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RESUMO 

BORGES, S.S. Avaliação da tecnologia Oxford Nanopore para análise de identidade genética 
de clones de cana-de-açúcar (Saccharum spp.). 2020. 65 f. Dissertação (Mestrado em Genética 
e Melhoramento de Plantas) – Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goiás, 
Goiânia, 2020.1 

O Brasil é, atualmente, o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, que é 

matéria prima de dois importantes produtos para a economia brasileira: o açúcar e o etanol. 

Com intuito tanto de se avaliar a tecnologia Oxford Nanopore para aplicações de 

genotipagem por sequenciamento (Genotyping By Sequencing – GBS), tendo como 

diferencial a obtenção de uma alta cobertura de sequenciamento (>1.000X), como de se 

desenvolver uma plataforma GBS capaz de identificar clones de cana-de-açúcar, com 

segurança e praticidade, este trabalho utilizou a plataforma MinION para a realização da 

genotipagem com base no sequenciamento de 48 indivíduos. Para isto, utilizando-se o genoma de 

Sorghum bicolor como referência e um conjunto de bibliotecas de transcritos de cana-de-

açúcar, foram desenhados 20 pares de primers, os quais foram utilizados para obtenção de 

amplicons , nos quais foram identificados marcadores moleculares SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms). Foram construídas seis bibliotecas de sequenciamento, sendo as duas 

primeiras utilizadas em ensaios-piloto. O alinhamento das sequências obtidas no genoma de 

referência foi realizado utilizando-se o programa BWA. A identificação e genotipagem dos 

SNPs foi realizada utilizando-se o software SAMtools. A identificação dos clones de cana-

de-açúcar foi feita a partir do cálculo da distância genética entre os indivíduos. A análise de 

agrupamento foi realizada utilizando-se um script escrito no software R. O sequenciamento 

resultou em cerca de 841 mil sequências. O tamanho médio dos amplicons foi de 1,6 kb. 

Obteve-se uma alta cobertura de sequenciamento (média de 10.498X/amplicon). Nove 

amplicons foram selecionados, nos quais foram identificados 356 sítios SNPs. A 

porcentagem de mismatches entre as sequências obtidas e a de referência variou de 8% a 

20% e a porcentagem de indels manteve-se homogênea (~6%). As duplicatas de um mesmo 

indivíduo utilizadas como controle biológico formaram nó com consistência de 94% no 

dendrograma obtido, entretanto não apresentaram identidade genética perfeita entre elas. 

Sugere-se que tal fato esteja associado principalmente à alta taxa de erro de sequenciamento 

da tecnologia de sequenciamento Oxford Nanopore, evidenciando a dificuldade de sua 

utilização em aplicações que demandem uma identificação genética com alto grau de 

segurança, como ocorre em problemas envolvendo a identificação clonal em cana-de-açúcar. 

Palavras-chave: Oxford Nanopore Technologies, genotipagem por sequenciamento, 

identificação clonal. 

                                                   
1 Orientador: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho – EA/UFG. 
 Coorientadora: Dr.ª Ludmila Ferreira Bandeira. 



 

 
 

 

ABSTRACT 

BORGES, S.S. Evaluation of Oxford Nanopore technology to analyze the genetic identity of 
sugarcane clones (Saccharum spp.). 2020. 65 f. Dissertation (Master of Science in Genetics 
and Plant Breeding) – Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goiás, Goiânia, 2020.1 

Brazil is currently the world's largest producer of sugarcane, which is the raw 

material for two important products for the Brazilian economy: sugar and ethanol. In order 

to evaluate both Oxford Nanopore technology for genotyping applications by sequencing 

(Genotyping By Sequencing - GBS), with the differential of obtaining a high coverage of 

sequencing (> 1,000X), as well as to develop a GBS platform capable of to identify 

sugarcane clones, safely and conveniently, this work used the MinION platform to perform 

genotyping based on the sequencing of 48 individuals. For this, using the genome of 

Sorghum bicolor as reference and a set of libraries of sugarcane transcripts, 20 pairs of 

primers were designed, which were used to obtain amplicons, in which SNPs molecular 

markers were identified (Single Nucleotide Polymorphisms). Six sequencing libraries were 

built, the first two being used in pilot trials. The alignment of the sequences obtained in the 

reference genome was carried out using the BWA program. The identification and 

genotyping of the SNPs was performed using the SAMtools software. The identification of 

the sugarcane clones was done by calculating the genetic distance between the individuals. 

The cluster analysis was performed using a script written in software R. The sequencing 

resulted in approximately 841 thousand sequences. The average size of the amplicons was 

1.6 kb. High sequencing coverage (average of 10,498X / amplicon) was obtained. Nine 

amplicons were selected, in which 356 SNPs sites were identified. The percentage of 

mismatches between the obtained and the reference sequences ranged from 8% to 20% and 

the percentage of indels remained homogeneous (~ 6%). The duplicates of the same 

individual used as biological control formed a knot with a consistency of 94% in the obtained 

dendrogram, however they did not present perfect genetic identity between them. It is 

suggested that this fact is mainly associated with the high rate of sequencing error of the 

Oxford Nanopore sequencing technology, showing the difficulty of its use in applications 

that require a genetic identification with a high degree of security, as it occurs in problems 

involving clonal identification in sugar cane. 

Keywords: Oxford Nanopore Technologies, genotyping by sequencing, clonal identification. 

 

                                                   
1 Advisor: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho – EA/UFG. 
 Co-Advisor: Dr.ª Ludmila Ferreira Bandeira. 



 

7 
 

 

1 INTRODUÇÃO 

As tecnologias de sequenciamento de DNA têm evoluído rapidamente e hoje 

permitem a análise genômica de qualquer organismo vivo. A partir dos anos 2000, surgiram 

as plataformas denominadas de sequenciamento de nova geração (Next Generation 

Sequencing – NGS), cuja grande vantagem é a produção de grande quantidade de dados a 

um custo reduzido por data point (Metzker, 2010; Elshire et al., 2011). Desde então, as 

tecnologias NGS vêm sendo utilizadas para descoberta e avaliação de marcadores genéticos 

em diferentes populações, em estudos de expressão gênica, de genômica comparativa, na 

análise genética de doenças, na realização de testes pré-natais não invasivos, entre outras 

aplicações (Davey et al., 2011). 

Com o desenvolvimento das tecnologias NGS, a identificação de polimorfismos 

de um único nucleotídeo (Single Nucleotide Polymorphisms – SNP) passou a ser possível 

por meio da análise comparativa de alinhamento dos genomas sequenciados (Davey et al., 

2011). Os primeiros métodos de genotipagem SNP utilizavam produtos de reação em cadeia 

da polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR) para detecção por fluorescência de 

hibridização de sondas alelo-específicas, como pelos sistemas TaqMan e Invader. Foram 

também desenvolvidas técnicas de genotipagem SNP baseadas na utilização de 

espectrometria de massa, por exemplo, pelo sistema iPLEX da empresa Sequenom 

(Deschamps et al., 2012). 

Após o desenvolvimento das tecnologias NGS, surgiu uma abordagem 

denominada de genotipagem por sequenciamento (Genotyping By Sequencing – GBS). Esta 

abordagem pode ser utilizada no contexto da biologia vegetal para a predição de fenótipos, 

seleção de cultivares melhoradas, reprodução assistida, entre outras aplicações, 

contribuindo, por exemplo, para o aumento do abastecimento alimentício global (Poland & 

Rife, 2012). Como a maioria dos objetivos de estudos genéticos não necessita do 

conhecimento da sequência completa dos genomas de todos os indivíduos, as técnicas de 

genotipagem por sequenciamento em uso têm se baseado na abordagem de sequenciamento 

de uma representação reduzida dos genomas de interesse, e vêm sendo aplicadas em 

organismos poliploides, como a cana-de-açúcar. 
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A cana-de-açúcar fornece matéria prima para a fabricação de dois produtos de 

grande importância para a economia brasileira: o açúcar empregado na indústria alimentícia, 

e o etanol para produção de biocombustível de uso disseminado no país (Conab, 2017). O 

Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar. Apesar deste sucesso, a cadeia 

produtiva da cana-de-açúcar tem forte demanda por cultivares mais produtivas, com maior 

resistência a pragas, a doenças e a condições de estresse abiótico. Atualmente, o ciclo 

completo de melhoramento genético de cana-de-açúcar leva cerca de 13 anos 

(https://www.ridesa.com.br/). 

A Rede Interuniversitária para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético 

(Ridesa) é um programa de melhoramento genético de cana-de-açúcar que tem adotado a 

estratégia de semeio e plantio denominada tapetinho, a qual consiste no plantio agrupado por 

cova, na fase de seleção de plântulas (Mendes, 2015). Assim, além de simplificar o plantio, 

o processo inicia-se com uma competição natural entre os indivíduos de um mesmo 

tapetinho. Entretanto, apesar da vantagem de acelerar o programa de melhoramento ainda 

na primeira fase de seleção, devido ao perfilhamento dos colmos de cana-de-açúcar presentes 

em uma touceira, é possível que ocorra uma seleção errônea, de modo que clones sejam 

tratados como genótipos diferentes nas etapas seguintes do programa.  

O genoma da cana-de-açúcar é bastante complexo, contendo alta taxa de DNA 

repetitivo. As cultivares modernas de cana-de-açúcar são tipicamente híbridos 

interespecíficos de duas espécies poliploides (S. officinarum e S. spontaneum) e apresentam 

níveis de ploidia variáveis por grupos de homeologia entre 2n=6x a 2n=20x (Garcia et al., 

2013). Desta forma, o desenvolvimento de novas tecnologias de avaliação genética, 

notadamente métodos de genotipagem por sequenciamento capazes de identificar clones de 

cana-de-açúcar, com praticidade e segurança, permitirá a identificação de genótipos 

propagados e utilizados comercialmente em usinas de cana-de-açúcar com uma maior 

precisão, podendo auxiliar também, a redução do tempo da avaliação de clones nos 

programas de melhoramento de cana-de-açúcar. Neste contexto, este trabalho foi realizado 

com o objetivo de se desenvolver e avaliar um conjunto de marcadores SNPs, obtidos por 

sequenciamento pela tecnologia Oxford Nanopore, no intuito de se obter uma plataforma de 

genotipagem rápida e segura para identificação de clones de cana-de-açúcar.

http://www.ridesa.com.br/)
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 A CULTURA DA CANA-DE-AÇÚCAR 

2.1.1 Importância econômica da cana-de-açúcar no Brasil 

No período colonial do Novo Mundo, a agroindústria da cana-de-açúcar foi uma 

das principais atividades econômicas, de modo que até nos dias atuais os subprodutos da 

cana-de-açúcar exercem um papel importante para economia de alguns países, incluindo o 

Brasil. Desde o início da expansão da produção da cana-de-açúcar até o fim do século XVII, 

o Brasil foi o maior exportador de açúcar do mundo, tendo ocorrido uma retração no século 

seguinte e uma nova expansão por volta de 1920, com a crise do café (Brandão, 1985; Santos 

et al., 2016). 

Com a crise do petróleo em 1973, iniciou-se uma busca mundial por opções de 

fontes alternativas de energia. Apenas dois anos depois, o Brasil foi o único país que lançou 

um programa de biocombustíveis. Devido ao problema de esgotamento das jazidas 

petrolíferas e consequentemente o alto preço do petróleo, a agroindústria sucroalcooleira 

apresentou-se como uma alternativa benéfica para o setor de biocombustíveis, uma vez que 

o álcool é um combustível ecologicamente correto obtido por meio de fontes renováveis. Por 

isto, já em 2011, o etanol oriundo do bagaço da cana-de-açúcar correspondia a cerca de 16% 

da matriz energética brasileira (Nitsch, 1991; Shikida & Perosa, 2012). 

É irrefutável a importância econômica da cana-de-açúcar no Brasil, pois o seu 

plantio em áreas brasileiras tem grande extensão. A produção estimada para a safra 2018/19 

é superior a 635 milhões de toneladas. Os principais subprodutos da cana-de-açúcar são o 

açúcar, com estimativa de produção em torno de 34,25 milhões de toneladas e o etanol, com 

a produção estimada em 30 bilhões de litros (safra 2018/19). Atualmente as regiões nacionais 

Sudeste e Centro-Oeste são as que mais contribuem, tanto em termos de produtividade 

(76,62 t/ha e 74,04 t/ha respectivamente) quanto em termos de fabricação de açúcar e etanol, 

tendo como destaque os estados de São Paulo e Goiás. Quanto à produção de açúcar, destaca-
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se a região Sudeste com estimativa de produção superior a 25 milhões de toneladas, 

representando 74,1% de todo açúcar produzido no Brasil (safra 2018/17), enquanto na região 

Centro-Oeste esta estimativa é de 3,8 milhões de toneladas. Já em relação à produção de 

etanol, a estimativa para a região Sudeste na safra 2018/19 é de 17,5 bilhões de litros, 

enquanto esta estimativa para região Centro-Oeste é de 9,4 bilhões de litros (Conab, 2018). 

A cana-de-açúcar ainda é utilizada nos setores de bebidas e alimentos, como por 

exemplo, na fabricação da cachaça, que é uma bebida alcoólica, introduzida no Brasil no 

período colonial, obtida através da fermentação do caldo da cana-de-açúcar seguida pela 

destilação, que pode conter de 38% a 54% de álcool. Em termos de consumo, a cachaça é a 

terceira bebida destilada mais ingerida no mundo, e a segunda bebida alcoólica mais 

consumida no Brasil. Ainda no setor alimentício, mas de modo artesanal, a cana-de-açúcar é 

matéria prima para a produção de açúcar mascavo, de rapadura e de melado, os quais são 

subprodutos obtidos principalmente em pequenas propriedades rurais. Dentre tais produtos, 

o açúcar mascavo é o que tem o nível de açúcar mais elevado, seguido pela rapadura, e por 

fim o melado (Cib, 2009). 

Um dos subprodutos do processamento industrial da cana-de-açúcar para 

produção de etanol é a vinhaça, que é rica em substâncias orgânicas e minerais. A vinhaça 

pode ser utilizada para diferentes aplicações como: adubo, produção de proteínas por 

fermentação anaeróbica, e formulação de ração animal. Além disto, nos últimos anos a 

cultura da cana-de-açúcar tem sido destinada à obtenção de biomassa. Enquanto outras 

espécies de plantas convertem pouca quantidade de luz solar em energia química (menos de 

1%), no caso da cana-de-açúcar esta conversão é de aproximadamente 2%. Neste sentido, o 

bagaço da cana-de-açúcar vem sendo utilizado como matéria prima para produção de energia. 

Estima-se que pela utilização do bagaço de cana-de-açúcar como combustível para usinas 

termoelétricas no Brasil sejam gerados mais de 11 milhões de kW. Esta forma de biomassa 

gera 26,9% do total de energia das usinas termoelétricas no país, ficando atrás somente do 

gás natural que representa 31,2% (Cib, 2009; Aneel, 2018). 

Sendo assim, a importância da cana-de-açúcar no mercado sucroalcooleiro no 

Brasil é enorme, pois além de ser um produto agrícola é também a mais importante fonte de 

biomassa energética. A cana-de-açúcar em 2016 foi a segunda principal atividade da 

agroindústria movimentando R$ 53,4 bilhões, ficando atrás apenas da soja (R$ 116,5 bilhões) 

o que representa cerca de 2% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro, envolvendo cerca 

de um milhão de empregos, o que representa 6% dos empregos no setor da agroindústria 
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nacional (Cib, 2009; Cni, 2017). 

2.1.2 Taxonomia e Origem 

A cana-de-açúcar é uma gramínea, alógama, semi-perene, cultivada em regiões 

tropicais e subtropicais. Esta planta pertence à família Poaceae, subfamília Panicoideae, 

tribo Andropogoneae, subtribo Saccharinae e gênero Saccharum. As formas selvagens de 

Saccharum podem ser encontradas em diferentes regiões ao norte do continente Africano, 

algumas regiões do continente Asiático (Afeganistão, Turquestão, Paquistão, Índia, 

Myanmar, Tailândia, Japão, Indonésia, Filipinas e sul da China) e ainda em regiões do 

continente da Oceania (Nova Guiné e algumas ilhas da Melanésia e Polinésia) (Bremer, 1961; 

Jannoo et al., 1999). 

Acredita-se que a inserção da cana-de-açúcar nas Américas deu-se no ano de 

1493 através da segunda expedição de Cristóvão Colombo. Já a introdução desta cultura no 

solo brasileiro ocorreu antes da chegada da realeza portuguesa ao Brasil, pela utilização de 

de mudas provenientes da Ilha de Madeira, provavelmente no início do XVI, por Martim 

Afonso de Souza (Araújo & Santos, 2014). 

2.1.3 As espécies do gênero Saccharum 

Atualmente, existem seis espécies descritas no gênero Saccharum, sendo elas: S. 

officinarum L., S. spontaneum L., S. barberi, S. sinense, S. robustum e S. edule. De acordo 

com estudos filogenéticos, apenas três, destas seis espécies, são de fato espécies 

filogenéticas: S. officinarum, S. spontaneum e S. robustum, as demais espécies são híbridas 

naturais podendo ser chamadas de “pseudo-espécies” (Bremer, 1961; Oliveira, 2014). 

O gênero Saccharum compreende plantas com alta complexidade genômica, as 

quais são todas poliploides constituídas por um grande número de cromossomos e 

consequentemente um genoma extenso, podendo ter o número básico de cromossomos de 6 

a 20 (Bremer, 1961; D’Hont et al., 1996; Garcia et al., 2013). 

Entre as espécies de Saccharum há diferenças anatômicas (macroscópicas) e 

histológicas (microscópicas). Plantas da espécie S. officinarum, também conhecida como 

“cana nobre” devido ao grande teor de sacarose e baixa porcentagem de fibra, têm as hastes 
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grossas que podem ter uma pequena variação na cor e na cobertura de cera. A maioria dos 

clones de S. officinarum tem número gamético de cromossomos igual a 40, ou seja, 2n = 80, 

com número básico de cromossomo x = 10. Sendo assim, células somáticas de indivíduos desta 

espécie têm oito cópias de cada cromossomo (Bremer, 1961; Garcia et al., 2013). 

Plantas da espécie S. spontaneum possuem colmos finos, curtos e fortes, 

contendo um alto teor de fibras e baixa quantidade de sacarose. O número de cromossomos 

pode variar de 2n = 40 a 2n = 128, sendo o número básico de cromossomo sugerido de x = 8, 

ou seja, é possível a ocorrência de 5 a 16 cromossomos homólogos de um conjunto básico de 

8 cromossomos (Bremer, 1961; Irvine, 1999). 

As plantas da espécie S. robustum possuem caules com colorações que podem 

variar entre verde, vermelho e roxo. Os colmos de plantas dessa espécie têm diâmetros 

maiores, rígidos, grandes, fibrosos e pobres em sacarose. Quanto ao número de 

cromossomos, é possível encontrar uma variação de 2n = 60 a 2n = 170, sendo que 2n = 60 

e 2n = 80 são os valores mais comuns. O número básico de cromossomos sugerido para esta 

espécie também é de x = 10 (Bremer, 1961; Irvine, 1999; Garcia et al., 2013). 

A variação do número de cromossomos que a espécie S. sinense apresenta é de 

2n = 81 a 2n = 124. As plantas da espécie S. barberi possuem a variação no número de 

cromossomos de 2n = 111 a 2n = 120. Já a espécie S. edule contém a variação no número de 

cromossomos de 2n = 60 a 2n = 80, sendo que o número mais comum, assim como em S. 

officinarum, S. spontaneum e S. robustum é 2n = 80 (D’Hont et al., 1996; Irvine, 1999; 

Morais et al., 2015). 

Atualmente, as cultivares modernas da cana-de-açúcar são tipicamente híbridos 

interespecíficos de S. officinarum com S. spontaneum. As espécies S. officinarum e S. 

robustum estão intimamente relacionadas nos aspectos de citologia, morfologia e fisiologia, 

distinguindo-se principalmente quanto aos teores de fibra e sacarose dispostos em seus 

caules. Já as espécies S. barberi e S. sinense são ainda mais semelhantes entre si, de modo 

que muitas vezes são consideradas suficientemente diferentes para serem individualizadas, 

mas não o suficiente para serem classificadas como espécies diferentes. Indivíduos da 

espécie S. edule possuem flores inférteis, o que geralmente leva ao aborto de suas 

inflorescências, que são servidas como um alimento, principalmente na Oceania (Irvine, 

1999; Grivet et al., 2004). 
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2.2 TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO  

2.2.1 Histórico das tecnologias de sequenciamento de nova geração 

Historicamente, a primeira tecnologia de sequenciamento a ser desenvolvida foi 

o método de degradação química de Maxam & Gilbert, em 1977. No mesmo ano, Frederick 

Sanger e colaboradores também desenvolveram uma tecnologia de sequenciamento a qual 

foi posteriormente automatizada, tornando-se amplamente utilizada. Após estes métodos, 

surgiram vários outros, os quais foram denominados de tecnologias de sequenciamento de 

nova geração (Next Generation Sequencing – NGS) (Goodwin et al., 2016). 

A primeira plataforma NGS só foi comercializada após aproximadamente três 

décadas desde o desenvolvimento do método de Sanger. A plataforma 454 foi lançada em 

2005, em 2007 foi adquirida pela Roche, e em 2013 esse equipamento deixou de ser 

produzido. Essa tecnologia faz uso da abordagem de PCR em emulsão para obtenção de 

fragmentos clonados, e baseia-se na estratégia de pirossequenciamento, em que há liberação 

de pirofosfato (PPi) a cada incorporação de um nucleotídeo. A leitura das sequências é feita 

a partir da liberação de um pirofosfato, o qual é convertido em ATP por meio da enzima 

ATP sulfurilase. Este ATP é utilizado pela enzima luciferase, para oxidar a luciferina, 

produzindo então um sinal de luz, captado por uma câmera CCD (Charge Coupled Device) 

(Goodwin et al., 2016) (http://allseq.com).  

A segunda técnica de NGS foi introduzida pela Solexa, através do equipamento 

Genome Analyzer (GA), no ano de 2006. No ano seguinte, esta empresa foi adquirida pela 

Illumina. Esta tecnologia é atualmente responsável por mais de 90% do volume de dados de 

sequenciamento no mundo, provavelmente devido à elevada acurácia, ao baixo custo, e ao 

alto volume de dados produzido (Goodwin, et al., 2016). 

O método da Illumina ocorre em uma superfície sólida de vidro (flow cell), onde 

ficam dispostos dois tipos de oligonucleotídeos. Os fragmentos de DNA a serem 

sequenciados possuem adaptadores em suas extremidades que são complementares aos 

oligonucleotídeos da flow cell. Inicialmente é feita uma amplificação com nucleotídeos não 

marcados para formação de clusters (Liu et al., 2012). Em cada cluster ocorre a clivagem de 

todos os fragmentos que estão ligados a um dos tipos de oligonucleotídeos da flow cell, para 

que ocorra o sequenciamento por síntese com terminação cíclica reversível (CTR) com 

nucleotídeos marcados com uma fluorescência diferente, e com o grupamento ribose 3’-OH 
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bloqueado, o que impede a extensão da fita de DNA (Glenn, 2011). A visualização se dá por 

meio de microscopia de reflexão de fluorescência utilizando canais de laser e uma câmera 

CCD (Glenn, 2011; Goodwin et al., 2016). 

A plataforma de sequenciamento por ligação e detecção de oligonucleotídeos 

(Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection – SOLiD), terceira tecnologia NGS 

comercial, foi lançada pela Life Technologies também em 2006 e atualmente pertence à 

Thermo Fisher. Esta tecnologia também utiliza PCR em emulsão para amplificação clonal 

de fragmentos e fundamenta-se no sequenciamento por ligação (Sequencing by Ligation - 

SBL) (Goodwin et., 2016). As bibliotecas são construídas com fragmentos de DNA de 

tamanhos específicos, ligados a adaptadores em suas extremidades. As bibliotecas são 

submetidas a uma PCR, na qual os adaptadores de uma das extremidades dos fragmentos se 

hibridizam com primers de um suporte sólido ocorrendo a amplificação do DNA. Em 

seguida, ocorre a desnaturação parcial do ácido desoxirribonucleico fita dupla (dsDNA), 

possibilitando a hibridização com um novo primer, resultando em uma nova amplificação. 

Este ciclo se repete permitindo a clonagem dos fragmentos. As bibliotecas são sequenciadas 

em uma flow cell pelo sequenciamento baseado em ligação de sondas “di-bases” (Goodwin, 

et., 2016). Após a hibridização da sonda ao adaptador do fragmento de DNA, ocorre a 

extensão e a identificação das duas primeiras bases conhecidas, e em seguida a clivagem das 

bases degeneradas e do fluoróforo previamente ligados à sonda. Este processo se repete 

resultando em uma extensão de até 60 pb. Posteriormente é feita a remoção de todas as 

sondas e repete-se todo o processo de ligação de sondas, extensão, identificação de bases e 

clivagem por quatro vezes. Em cada ciclo as sondas utilizadas contêm uma base a mais: n + 

1, n + 2, n + 3 e n + 4, de modo que cada base seja sequenciada duas vezes (Goodwin, et al., 

2016). 

A tecnologia Ion Torrent, comercializada a partir de 2010 e também adquirida pela 

Thermo Fisher, inovou os métodos de sequenciamento por ser a primeira tecnologia a não 

utilizar fluorescência e sensor óptico no processo. A detecção de bases incorporadas é feita 

por meio de íons de hidrogênio, logo, diferentemente das anteriores, não há formação de 

imagens para identificação das bases, acarretando vantagem na redução de tempo de 

sequenciamento (Glenn, 2011; Liu et al., 2012; Buermans & Den Dunnen, 2014). O método 

de sequenciamento Ion Torrent utiliza esferas e PCR em emulsão para formação clonal de 

fragmentos. A reação de PCR em emulsão contém: esferas com adaptadores fixados a elas 

(complementares a uma das extremidades dos adaptadores da biblioteca de DNA), reagentes 
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necessários para a amplificação e outro tipo de adaptador complementar à outra extremidade 

dos fragmentos das bibliotecas de DNA. A detecção das bases nucleotídicas é feita a partir 

da mudança de 0,02 unidades no pH que é obtida após da incorporação de um 

desoxirribonucleosídeo trifosfato (dNTP) na fita de DNA, na qual há liberação do próton 

(H+) no meio da reação, de modo que a alteração de pH identificada pelo sensor é 

imperfeitamente proporcional à quantidade de nucleotídeos detectados. Os dNTPs são 

adicionados na reação de sequenciamento em múltiplos ciclos ordenados. Isto é necessário 

pois a liberação do próton dos diferentes dNTPs não é diferenciado (Buermans & Den 

Dunnen, 2014; Goodwin, et al., 2016). 

O primeiro sequenciamento em tempo real de molécula única (Single-Molecule 

Real-Time - SMRT) foi lançado pela Pacific Biosciences também em 2010. Suficientemente 

sensível para identificar a incorporação de um único nucleotídeo marcado com fluorescência, 

na tecnologia PacBio é possível se obter sequências longas (de até aproximadamente 175 

kb), sem que haja pré-amplificação dos fragmentos a serem sequenciados (Buermans & Den 

Dunnen, 2014; Van Dijk et al., 2014). Nesse método, os nucleotídeos são marcados por 

um fluoróforo ligado à sua porção fosfato terminal. Assim, durante a atividade da DNA 

polimerase ocorre a liberação do fluoróforo do nucleotídeo incorporado, resultando apenas 

em DNA não modificado. A preparação da biblioteca de DNA utiliza adaptadores em “alça” 

para tornar o fragmento de dsDNA circular. Estes fragmentos circulares são então 

sequenciados repetidas vezes. O sequenciamento inicia-se pela interação da DNA 

polimerase com a região do adaptador. A incorporação dos dNTPs é visualizada, em tempo 

real, por meio de um sistema de feixes de laser acoplado a um sistema de gravação confocal 

localizado abaixo das ZMW (Zero-Mode Waveguides), que registram tanto a cor quanto a 

duração do sinal de fluorescência emitido devido à incorporação dos dNTPs. Após a 

incorporação de um dNTP a DNA polimerase cliva o fluoróforo para que haja a incorporação 

e identificação de um novo dNTP ( Buermans & Den Dunnen, 2014; Goodwin, et al., 2016). 

Em 2015 foi lançado o MinION, que foi o primeiro sequenciador da empresa 

Oxford Nanopore Technologies (ONT). Na maioria dos casos, cada empresa desenvolveu 

mais de uma plataforma de sequenciamento, sendo que estas são melhoradas rapidamente 

em relação à quantidade de dados gerados, ao tamanho das sequências produzidas e ao tempo 

de corrida. 
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Tabela 1. Características gerais das diferentes plataformas de sequenciamento de nova 
geração (NGS). Fonte: https://allseq.com, https://www.illumina.com, 
https://www.thermofisher.com e https://www.pacb.com. 

Empresa Sequenciador 
Total de 
bases por 

corrida (Gb) 

Tamanho das 
sequências (pb) 

Tempo de 
corrida 

(h) 

Preço do 
equipamento 

(US$) 

Illumina 

iSeq 100 1,2 2 x 150 9,5 – 19 190.900 

MiniSeq 7,5 2 x 150 4 – 24 50.000 

MiSeq 15 2 x 300 4 – 55 99.000 

NextSeq 550 120 2 x 150 12 – 30 285.000 

NextSeq 1000 120 2 x 150 29 215.000 

NextSeq 2000 300 2 x 150 24 – 48 335.000 

NovaSeq  6000 2 x 150 13 – 45 985.000 

Thermo 
Fisher 

SOLiD 5500xl 95 2 x 60 144 595.000 

SOLiD 5500xl 
Wildfire 

240 2 x 50 240 70.000 

SOLiD 5500 48 2 x 60 144 349.000 

SOLiD 5500 
Wildfire 

120 2 x 50 240 70.000 

Ion Gene Studio 
S5 System 

15 600 19 120.000 

Ion Gene Studio 
S5 Plus System 

30 600 10 – 11,5 150.000 

Ion Gene Studio 
S5 Prime System 

50 600 6,5 180.000 

Pacific 
Biosystems 

Sequel 20 1.000 – 20.000 20 350.000 

Sequel II 160 15.000 – 20.000 30 495.000 

 

2.2.2 A Tecnologia Oxford Nanopore 

A empresa Oxford Nanopore Technologies foi fundada em 2005 com a finalidade 

de criar um sistema de detecção de molécula única fundamentada na tecnologia de 
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nanoporos. Após dez anos de desenvolvimento, o primeiro sequenciador MinION foi 

comercializado e, diferentemente da maioria dos sequenciadores, este equipamento é 

pequeno (10 cm de comprimento x 3 cm de largura x 2 cm de altura, pesando apenas 90 g), 

podendo ser equiparado a um pendrive não só pelo tamanho, mas também pela conexão 

direta a uma porta USB. Em seguida, foi disponibilizado o GridION em 2017 e no ano 

seguinte o PromethION. Além destes, outros equipamentos foram desenvolvidos pela 

empresa, como o Flongle e SmidgION, este último com a proposta de ser compatível com 

celulares (Figura 1). Os diferentes equipamentos possuem diferentes características – os 

equipamentos maiores possibilitam a utilização de várias flow cells ao mesmo tempo, 

aumentando tanto o rendimento quanto o tempo de sequenciamento (Tabela 2). 

 

 

Figura 1. Sequenciadores desenvolvidos pela Oxford Nanopore Technologies (Fonte: 
https://nanoporetech.com/). 

 

Assim como no caso da tecnologia PacBio, essa tecnologia se baseia no 

sequenciamento de moléculas únicas, sendo possível observar o sequenciamento em tempo 

real e produzir sequências longas. Até o momento, a maior sequência obtida foi de cerca de 

2 Mb (https://nanoporetech.com). Ao contrário do que ocorre com a tecnologia PacBio, na 

tecnologia Oxford Nanopore o sequenciamento não é limitado pela própria tecnologia, mas 

sim pelo tamanho e quantidade das moléculas de DNA a serem sequenciadas (Van Dijk et al., 

2018). 
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Tabela 2. Características gerais dos sequenciadores da Oxford Nanopore Technologies 
(Fonte: https://nanoporetech.com). 

Sequenciador 
Rendimento por 
flow cell (Gb) 

Nº de flow cells 
Nº de canais por 

flow cell 
Tempo de corrida WGS* 

Flongle 2 1 126 1 min - 16 horas  

MinION Mk1B 15 – 30 1 512 1 min - 48 horas  

MinION Mk1C 15 – 30 1 512 1 min - 48 horas X 

GridION 15 – 30 5 512 1 min - 48 horas X 

PromethION 24 100 –180 24 3.000 1 min - 72 horas X 

PromethION 48 100 –180 48 3.000 1 min - 72 horas X 

* Whole Genome Sequencing. 

 

A preparação de bibliotecas pode ser feita por diversos kits disponibilizados pela 

própria empresa. É relevante salientar a existência do kit de sequenciamento rápido, no qual 

o manejo para o preparo da biblioteca é simples e rápido (cerca de 10 minutos), tornando-o 

visado para estudos em campo (Van Dijk et al., 2018). De modo geral, o preparo das 

bibliotecas consiste em: obtenção do DNA purificado, indexação com barcodes e ligação dos 

adaptadores em “Y” (Lu et al., 2016). 

A tecnologia Oxford Nanopore se fundamenta na utilização de um nanoporo de 

proteína que separa dois compartimentos distintos. O sequenciamento inicia-se pela 

extremidade 5’ de fita simples do adaptador em “Y” com o auxílio de uma proteína motora 

(localizada acima do nanoporo) que desnatura o dsDNA (Figura 2). No momento em que a 

molécula de DNA atravessa o nanoporo, ocorre uma mudança temporária no potencial entre 

os compartimentos denominado de squiggle space, no qual as mudanças de voltagens 

correspondem a uma sequência específica de DNA, que são interpretadas como k-meros (de 

3 a 6 bases). A flow cell destes sequenciadores é constituída por um microchip de circuito 

integrado específico para aplicações (Application-Specific Integrated Circuit - ASIC) no 

qual são depositados os dados para posterior análise pelo software MinKNOW (Buermans 

& Den Dunnen, 2014; Lu et al., 2016; Goodwin et al., 2016). 
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Figura 2. Representação esquemática dos componentes do sequenciamento pela 
tecnologia Oxford Nanopore (Fonte: https://nanoporetech.com/). 

 
Atualmente o sequenciamento da ONT é apenas unidirecional (1-Directional - 

1D), ou seja, é feito utilizando apenas uma das fitas do DNA. As vantagens desse método 

são: obtenção de sequências longas, preparo rápido de bibliotecas, portabilidade devido ao 

seu tamanho e alto rendimento. Em contrapartida, a desvantagem dessa tecnologia é a taxa 

de erro que é de aproximadamente 11%. Porém, como a maioria destes erros de 

sequenciamento são aleatórios, com uma alta cobertura é possível se obter uma sequência 

consenso com acurácia de aproximadamente 99% (Van Dijk et al., 2018). 

Ao realizar a compra dos sequenciadores ONT, têm-se direito à licença do 

software desenvolvido pela empresa, que é utilizado na tecnologia (MinKNOW). O tempo 

da permissão dessa licença depende tanto da plataforma adquirida quanto da escolha do 

pacote do sistema, que pode ser básico (System Starter Pack) ou CapEx (Tabela 2). Este 

último permite que os usuários acessem a plataforma usando fundos de capital garantindo o 

título do dispositivo. Os preços referentes ao preparo de biblioteca, ao tipo de flow cell e ao 

sequenciamento propriamente dito também diferem entre as plataformas (Tabela 4). 
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Tabela 3. Características gerais dos pacotes comercializados pela Oxford Nanopore 
Technologies (Fonte: https://nanoporetech.com). 

Pacote Característica 

Plataforma 

Flongle 
MinION 
Mk1B 

MinION 
Mk1C 

GridION 
Mk1 

PromethION 
24 

PromethION 
48 

Básico 

Custo do 
equipamento 

(US$) 
1.860 1.000 4.900 49.995 165.000 285.000 

Nº de flow 

cells 
12 2 6 48 60 120 

Tempo de 
licença dos 
softwares 

- - 12 meses 4 meses 4 meses 4 meses 

Estendido 

Custo do 
equipamento 

(US$) 
5.052 4.500 9.995 95.455 297.000 595.000 

Nº de flow 

cells 
48 8 8 48 60 120 

Tempo de 
licença dos 
softwares 

- - 3 anos 3 anos 3 anos 3 anos 

 
 

Tabela 4. Preços (US$) mínimos referentes ao preparo de bibliotecas, das flow cells e do 
sequenciamento propriamente dito pelas plataformas da Oxford Nanopore 
Technologies (Fonte: https://nanoporetech.com). 

Itens Flongle 
MinION 
Mk1B 

MinION 
Mk1C 

GridION 
Mk1 

PromethION 
24 

PromethION 
48 

Preparo da 
biblioteca 

25 99 99 99 99 99 

Flow cell 90 475 475 475 625 625 

Sequenciamento 
(por Gb) 

45 15 15 15 2 2 

 
 

A tecnologia de sequenciamento da Oxford Nanopore vem sendo utilizada para 

genotipagem de amplicons. Cornelis et al. (2017) avaliaram a aplicabilidade da plataforma 

na realização de genotipagem forense. Utilizando o DNA controle (9947A) e o teste SNP-

plex, apenas um loco dos 52 avaliados não foi genotipado corretamente quando foram 

evitados sítios SNPs em regiões homopoliméricas. O sequenciamento durou 24 horas 
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gerando 367.920 sequências bidirecionais (2D) de alta qualidade com comprimento médio 

de 625 pb. A taxa média de mapeamento às sequências de referência foi de 60%. Os autores 

consideraram, no entanto, que quando se comparam os custos, o tempo de análise e a taxa 

de erro, a tecnologia de sequenciamento da Oxford Nanopore ainda é inferior para 

genotipagem forense em relação ao sequenciamento Illumina (Cornelis et al., 2017). 

2.3 GENOTIPAGEM POR SEQUENCIAMENTO 

O surgimento das tecnologias NGS propiciou o advento das tecnologias de 

genotipagem por sequenciamento (Genotyping By Sequencing – GBS). Existem duas 

abordagens para os métodos GBS: ressequenciamento do genoma completo (Whole-Genome 

Resequencing - WGR) em que se realiza o sequenciamento de todo o genoma, e 

sequenciamento de representação reduzida (Reduced-Representation Sequencing - RRS) em 

que são sequenciadas apenas regiões específicas do genoma obtidas por redução de 

complexidade (Tabela 5). 

Os métodos de sequenciamento completo do genoma possuem maior resolução. 

Porém, quando aplicados a genomas eucarióticos, ainda são bastante onerosos. Para a análise 

eficiente dos dados de sequenciamento de genomas completos se faz necessária a utilização 

de uma alta cobertura de sequenciamento por indivíduo, devido à existência dos erros de 

sequenciamento. Isto, em geral, inviabiliza a utilização dos métodos WGR na maior parte 

das aplicações em escala populacional. Consequentemente, técnicas de genotipagem 

baseadas no sequenciamento de representações reduzidas de genomas são amplamente 

utilizadas. Estas técnicas realizam a redução da complexidade do genoma por meio de 

estratégias que utilizam enzimas de restrição, captura de alvos específicos pela utilização de 

sondas, amplificação de alvos específicos por PCR, ou ainda o sequenciamento exclusivo da 

fração transcrita do genoma (RNAseq) (Davey et al., 2011; Ali et al., 2016; Scheben et al., 

2017). 

Os métodos que adotam a redução da complexidade do genoma utilizando 

enzimas de restrição têm a vantagem de não exigirem o conhecimento prévio do genoma a 

ser analisado (Andrews et al., 2016). No entanto, não é possível se determinar com precisão 

os SNPs que serão efetivamente avaliados pois, com as coberturas tipicamente utilizadas 

nestes estudos, o efeito da amostragem realizada durante o processo de redução da 

complexidade do genoma não garante o sequenciamento de todos os sítios de interesse em 
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todos os indivíduos. Por outro lado, a existência de polimorfismo no sítio de restrição pode 

fazer com que determinada região alvo seja sequenciada em alguns indivíduos e em outros 

não. Este aspecto dificulta a realização de estudos populacionais em que a comparação dos 

genótipos de diferentes indivíduos para os mesmos locos é necessária. As abordagens de 

genotipagem por sequenciamento mais utilizadas são RADseq, DArTseq e GBS de Cornell 

e se baseiam no uso de enzimas de restrição para redução da complexidade dos genomas 

analisados. 

 

Tabela 5. Métodos de genotipagem por sequenciamento descritos na literatura. Adaptado 
de Scheben et al. (2017). 

Abordagem Métodos Referências 

Reduced 

Representation 

Sequencing 
(RRS) 

Target sequencing 

PCR amplification 

Selective circularization 

Hybrid Capture 

Targeted Amplicon Sequencing (TAS) 

 
Bevan et al. (1992) 
Dahl et al. (2005) 
Hodges et al. (2007) 
Bybee et al. (2011) 

RAD 

Restriction site-associated DNA sequencing 

(RADseq) Double-digest RAD sequencing (ddRAD) 

2bRAD 

ezRAD 

Triple-digest RAD sequencing (3RAD) 

RAD Capture (Rapture) 

RAD Capture (RADcap) 

 
Baird et al. (2008) 
Peterson et al. (2012) 
Wang et al. (2012) 
Toonen et al. (2013) 
Graham et al. (2015) 
Ali et al. (2016) 
Hoffberg et al. (2016) 

GBS 

Genotyping-by-sequencing (Elshire GBS) 

Two-enzyme GBS 

 
Elshire et al. (2011) 
Poland et al. (2012) 

Outros 
Complexity reduction of polymorphic sequences (CRoPS) 

Reduced-representation library (RRL) 

Multiplexed shotgun genotyping (MSG) 

Sequence-based genotyping (SBG) 

Restriction fragment sequencing (RESTseq) 

Specific length amplified fragment sequencing (SLAF-Seq) 

DArTseq 

 
Van Orsouw et al. (2007) 
Van Tassell et al. (2008) 
Andolfatto et al. (2011) 
Truong et al. (2012) 
Stolle & Moritz (2013) 
Sun et al. (2013) 
Ren et al. (2015) 

Whole Genome 

Resequencing 
(WGR) 

Sliding window WGR 

Parental inference WGR 

Parental inference WGR with individualized mode 

Skim genotyping-by-sequencing (SkimGBS) 

Huang et al. (2009) 
Xie et al. (2010) 
Rowan et al. (2015) 
Bayer et al. (2015) 

 

A metodologia 3RADseq consiste nas seguintes etapas: digestão do DNA 

genômico e a ligação dos adaptadores P1 e P2 (cada um com um barcode), seguida da 
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execução de um único ciclo de amplificação, em que se adiciona um mix de primers iTru5-

8N com oito nucleotídeos degenerados (65.536 diferentes combinações). Posteriormente é 

realizada uma amplificação que tem como objetivo aumentar a quantidade de fragmentos 

disponíveis para sequenciamento. Como RADcap utiliza tanto enzimas de restrição, como 

captura de fragmentos, a segunda fase dessa metodologia é feita por meio de sondas 

biotiniladas (complementares a fragmentos específicos de RAD tags) e  beads magnéticas 

revestidas com estreptavidina para captura dos fragmentos para posterior sequenciamento 

(Miller et al., 2007; Ali et al., 2016;  Hoffberg et al., 2016). 

O método DArTseq é feito por meio das etapas: digestão do DNA com três 

enzimas de restrição; ligação dos adaptadores (comum e com barcode); amplificação dos 

fragmentos; purificação e quantificação dos fragmentos; sequenciamento em plataformas 

NGS; alinhamento a um genoma de referência. Nessa tecnologia, a redução da complexidade 

do genoma é feita visando a seleção inteligente da porção do genoma que corresponde 

majoritariamente a genes ativos. Por meio da utilização de uma combinação de enzimas de 

restrição sensíveis à metilação, separam-se sequências com poucas cópias de sequências 

repetitivas do genoma (Sansaloni, 2012) (https://www.diversityarrays.com/).   

Já na metodologia two-enzyme GBS as etapas são: digestão do DNA com duas 

enzimas de restrição (uma de corte raro e uma de corte frequente); ligação de adaptadores 

(um complementar à extremidade gerada pela enzima de restrição e que possui o barcode, e 

outro adaptador comum compatível apenas com a extremidade feita pela enzima de 

restrição); purificação por meio de coluna de exclusão por tamanho; PCR feita com intuito 

de aumentar o pool amostral; e sequenciamento. Esta técnica permite a identificação de 

dezenas de milhares de marcadores moleculares SNPs (Poland; & Rife, 2012; Poland et al., 

2012). 

Assim como os métodos que utilizam enzimas de restrição para reduzir a 

complexidade do genoma, os métodos baseados em RNAseq não exigem o conhecimento 

prévio do genoma. Essa abordagem permite a obtenção de transcritos ainda não 

caracterizados, sendo uma alternativa para organismos não-modelo. Contudo, a abordagem 

baseada em RNAseq, por acessar somente a fração transcrita do genoma, é limitada quanto à 

abundância dos transcritos, que é dependente dos níveis de expressão de cada gene nas 

diferentes células conforme o tempo de desenvolvimento e/ou o ambiente/situação (Scheben 

et al., 2017; Wang et al., 2010). 

Os métodos de genotipagem por sequenciamento que realizam a redução da 
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complexidade do genoma pela utilização de sondas, genericamente denominados de 

sequenciamento por captura, determinam de maneira mais específica as regiões que serão 

sequenciadas. As regiões alvo são escolhidas a priori e a sequência das sondas ou primers 

(no caso do sequenciamento de amplicons) determina as regiões que serão capturadas e 

sequenciadas. Dessa maneira, para a maioria dos indivíduos, são recuperados genótipos para 

os mesmos SNPs de interesse. O uso destas estratégias, no entanto, requer o conhecimento 

prévio do genoma sob estudo, o que implica em um aumento dos custos envolvidos, pois as 

regiões a serem capturadas devem ser pré-estabelecidas para o desenho das sondas ou 

primers. É importante ressaltar que em estudos de genômica de populações, normalmente, 

há necessidade de se utilizar um grande número de marcadores. 

Onda et al. (2018) avaliaram a capacidade do método Multiplex PCR targeted 

amplicon sequencing (MTA-seq) por meio de um estudo comprobatório em que foi feita a 

genotipagem de Brachypodium distachyon. A análise se deu através da comparação dos 

resultados obtidos com MTAseq com dados de ressequenciamento do genoma de referência 

(Bd21), resultando na correta chamada de SNPs em aproximadamente 95% dos casos. 

No campo agronômico, os métodos target sequencing podem ser aplicados para 

inferência filogenética, em estudos de estabilidade genética de organismos geneticamente 

modificados (OGMs), no desenvolvimento de painéis de marcadores SNPs, os quais podem 

ser utilizados para análises populacionais, mapeamento genético, seleção assistida, 

melhoramento molecular e diagnósticos moleculares (Azhakanandam et al., 2007; Fonseca 

& Lohmann, 2018; Boutigny et al., 2019; Onda et al., 2018; Sato et al., 2019). 

2.4 APLICAÇÕES DE MARCADORES MOLECULARES EM TESTES 
EMPREGADOS EM ANÁLISES DE GENÉTICA FORENSE 

Os marcadores moleculares são utilizados para identificar polimorfismos em 

sequências homólogas, são ferramentas que permitem fazer a distinção de indivíduos. 

Comumente são utilizados dois tipos de marcadores moleculares: os marcadores conhecidos 

como sequências simples repetidas (Simple Sequence Repeats - SSR), baseados no 

polimorfismo de regiões denominadas de microssatélites, e os polimorfismos de um único 

nucleotídeo (Single Nucleotide Polymorphisms - SNP) (Kayser & De Knijff, 2011). A 

classificação dos marcadores SSR se dá pelo tamanho dos motivos que se repetem, que 

podem apresentar de 1 a 6 nucleotídeos (correspondentes às denominações de mono-, di-, 
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tri-, tetra-, penta- e hexanucleotídeos). Já os marcadores SNPs possuem esse nome devido 

ao fato de que o polimorfismo é observado na alteração de um único par de bases no DNA. 

Os marcadores SSR estão sujeitos a uma taxa de mutação mais elevada do que 

os SNPs, mas ambos são codominantes, ou seja, conseguem distinguir os indivíduos 

heterozigotos dos indivíduos homozigotos, são abundantes e tendem a ser distribuídos em 

todo o genoma. Embora possam ser encontrados tanto em regiões gênicas como em regiões 

intergênicas, geralmente, estes marcadores são mais prevalentes em regiões não codificantes. 

Em regiões codantes a ocorrência de polimorfismo pode modificar a expressão gênica e 

alterar a sequência de aminoácidos codificada. Caso essas modificações sejam deletérias elas 

tendem a ser eliminadas pela seleção natural. 

Como os marcadores SSR são repetições em tandem, evolutivamente, o tamanho 

do fragmento aumenta ou diminui tipicamente devido ao “escorregamento” da DNA 

polimerase no momento da replicação, embora esta variação também possa resultar de 

mutações como retrotransposições ou crossing over desigual. Assim, o polimorfismo destes 

marcadores resulta do número diferente de repetições do motivo do microssatélite que ocorre 

em cada alelo, fazendo com que estes marcadores sejam tipicamente multialélicos. Essa é a 

principal vantagem dos marcadores SSR. Assim, mesmo com o aumento de interesse nas 

últimas décadas pelos marcadores SNP, os marcadores SSR atualmente ainda são os mais 

utilizados no campo forense (Turchetto-Zolet et al., 2017; Cornelis et al., 2019).  

O uso do polimorfismo das regiões microssatélites como marcadores 

moleculares é possível dado que geralmente as regiões que flanqueiam estes elementos são 

conservadas entre indivíduos de uma mesma espécie. Por outro lado, para amplificação 

destas regiões se faz necessário o conhecimento prévio das sequências franqueadoras para o 

desenho de primers, o que acarreta em custos adicionais para o seu desenvolvimento e 

utilização. Além disso, é possível que ocorram mutações nessas regiões, o que impediria a 

amplificação do microssatélite, o que acarretaria em um resultado errôneo de ausência de 

polimorfismo quando na realidade ele estaria presente. 

Uma outra característica dos marcadores SSR é que, geralmente, as análises 

genéticas são baseadas na utilização de múltiplos locos. Assim, é comum o uso de pares de 

primers em reações multiplex, possibilitando que mais de um loco seja amplificado em uma 

mesma PCR. As características de cada par de primer e as possíveis interações entre eles, 

podem tornar a multiplexação uma tarefa complicada – o que representa uma desvantagem 

destes marcadores. Como os marcadores SNP se baseiam em polimorfismos de um único 
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nucleotídeo, e como atualmente é possível se realizar o sequenciamento e a genotipagem 

simultaneamente, a multiplexação não costuma ser problema no caso dos marcadores SNP. 

As alterações de um único nucleotídeo dos marcadores SNP podem ser 

originadas de mutações pontuais, como transições (substituições entre purinas ou entre 

pirimidinas) e transversões (substituições entre uma purina e uma pirimidina e vice-versa). 

Em pesquisas genômicas, de modo geral, são também considerados como SNP, os 

polimorfismos do tipo indel, que são regiões onde o polimorfismo se deve à inserção ou 

deleção de nucleotídeos (Turchetto-Zolet, et al.; 2017). 

Os marcadores SNP possuem vantagens em relação aos marcadores SSR quando 

se trata de amostras de DNA altamente fragmentado (fragmentos com menos de 50 pb), uma 

vez que o polimorfismo resulta de alterações em apenas uma base. No entanto, a principal 

desvantagem dos marcadores SNP em relação aos SSR, é que como os SNPs são baseados 

em polimorfismos de um único nucleotídeo, esses marcadores são menos polimórficos e 

consequentemente são menos informativos do que os SSR. Embora os marcadores SNP 

possam ter quatro alelos possíveis, geralmente eles são bialélicos. A ocorrência de uma única 

modificação em uma base é mais frequente do que a ocorrência de duas ou mais mutações 

persistentes em um mesmo sítio do genoma. 

Por isto, normalmente, os marcadores SNP necessitam de um maior número de 

locos do que os marcadores SSR para que sejam produzidos resultados com precisões 

semelhantes. Assim, de modo geral, são necessários cerca de cinco SNPs para cada loco SSR 

para se atingir um mesmo nível de precisão. Ao se trabalhar com haplótipos, ou pelo aumento 

do número de marcadores SNP e uso concomitante de tecnologias de genotipagem multiplex, 

é possível se minimizar esse obstáculo (Kayser & De Knijff, 2011). 

Os marcadores moleculares são amplamente utilizados em análises de genética 

forense, a qual utiliza ferramentas de genética e biologia molecular a fim de que sejam 

resolvidas questões jurídicas, como por exemplo, em casos em que se demanda a 

comprovação de paternidade. Em testes de paternidade, é possível se determinar os perfis 

genotípicos dos indivíduos envolvidos e assim, com o auxílio da estatística, se avaliar as 

hipóteses de paternidade e de não-paternidade. Todavia, para se certificar uma plataforma 

de genotipagem altamente eficiente, é preciso se atingir uma probabilidade de exclusão de 

paternidade a priori igual ou maior que 99,9% (Sarmento, 2006). Para realizar o teste de 

paternidade, normalmente, as hipóteses adotadas são: 𝐻𝑝 (+), que geralmente refere-se a 

alegação de que o suposto genitor é de fato o genitor, e 𝐻𝑑 (“hipótese da defesa”) (−) que 
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refere-se a alegação contraditória a 𝐻𝑝 (Evett & Weir, 1998; Kayser & De Knijff, 2011). 

As análises forenses em seres humanos utilizando marcadores moleculares são 

tipicamente feitas a fim de se identificar suspeitos de crimes, identificar um possível pai 

biológico de uma criança e identificar vítimas de desastres (Weir, 1996). Já no contexto de 

plantas, os testes aplicados em genética forense podem ser utilizados em diferentes estudos 

agronômicos, como: identificação de genitores e de indivíduos com genótipos superiores; 

identificação de clones; análise de fluxo gênico por meio da dispersão de pólen; análises de 

estruturação de subpopulações e determinação do sistema de cruzamento de uma população 

(Melo, 2000; Jones et al., 2008; Rodrigues et al., 2016). 

Em testes de paternidade, geralmente são calculadas duas estatísticas: o índice 

de paternidade e a probabilidade de paternidade. Tais valores são associados com as 

frequências alélicas populacionais dos locos sob análise, e estas frequências alélicas devem 

ser previamente estimadas. O índice de paternidade, 𝑃𝐼, e a probabilidade de paternidade, 𝑃(+/𝐺), podem ser descritos no contexto da abordagem Bayesiana (Evett & Weir, 1998; 

Buckleton et al., 2005) como: 𝑃(+/𝐺)𝑃(−/𝐺) =  𝑃(𝐺/+)𝑃(𝐺/−)  ∙  𝑃(+)𝑃(−) 

em que G é a evidência genética, neste caso representada pelos genótipos dos indivíduos 

relacionados ao teste, + representa a hipótese de paternidade e − a hipótese de não-

paternidade. 

O índice de paternidade (PI) representa a razão entre a verossimilhança da 

hipótese do suposto genitor de fato ser o genitor, e a verossimilhança da hipótese do suposto 

genitor não ser o genitor (Weir, 1996; Buckleton et al., 2005): 𝑃𝐼 =  𝑃(𝐺/+)𝑃(𝐺/−) 

2.4.1 Probabilidade de Exclusão 

A probabilidade de exclusão é um parâmetro comumente estimado para um 

conjunto de marcadores genéticos, e se refere à capacidade de se excluir um indivíduo 

aleatório de ser genitor, quando de fato este não é o genitor, dadas as frequências alélicas 

populacionais dos marcadores. Logo, a probabilidade de exclusão depende das frequências 

alélicas dos locos analisados e depende do número de locos considerados na análise (Weir, 
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1996). 

Suponha um organismo diploide em que o genitor feminino tenha o genótipo 

A1A1 para o loco A, e a prole tenha este mesmo genótipo. Desta forma, logicamente, excluem- 

se todos os possíveis genitores masculinos que não tenham ao menos um alelo A1. A 

proporção de genitores masculinos que não têm esse alelo é de (1 − 𝑝)2. De modo análogo, 

outras probabilidades de exclusão podem ser calculadas, conforme apresentado na Tabela 6 

(Evett & Weir, 1998). 

 

Tabela 6. Probabilidade de exclusão de paternidade em um determinado loco com n alelos. 
Adaptado de Evett & Weir (1998). 

Genitor feminino  Progênie  Genitores masculinos excluídos 

Genótipo Prob.  Genótipo Prob.  Genótipos Prob. 

𝐴𝑖𝐴𝑖  𝑝𝑖2 

 𝐴𝑖𝐴𝑖  𝑝𝑖  𝐴𝑤𝐴𝑥 , 𝑤, 𝑥 ≠ 𝑖 (1 −  𝑝𝑖)2 

 𝐴𝑖𝐴𝑗 𝑝𝑗  𝐴𝑤𝐴𝑥 , 𝑤, 𝑥 ≠ 𝑗 (1 −  𝑝𝑗)2 

𝐴𝑖𝐴𝑗 𝑗 ≠ 𝑖 
2𝑝𝑖𝑝𝑗 

 𝐴𝑖𝐴𝑖  𝑝𝑖/2  𝐴𝑤𝐴𝑥 , 𝑤, 𝑥 ≠ 𝑖 (1 −  𝑝𝑖)2 

 𝐴𝑗𝐴𝑗  𝑝𝑗/2  𝐴𝑤𝐴𝑥 , 𝑤, 𝑥 ≠ 𝑗 (1 −  𝑝𝑗)2 

 𝐴𝑖𝐴𝑗 (𝑝𝑖 + 𝑝𝑗)/2  𝐴𝑤𝐴𝑥 , 𝑤, 𝑥 ≠ 𝑖, 𝑗 (1 − 𝑝𝑖 − 𝑝𝑗)2 

 𝐴𝑖𝐴𝑘 𝑝𝑘/2  𝐴𝑤𝐴𝑥 , 𝑤, 𝑥 ≠  𝑘 (1 − 𝑝𝑘)2 

 𝐴𝑗𝐴𝑘 𝑝𝑘/2  𝐴𝑤𝐴𝑥 , 𝑤, 𝑥 ≠ 𝑘 (1 − 𝑝𝑘)2 

 

O cálculo da probabilidade de exclusão é dado pela soma das probabilidades 

conjuntas de todas as possíveis combinações alélicas do genitor feminino-prole-suposto 

genitor masculino, de modo que a exclusão da paternidade se dá quando a prole tem alelos 

que o suposto genitor masculino não tem. A probabilidade de exclusão para múltiplos locos 

pode ser calculada por (Weir, 1996): 𝑄 = 1 −  ∏(1 − 𝑄𝑙)𝑙  

em que 𝑄 é a probabilidade de exclusão multiloco e 𝑄𝑙 é a probabilidade de exclusão do loco 𝑙. 
Dessa forma a probabilidade de exclusão em múltiplos locos é 1 menos a 

probabilidade de que nenhum dos locos analisados permita a exclusão do genitor, admitindo 
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independência entre os locos (Weir, 1996). 

Os problemas relacionados à exclusão de paternidade são devido à não conclusão 

de paternidade quando o verdadeiro genitor masculino não está na análise, ou quando dois 

ou mais genitores masculinos tenham alelos compatíveis com a prole em análise. No segundo 

cenário, é necessário se aumentar a quantidade de locos para se aumentar o poder de 

exclusão. 

2.4.2 Análise de Identidade Genética 

A análise de identidade genética se refere à comparação dos genótipos de duas 

amostras supostamente independentes, para se verificar se há evidência de que se tratam na 

verdade de amostras de um mesmo indivíduo ou não. Assim como ocorre na análise de 

paternidade, a estatística de teste de interesse neste caso, é dada por uma razão de 

verossimilhança. 

Neste contexto, resultam duas possíveis situações, ou os genótipos sob análise 

são idênticos, ou não são. A título de exemplo, suponha que se deseja averiguar as hipóteses 

de que dois indivíduos de uma determinada espécie vegetal arbórea tenham sido obtidos por 

clonagem ou não. As hipóteses de interesse neste caso são: hipótese (+), os indivíduos (R e 

C) são réplicas de um mesmo clone; hipótese (−), os indivíduos não são réplicas de um 

mesmo clone; em que R é o genótipo de referência e C é um possível clone. 

Geralmente, assume-se equilíbrio de Hardy-Weinberg e segregação 

independente para a análise. A evidência estatística neste caso é obtida pela razão entre a 

verossimilhança da hipótese de identidade genética dos indivíduos por clonagem e a 

verossimilhança da hipótese de identidade genética dos indivíduos por mero acaso (Weir, 

1996): 𝐿𝑅 = 𝑃[(𝑅 = 𝐺, 𝐶 = 𝐺)/+]𝑃[(𝑅 = 𝐺, 𝐶 = 𝐺)/−] 
Uma vez que a probabilidade de R ter genótipo G é independente das hipóteses + e −, esta razão de verossimilhança pode ser apresentada como (Weir, 1996): 𝐿𝑅 =  𝑃[𝐶 = 𝐺/(𝑅 = 𝐺, +)]𝑃(𝐶 = 𝐺)  

Quando se ignoram a possibilidade de determinações incorretas dos perfis de R 

e C e o erro experimental, o numerador de LR será igual a 0 ou a 1. Se o numerador for igual 
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a 0, o resultado final de LR será 0 e conclui-se que os indivíduos são geneticamente diferentes 

o que anula a possibilidade de que sejam réplicas de um mesmo clone. Caso o numerador de 

LR seja 1, calcula-se a probabilidade de que R e C, apesar de serem indivíduos diferentes, 

apresentarem o mesmo genótipo por acaso. Uma vez obtida a estatística LR, no contexto 

Bayesiano: 𝑃(+/G) =  𝐿𝑅 ∙  𝑃(+)𝐿𝑅 ∙  𝑃(+) + [1 − 𝑃(+)] 
representa a probabilidade de que os indivíduos geneticamente idênticos sejam réplicas de 

um mesmo clone (Weir, 1996). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO 

Foram coletados 47 indivíduos de diferentes clones experimentais de cana-de-

açúcar provenientes do campo experimental do Programa de Melhoramento da Ridesa, 

desenvolvido na Escola de Agronomia/UFG. Como controle, o indivíduo RB006819 foi 

analisado em duplicata técnica (RB006819a e RB006819b), ou seja, utilizou-se a mesma 

alíquota de DNA para esses. Dentre os 47 indivíduos foram incluídos ainda dois indivíduos 

(RB006995x e RB006995y) provenientes de touceiras distintas, mas supostamente réplicas 

biológicas de um mesmo clone. No total, foram utilizadas 48 amostras de DNA para a 

realização deste estudo, como apresentado na Tabela 7. 

A extração de DNA genômico se fez a partir da maceração de tecidos foliares na 

presença de nitrogênio líquido. A extração foi conduzida no Laboratório de Genética e 

Genômica de Plantas, situado na Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goiás. O 

procedimento de extração do DNA genômico teve como base o protocolo Doyle & Doyle 

(1990). Os pellets foram submetidos à secagem à temperatura ambiente e ressuspendidos em 

água ultrapura. 

A integridade do DNA genômico extraído foi avaliada por eletroforese em gel de 

agarose 1%, comparando-se o peso molecular e o tamanho dos fragmentos de DNA extraídos 

com um marcador-controle (DNA de fago λ). Os géis foram visualizados em transiluminador 

e registrados em fotodocumentador L-Pix Ex (Loccus). A avaliação do grau de pureza e da 

concentração do DNA extraído foram realizadas nos equipamentos Nanodrop® 

Spectrophotometer (Invitrogen) e Qubit® Fluorometer Quantitation (Life Techonologies), 

respectivamente. 
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Tabela 7. Identificação das 48 amostras de DNA de cana-de-açúcar, do programa de 
melhoramento da Ridesa, utilizadas neste trabalho. 

Indivíduos Indivíduos 

RB991536 RB006819b 

RB971739 RB037170 

RB011549 RB036152 

RB041443 RB985476 

RB955977 RB987917 

RB021754 RB093070 

RB058046 RB008310 

RB006819a UFG06109 

RB046299 UFG06125 

RB106822 RB961552 

RB006995x RB036091 

RB056380 RB006655 

RB034045 RB061276 

RB036088 RB005014 

RB975201 RB975375 

RB073034 RB036066 

RB988082 RB975952 

RB867515 RB987935 

RB006995y RB975242 

RB961003 RB015935 

RB006629 UFG06292 

RB056351 RB037194 

RB056396 RB083088 

RB991536 RB969017 

3.2 OBTENÇÃO DOS PRIMERS 

Os primers utilizados neste trabalho foram desenvolvidos utilizando-se como 

referência a sequência consenso entre o genoma de referência de Sorghum bicolor v3.1.1 

(McCormick et al., 2017) e o transcritoma de cana-de-açúcar caracterizado por Melo (2015) 

(Tabela 8). O sequenciamento das bibliotecas de cDNA foi realizado na plataforma 

HiSeq2000 (Illumina). O transcritoma foi obtido a partir do sequenciamento de amostras de 

RNA obtidas de 30 indivíduos selecionados aleatoriamente do programa de melhoramento 

genético em cana-de-açúcar da Ridesa/UFG. Foram sequenciadas dez bibliotecas de cDNA, 

sendo duas de cada órgão vegetal utilizado (colmo, gemas laterais, plântulas, folhas e gemas 

apicais) (Melo, 2015). 

Os dados de sequenciamento do transcritoma foram alinhados ao genoma de 

referência utilizando-se o software STAR (Dobin et al., 2013). O alinhamento foi visualizado 

através do programa Integrative Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al., 2011). Foram 

selecionadas subjetivamente 20 regiões que continham vários sítios SNPs, sendo uma para 
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cada um dos braços dos dez cromossomos de sorgo. Os amplicons foram identificados de 

acordo com o cromossomo de sorgo utilizado como referência e seus respectivos braços. De 

modo que os números 1 e 2 após o a identificação do cromossomo, se referem à regiões 

iniciais e terminais das sequências de referência, respectivamente. A Tabela 8 apresenta as 

coordenadas iniciais e finais dos fragmentos para os quais foram desenhados os pares de 

primers, com a finalidade de se obter amplicons com tamanhos de 1,5 a 3,0 kb. Os primers 

foram desenhados utilizando-se o programa Primer3Plus (Untergasser et al., 2007). A Tabela 

9 exibe as sequências dos primers e o tamanho esperado de cada amplicon. 

 

Tabela 8. Coordenadas iniciais e finais dos fragmentos utilizados para desenho dos 

primers. 

Loco Posição Inicial (nº da base) Posição Final (nº da base) 

chr01_1 5434372 5437143 

chr01_2 78725340 78727922 

chr02_1 4160078 4162100 

chr02_2 73016381 73018083 

chr03_1 3976592 3978590 

chr03_2 60287700 60290164 

chr04_1 2053727 2056222 

chr04_2 62210829 62212864 

chr05_1 2075259 2077427 

chr05_2 63392946 63394902 

chr06_1 1253093 1255547 

chr06_2 56317706 56319781 

chr07_1 2774635 2776932 

chr07_2 60270747 60272716 

chr08_1 823079 824679 

chr08_2 58376339 58378598 

chr09_1 4015727 4017950 

chr09_2 55649581 55651912 

chr10_1 4475112 4476959 

chr10_2 59187660 59189430 
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Tabela 9. Dados relativos aos primers utilizados para obtenção dos amplicons. 

Loco 
Sequência forward 

(5’→ 3’) 
Sequência reverse 

(5’→ 3’) 

Tamanho 
esperado (pb) 
dos amplicons 

chr01_1 GTTTGGTAGTGGGGAACCTCCAGA TGCCTAGCTCTCCACCTTGGGG 2.660 

chr01_2 ACAAATGAAGCTGCGCCACAGT CCCACGCTCCGCAAGCTCAA 2.521 

chr02_1 ACTGTCACTTGGCGAGGGGT TGGCAATGGCCTCATAGCTCGC 1.906 

chr02_2 TCATCCCAGGAATTCCCTCTATCAAGC AGCCGGCATTCTGGGAAATGAGC 1.638 

chr03_1 ACTGCCGATCTCAAGCATGTGTCA TGCCTTGCCTAATGGGGGTGGA 1.751 

chr03_2 GTCTTCGCCCGCTCACACCC AGATTGCTTCAATAGCTGCACAAGACA 2.304 

chr04_1 GGGCGCTCGACGCGATCTAC TGGCTGATACCCCTGCCTGC 2.293 

chr04_2 GCTTGTGGGACAGGAGTTGTAGTCC TGCACAGTAATTTGGATTGCTCCGA 1.914 

chr05_1 TGGACGGTTTCACCCTGCCG TCGAGAAACTGGGCTCGGTGC 1.867 

chr05_2 AGACGCCTCTGCGGGGAAGA TCAGCGGAGGCACTTGCAGC 1.784 

chr06_1 ACTCCGACCTCGTCCTGGGC TGTCACCCAGCTGGAGTTGAGCTT 2.197 

chr06_2 CGCATCGCATCCAGTGAATTGGC ATGCTGCTCGGACATCGGGC 1.946 

chr07_1 GCTTCACCACCACCAGGCCC TCTCTTCTCATCCATCCATGTTGACCA 2.119 

chr07_2 AGGTCGCCTCGTCGTCGTCA CCTGGGCGAAGGGTGTTGGC 1.937 

chr08_1 CAATGCGAGACGCTGCCCGA TGCAGCTTCACTGTGGAGGGGA 1.546 

chr08_2 AGGCAAAGCGTTGGCCCTTAGT GCTTTGTTTGGCCTCTGAAACCGA 2.117 

chr09_1 ACAAAGTGTGTTGCATCGGCCA TCACAGGAGCCTGGTGATCTGTCA 2.011 

chr09_2 TGCCTACGGCTTGATCCCAGA TGTGAGAGTGGTGTTAGCGCGG 2.176 

chr10_1 TGCACACCAACCCGACAGCC CAAGCCGCCGCTCCTGTCTC 1.788 

chr10_2 TCGCCGCCAACTCGCTCATC TGTGCCTAAACCATCAAGCAGAGGA 1.548 

 
 

3.3 GENOTIPAGEM POR SEQUENCIAMENTO 

As bibliotecas de sequenciamento foram construídas a partir dos produtos de 

PCR, obtidos por amplificação das regiões-alvo utilizando o kit PCR Multiplex (Qiagen). 

Este kit, apesar de não ser indicado para amplificação de fragmentos maiores que 1,5 kb, não 

demonstrou problemas para amplificação dos fragmentos-alvo, com base nos testes 

realizados nas duas primeiras bibliotecas de sequenciamento. Em uma primeira etapa, duas 

das 48 amostras de DNA foram arbitrariamente escolhidas para se realizar reações de PCR 

amplificando as 20 regiões genômicas individualmente. Em uma segunda etapa, as reações 

de PCR foram realizadas em multiplex, utilizando os 20 pares de primers em uma mesma 
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reação. A integridade dos produtos de amplificação obtidos nas duas etapas foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose 1%. Os produtos de PCR obtidos na segunda etapa foram 

também utilizados para construção de uma biblioteca e submetidos ao sequenciamento na 

plataforma MinION. 

Os resultados deste sequenciamento foram utilizados para otimização das 

combinações dos locos em cinco reações multiplex (de acordo com os padrões obtidos de 

cobertura). Os produtos das cinco reações multiplex foram também submetidos ao 

sequenciamento na plataforma MinION, utilizando-se uma mistura de volumes iguais de 

cada uma das reações. 

A seleção dos pares de primers para execução das análises posteriores foi 

realizada de acordo com esse segundo sequenciamento, eliminando-se os amplicons que 

resultaram em coberturas menores que 1.000X e aqueles em que os fragmentos amplificados 

apresentaram tamanhos menores do que 400 pb, verificados por meio de alinhamento das 

sequências obtidas às sequências de referência dos fragmentos utilizados para desenho dos 

primers. Este alinhamento foi realizado pelo programa BLAST (Altschul et al., 1990). 

Após a otimização e seleção, o sequenciamento dos amplicons obtidos com as 

48 amostras de DNA de cana-de-açúcar, foi realizado em quatro bibliotecas com 12 

indivíduos cada. Para o sequenciamento desses 48 indivíduos foi utilizada uma nova flow 

cell. 

Para a construção das bibliotecas de sequenciamento, os fragmentos 

amplificados foram inicialmente purificados com o kit PCR Purification Agencourt AMPure 

XP (Beckman Coulter). As quatro bibliotecas foram feitas utilizando-se o kit PCR Barcoding 

Expansion 1-12 (EXP-PBC001) (Oxford Nanopore Technologies) de acordo com o protocolo 

estabelecido pelo fabricante com uma modificação em uma etapa. Uma vez que o 

sequenciamento deste trabalho era de fragmentos pequenos, e o protocolo é originalmente 

descrito para sequenciamento de genomas inteiros, e tendo em vista a redução dos custos de 

sequenciamento, os volumes dos reagentes da etapa de ligação dos barcodes foram reduzidos 

em 10 vezes. Todos os processos de preparo das bibliotecas e sequenciamento ocorreram no 

Laboratório de Genética e Genômica de Plantas, localizado na Escola de Agronomia da 

Universidade Federal de Goiás. 

Para todas as bibliotecas de sequenciamento foram utilizadas apenas as 

sequências que passaram no filtro (fastq_pass) do MinKNOWTM (Oxford Nanopore 

Technologies). Uma vez que o sequenciamento executado pelo MinION é unidirecional e os 



 

36 
 

 

arquivos em formato fastq de um mesmo indivíduo são fragmentados em pastas distintas, os 

arquivos fastq de um mesmo indivíduo foram concatenados e submetidos ao diagnóstico de 

controle de qualidade pelo software FastQC v. 0.11.5 (Andrews, 2010). Os módulos per base 

sequence quality e per sequence quality scores foram avaliados a fim de se verificar a 

qualidade das bases e das sequências. Os módulos Basic Statistics, Sequence Length 

Distribution e Per sequence GC content foram avaliados para apurar as caraterísticas gerais 

das bibliotecas, tais como o número total de sequências, números de sequências consideradas 

de baixa qualidade, tamanho das sequências e conteúdo GC.  

O base-calling, a demultiplexação e a remoção dos adaptadores das sequências 

foram realizados utilizando o programa MinKNOWTM (Oxford Nanopore Technologies), 

que por meio do sinal bruto advindo do MinION, detecta e avalia a mudança de sinal com a 

passagem do DNA pelo nanoporo, fornecendo um arquivo fastq com informações das bases, 

as quais podem ser observadas em tempo real pelo MinKNOW GUI.  

Como as tecnologias de sequenciamento de fragmentos longos são mais 

recentes, ainda existem poucos softwares desenvolvidos para lidar com essa abordagem. O 

algoritmo “mem” do alinhador Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (Li & Durbin, 2009) foi 

criado para possibilitar alinhamentos de sequências longas. Com isso, neste trabalho, o 

alinhamento das sequências obtidas à referência (sequências consenso de cada amplicon) foi 

realizado pelo programa BWA. A inspeção da qualidade de sequenciamento foi feita pelo o 

software FastQC (Andrews, 2010), que não foi desenvolvido para lidar com dados de 

sequenciamentos de sequências longas. A qualidade do alinhamento foi averiguada através 

de métricas obtidas pela ferramenta “CollectAlignmentSummaryMetrics” do programa 

Picard Tools (Broad Institute - http://broadinstitute.github.io/picard/). A identificação e 

genotipagem dos SNPs foi realizada pelo software SAMtools utilizando-se a ferramenta 

“mpileup” (Li et al.,2009). 

3.4 IDENTIFICAÇÃO DOS CLONES DE CANA-DE-AÇÚCAR 

As análises genético-estatísticas para fins de identificação dos clones de cana-de- 

açúcar foram feitas utilizando-se um script especificamente construído e executado no 

software R v.3.6.1. O arquivo contendo os dados de genotipagem das 48 amostras de DNA 

para os 356 SNPs identificados foi inicialmente transformado em um arquivo no formato 

fstat. Em seguida, foram calculadas as frequências alélicas para cada um dos locos. Em 
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seguida foi realizado o cálculo da distância genética entre os indivíduos utilizando-se a 

distância euclidiana de Rogers (1972) modificada por Wright (1978). A matriz de distâncias 

foi então utilizada em uma análise de agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted Pair-

Group Method with Arithmetic Averages) que resultou em um dendrograma. A partir do 

dendrograma foi estimado o coeficiente de correlação cofenética para avaliação da 

representatividade do dendrograma obtido. A significância deste coeficiente foi avaliada 

pelo teste de Mantel (1967). A consistência dos nós do dendrograma foi avaliada por 

reamostragem bootstrap com 10.000 repetições. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 CONTROLE DE QUALIDADE DO DNA EXTRAÍDO E OTIMIZAÇÃO DAS 
REAÇÕES DE PCR 

O controle de qualidade foi realizado para cada uma das 48 amostras de DNA 

extraído. A variação inicial da concentração de DNA foi de 46,3 ng/µL a 508 ng/µL. Todas 

as alíquotas de DNA genômico extraídas foram visualizadas em gel de agarose e 

apresentaram valores para a razão entre as absorbâncias a 260 nm e 280 nm entre 1,8 e 2,2, 

sugerindo ausência de contaminantes como proteínas, fenóis e outros, cuja presença é 

normalmente associada a valores inferiores aos obtidos. 

Quanto à integridade do produto de PCR obtido nos testes de amplificação dos 

locos utilizando pares de primers separadamente (simplex) e em conjunto (multiplex), não 

foram detectados sinais de degradação dos fragmentos amplificados. 

 

 

Figura 3. Apresentação dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificação dos locos 
em simplex à esquerda e multiplex à direita. 

 

O alinhamento das sequências obtidas pelo primeiro sequenciamento  (dos 

produtos de PCR obtidos em multiplex com os 20 pares de primers) nas sequências de 

referência (as mesmas utilizadas para o desenho dos primers), demonstrou que a cobertura 

de sequenciamento não foi homogênea para os diferentes amplicons (Tabela 10). Como, 

anteriormente, cada par de primer foi testado individualmente e houve amplificação, essa 

heterogeneidade provavelmente deve-se à competição dos reagentes durante a PCR. As 

combinações dos pares de primers foram então otimizadas com intuito de que todos os locos 
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apresentassem coberturas semelhantes. Uma segunda etapa de sequenciamento foi realizada 

para se verificar eficiência desta otimização.  

 

Tabela 10. Comparação das coberturas obtidas antes e após a otimização das reações 
multiplex. 

Loco 
Antes da otimização 

(X) 

Após a otimização 

(X) 

chr01_1 2 1 
chr01_2 0 0 
chr02_1 94 1.808 
chr02_2 204 100 
chr03_1 910 7.999 
chr03_2 9 5 
chr04_1 29 71 
chr04_2 177 1.227 
chr05_1 280 2.243 
chr05_2 3 7 
chr06_1 4 0 
chr06_2 44 0 
chr07_1 142 814 
chr07_2 717 1.493 
chr08_1 77 7.903 
chr08_2 20 133 
chr09_1 26 1.495 
chr09_2 0 1 
chr10_1 3685 5.153 
chr10_2 5983 7.373 

 

Na etapa de otimização foram avaliados cinco grupos de amplicons em 

multiplex. O primeiro com os seis locos que tiveram coberturas abaixo de 10X (chr01_1, 

chr01_2, chr03_2, chr05_2, chr06_1 e chr09_2). No segundo foram agrupados os seis locos 

com coberturas acima de 10X e abaixo de 100X (chr02_1, chr04_1, chr06_2, chr08_1, 

chr08_2 e chr09_1). O terceiro grupo foi construído com os quatros locos que tiveram 

coberturas acima de 100X e abaixo de 300X (chr02_2, chr04_2, chr05_1 e chr07_1). Como 

não houve locos com coberturas entre 300X a 700X, no quarto grupo foram agrupados os 

locos chr03_1 e chr07_2, os quais tinham coberturas de 910X e 717X, respectivamente. O 

quinto grupo corresponde aos locos chr10_1 e chr10_1, que ficaram super-representados 

com coberturas de 3.685X e 5.983X, respectivamente. 

O resultado do segundo sequenciamento, após a otimização das reações 

multiplex, demonstrou uma melhora substancial nas coberturas de diversos locos, embora 
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ainda tenha se detectado uma heterogeneidade que deve ser reduzida em trabalhos futuros 

de otimização. 

Para o sequenciamento das 48 amostras de DNA de cana-de-açúcar, foram 

selecionados os nove locos que tiveram cobertura acima de 1.000X no segundo 

sequenciamento. Esses locos foram separados em quatro conjuntos multiplex com as 

seguintes configurações: chr03_1 e chr07_2; chr08_1 e chr09_1; chr10_1 e chr10_2; 

chr02_1, chr04_2 e chr05_1.  

4.2 SEQUENCIAMENTO DOS AMPLICONS 

No total foram obtidas 841 mil sequências, compreendendo cerca de 1,3 Gb de 

sequenciamento (Tabela 11). A fim de se reutilizar a flow cell, foi calculado o número de 

bases esperado para que, em média, os 12 indivíduos sob análise tivessem seus amplicons 

sequenciados com cobertura acima de 1.000X. Os sequenciamentos foram então 

interrompidos após o número total de bases atingir 250 Mb, resultando em um tempo entre 

três e quatro horas (Tabela 11) para cada rodada de sequenciamento. A produção de novas 

sequências após 20 horas de sequenciamento com a plataforma MinION é insignificante 

(Cornelis et al., 2019).  

 

 

Tabela 11. Estatísticas descritivas dos resultados obtidos no sequenciamento das quatro 
bibliotecas. 

Biblioteca 
Número de 
sequências  

(x1000) 

N50 
(kb) 

Número total de 
bases (Mb) 

Tempo de 
sequenciamento 

(hh:mm) 

1 156,16 2,30 248,18 03:55 

2 219,55 1,60 353,73 03:43 

3 232,68 1,54 363,90 03:35 

4 232,81 1,43 358,80 03:21 

Total 841,20 - 1.324,61 14:34 
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Nota-se que a biblioteca 1 foi a que teve maior variação de tamanhos de 

fragmentos, com 21,2 Mb correspondentes às sequências mais abundantes, as quais tinham 

aproximadamente 2,0 kb (Figura 4). As bibliotecas 2 e 4 tiveram as distribuições de 

fragmentos de tamanhos diferentes semelhantes, sendo que a quantidade de bases 

relacionadas aos fragmentos de tamanhos mais abundantes foram de 36,6 Mb e 33,8 Mb 

respectivamente. O tamanho mais comum das sequências dessas bibliotecas foi em torno de 

1,5 kb (Figuras 5 e 6, respectivamente). A biblioteca quatro foi a que teve menor variação 

em relação aos diferentes tamanhos de fragmentos, com 62,9 Mb referentes aos tamanhos 

mais comuns de sequências, que também apresentaram aproximadamente 1,5 kb (Figura 7). 

Esse resultado coincide com o obtido ao realizar as estatísticas descritivas do 

sequenciamento (Tabela 13, página 47) em que as médias do tamanho dos fragmentos foi 

cerca de 1,5 kb. 

Essas diferenças dos tamanhos das maiores sequências, não era esperada, uma 

vez que todas as bibliotecas foram feitas utilizando os mesmos pares de primers na etapa de 

amplificação. O esperado era que os picos desses histogramas tivessem tamanhos 

concordantes com o estimado na etapa de desenho dos primers (Tabela 9, página 34). Apesar 

de pouco provável, talvez essa discordância aconteceu devido a degradações das 

extremidades das sequências amplificadas multiplexadas e armazenadas a -20 ºC. Todas as 

bibliotecas foram feitas, teoricamente, da mesma maneira, diferenciando-se apenas no tempo 

entre a obtenção dos amplicons e o preparo das bibliotecas. A biblioteca 1 foi a primeira a 

ser feita. A diferença do tempo entre o sequenciamento dessa para a segunda foi de duas 

semanas e um dia. Após o sequenciamento da segunda, levou-se seis dias para o 

sequenciamento da terceira. Com cinco dias posteriores foi feita a quarta. 

 

 

Figura 4. Distribuição dos tamanhos dos fragmentos sequenciados na biblioteca 1. 



 

42 
 

 

 

Figura 5.  Distribuição dos tamanhos dos fragmentos sequenciados na biblioteca 2. 

 

 

Figura 6.  Distribuição dos tamanhos dos fragmentos sequenciados na biblioteca 3. 

 

 

Figura 7.  Distribuição dos tamanhos dos fragmentos sequenciados na biblioteca 4. 
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A inspeção do controle de qualidade dos dados brutos obtidos no 

sequenciamento, realizado pelo FastQC, revelou resultados semelhantes para todos os 

indivíduos. É valido lembrar que o FastQC foi desenvolvido para lidar com dados advindos 

de tecnologias que produzem sequências menores com uma pequena taxa de erro, 

opostamente aos dados obtidos pela tecnologia Oxford Nanopore.  

De acordo com os relatórios do FastQC, todos os 48 indivíduos apresentaram 

valores para qualidade de sequenciamento por cada base (per base sequence quality), bem 

como por sequência (per sequence quality score) entre 14 e 16 (Figuras 8 e 9). As 

frequências estimadas de cada base (A, G, C e T) (per base sequence content) e para o 

conteúdo GC (per sequence GC content) por sequência revelaram-se variáveis (Figuras 10 

e 11 respectivamente). Deve-se levar em consideração que neste estudo foram sequenciados 

apenas fragmentos do genoma da cana-de-açúcar, logo as frequências estimadas das bases 

assim como o conteúdo GC não representam bem o genoma completo. 

Tais resultados se devem provavelmente à alta taxa de erro e a possíveis vieses 

da tecnologia de sequenciamento utilizada. Apesar dos erros das plataformas ONT serem 

predominantemente aleatórios, existem pelo menos dois vieses intrínsecos: um relacionado 

a substituições e outro a deleções. O primeiro é recorrente com as bases guanina e citosina, 

resultando em um enriquecimento irreal na frequência dessas bases nos dados gerados. O 

segundo está presente com maior frequência nas bases adenina e timina (Magi et al., 2017).  

Ainda sobre os resultados do FastQC, não foram detectados problemas 

relacionados ao conteúdo de bases indefinidas (per base N content) e níveis de sequências 

duplicadas (sequence duplication levels). 

 

 

Figura 8.  Representação da distribuição de qualidade das sequências obtidas, por base. 
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Figura 9.  Representação da distribuição de qualidade média das sequências obtidas. 

 

 

Figura 10.  Representação da distribuição do conteúdo de cada base nas sequências obtidas. 
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Figura 11.  Distribuição do conteúdo GC nas sequências obtidas. 

 
Pode-se observar na Tabela 12 que as sequências obtidas para cada indivíduo 

apresentaram variações em tamanho em relação ao esperado para cada amplicon (Tabela 9, 

página 34). Os fragmentos menores podem ser resultantes de degradação e os maiores podem 

resultar de concatenação de fragmentos e contaminantes de adaptadores. Estes fragmentos 

não são prejudiciais pois são eliminados na etapa de alinhamento. Observa-se ainda na 

Tabela 12 que o esforço de sequenciamento não foi homogêneo entre indivíduos. Tal fato 

pode ser explicado por erros na quantificação e normalização dos produtos de PCR utilizados 

na construção das bibliotecas, já que durante o sequenciamento a seleção de fragmentos para 

entrada no nanoporo é aleatória. 

Após o alinhamento das sequências obtidas às sequências de referência de cada 

loco (as mesmas que foram utilizadas para o desenho dos primers), foi feita uma nova 

sequência consenso para cada amplicon utilizando o programa IGV, de modo que as novas 

sequências consenso de cada loco foram obtidas apenas dos fragmentos do genoma de cana-

de-açúcar que foram efetivamente sequenciados. Essas novas sequências de referência foram 

então utilizadas nas etapas seguintes do trabalho, para fins de genotipagem. Realizou-se o 

alinhamento das sequências obtidas às novas referências e foram obtidas as estatísticas 

descritivas desse alinhamento (Tabela 13). 
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Tabela 12. Dados referentes ao diagnóstico de qualidade obtido pelo FastQC. 

Amostra 
Número total 
de sequências 

Tamanho das sequências (pb) 
%CG 

mínimo máximo 
RB991536 7.465 102 7.699 45 

RB971739 29.168 92 7.293 46 

RB011549 4.616 95 5.999 44 

RB041443 13.542 103 6.849 44 

RB955977 4.375 144 7.428 44 

RB021754 19.078 108 6.211 46 

RB058046 3.810 134 7.350 47 

RB006819a 10.043 103 7.673 45 

RB046299 9.847 123 6.308 45 

RB106822 9.325 108 9.202 46 

RB006995x 126 134 6.199 45 

RB056380 3.617 130 7.589 46 

RB034045 10.891 155 7.482 44 

RB036088 27.171 150 9.583 44 

RB975201 10.108 120 9.927 44 

RB073034 14.981 139 6.999 44 

RB988082 10.529 143 8.894 44 

RB867515 14.819 136 7.295 45 

RB006995y 2.886 149 9.474 45 

RB961003 11.184 131 8.517 44 

RB006629 13.061 142 9.193 44 

RB056351 10.995 148 10.917 47 

RB056396 5.789 132 7.258 47 

RB006819b 6.124 142 9.519 44 

RB037170 4.707 124 6.893 44 

RB036152 27.275 121 9.091 44 

RB985476 9.216 157 5.896 44 

RB987917 14.826 164 9.073 44 

RB093070 7.699 135 6.846 44 

RB008310 11.479 131 7.114 44 

UFG06109 2.567 144 5.780 44 

UFG06125 3.492 179 6.267 44 

RB961552 21.491 109 13.153 45 

RB036091 11.768 172 6.806 45 

RB006655 5.666 178 8.358 44 

RB061276 4.841 150 7.096 44 

RB005014 7.830 140 7.870 45 

RB975375 18.512 138 7.103 45 

RB036066 13.231 155 8.851 46 

RB975952 14.124 137 7.706 45 

RB987935 7.929 144 8.505 45 

RB975242 13.293 143 5.667 45 

RB015935 6.305 160 5.920 46 

UFG06292 8.221 174 6.177 45 
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Tabela 13. Estatísticas descritivas do alinhamento das sequências nas sequências de 
referência dos amplicons. 

Indivíduo Cobertura (X) 
Sequências 

alinhadas (%) 
Tamanho médio 
das sequências 

Mismatches (%) Indels (%) 

RB991536  7.465 75,97 1.683  11,78 5,56 
RB971739  29.168 50,68 1.404  10,32 5,59 
RB011549  4.616 83,67 1.767  11,05 5,38 
RB041443  13.542 81,24 1.783  10,04 5,50 
RB955977  4.375 84,34 1.696  10,32 5,53 
RB021754  19.078 86,05 1.744  18,75 5,56 
RB058046  3.810 86,85 1.706  20,36 5,42 
RB006819a  10.043 88,17 1.729  14,68 5,52 
RB046299  9.847 81,15 1.668  15,20 5,45 
RB106822  9.325 84,83 1.711  15,64 5,49 
RB006995x  126 80,16 1.655  16,75 5,56 
RB056380  3.617 85,18 1.751  15,81 5,41 
RB034045  10.891 82,92 1.731  10,88 5,67 
RB036088  27.171 71,09 1.629  9,93 5,85 
RB975201  10.108 83,33 1.736  8,93 5,56 
RB073034  14.981 83,93 1.744  9,80 5,89 
RB988082  10.529 82,51 1.722  9,30 5,57 
RB867515  14.819 86,95 1.718  16,59 6,15 
RB006995y  2.886 86,04 1.664  17,15 6,05 
RB961003  11.184 87,10 1.691  11,42 5,85 
RB006629  13.061 83,21 1.669  11,38 5,67 
RB056351  10.995 81,29 1.651  18,85 5,80 
RB056396  5.789 83,50 1.662  17,41 5,31 
RB006819b  6.124 93,06 1.686  14,61 5,56 
RB037170  4.707 80,18 1.632  10,89 6,37 
RB036152  27.275 76,81 1.650  10,54 6,02 
RB985476  9.216 82,89 1.640  10,49 6,00 
RB987917  14.826 81,16 1.593  9,89 6,03 
RB093070  7.699 81,62 1.672  8,91 6,21 
RB008310  11.479 82,82 1.675  11,26 6,02 
UFG06109  2.567 80,99 1.673  11,31 5,89 
UFG06125  3.492 87,83 1.655  11,24 6,53 
RB961552  21.491 72,50 1.633  10,37 5,84 
RB036091  11.768 80,01 1.645  14,75 5,79 
RB006655  5.666 85,67 1.674  13,17 5,89 
RB061276  4.841 81,86 1.631  13,06 5,97 
RB005014  7.830 74,73 1.584  16,42 5,99 
RB975375  18.512 75,36 1.605  13,24 6,18 
RB036066  13.231 68,37 1.579  12,84 6,00 
RB975952  14.124 74,04 1.538  12,10 6,15 
RB987935  7.929 76,37 1.599  14,34 6,10 
RB975242  13.293 82,53 1.590  18,08 6,04 
RB015935  6.305 72,56 1.697  16,55 5,89 
UFG06292  8.221 77,57 1.602  17,50 6,00 
RB037194  13.117 73,02 1.563  13,11 6,05 
RB083088  13.360 72,37 1.572  14,01 5,92 
RB969017  13.768 75,92 1.676  13,62 5,85 
RB068027  3.345 73,51 1.537  16,05 5,99 
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De modo geral, obteve-se uma alta cobertura de sequenciamento por indivíduo, 

com média de 10.498X, como desejável (Tabela 13). Apenas o indivíduo RB006995x teve 

uma cobertura abaixo de 2.000X, esse corresponde a um dos dois indivíduos utilizados como 

controle biológico. Nota-se também que cerca de 79,2% dos indivíduos apresentaram 

porcentagem de sequências alinhadas na referência acima de 75%, e apenas dois indivíduos 

apresentaram este valor abaixo de 70%. A porcentagem de bases não coincidentes com a 

referência (mismatches) variou de 8% a 20%, como contribuição tanto do polimorfismo entre 

indivíduos quanto dos erros de sequenciamento. A porcentagem de indels manteve-se ao 

redor de 6%, tendo sido homogênea entre os indivíduos. 

4.3 GENOTIPAGEM POR SEQUENCIAMENTO E ANÁLISE DE IDENTIFICAÇÃO 
INDIVIDUAL 

A chamada de polimorfismos realizada pela ferramenta mpileup do software 

SAMtools resultou na identificação de um total de 356 SNPs. As regiões genômicas com 

menor número de sítios polimórficos foram os amplicons chr03_1 e chr04_2, ambas com 

menos de 20 SNPs. O amplicon chr08_1 destacou-se por apresentar 90 SNPs, sendo a região 

mais polimórfica dentre as analisadas (Tabela 14). 

 

Tabela 14. Número de SNPs identificados em cada amplicon. 

Amplicon Número de SNPs identificados 

chr02_1 24 
chr03_1 16 
chr04_2 17 
chr05_1 77 
chr07_2 45 
chr08_1 90 
chr09_1 24 
chr10_1 39 
chr10_2 24 

 

A análise de divergência genética entre os indivíduos, realizada a partir da matriz 

de distância euclidiana de Rogers-Wright, produziu um dendrograma com coeficiente de 

correlação cofenética de 0,75 (Figura 12). Nota-se que as duplicatas técnicas utilizadas como 

controle (RB006819a e RB006819b, destacados em vermelho) formaram um nó com 

consistência de 94,03%, denotando similaridade consistente entre elas. Entretanto, mesmo 

apresentando a menor distância genética dentre todos os indivíduos analisados, há 
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inexistência de identidade genética perfeita entre eles, resultante de erro de genotipagem. 

Isso evidencia a dificuldade de utilização da tecnologia Oxford Nanopore em estudos de 

genotipagem SNP. 

Os indivíduos RB006995x e RB006995y (destacados em verde) representam 

amostras obtidas de colmos diferentes, previamente identificados como supostos clones. Os 

resultados obtidos não corroboram com esta hipótese. Tal fato pode ser explicado ou pela 

taxa de erro de genotipagem, a qual pode ter sido aumentada devido à baixa cobertura do 

indivíduo RB006995x (126 X) ou pela hipótese de que esses indivíduos não sejam, de fato, 

clones. A divergência genética entre eles é superior à de cada um deles a outros genótipos 

sabidamente distintos. 

 

Figura 12. Dendrograma obtido pela análise de agrupamento UPGMA da matriz de distância 
genética de Rogers-Wright. Em cada nó são apresentados os valores de bootstrap 
obtidos a partir de 10.000 reamostragens. 

 

A falta de confiabilidade para testes de identidade observada neste estudo ocorre 

principalmente devido à alta taxa de erro de sequenciamento da tecnologia de 

sequenciamento da Oxford Nanopore. Cumpre salientar que neste trabalho as taxas de erro 
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foram inferiores às relatadas na literatura. Segundo Cornelis et al. (2019) as taxas de erro da 

tecnologia Oxford Nanopore se situam entre 10% e 32% com um índice de qualidade phred 

variando de 5 a 10. Mesmo com uma cobertura de sequenciamento de 40X, a plataforma 

MinION pode inserir ou substituir uma base a cada 10-50 kb, e excluir erroneamente uma 

base a cada 1 kb (Magi et al., 2017). Tal fato é ainda mais complicado de se resolver quando 

a genotipagem é realizada em organismos poliploides e altamente heterozigóticos, sobretudo 

se for realizada sem a identificação prévia dos SNPs, ou em regiões homopoliméricas 

(Cornelis et al., 2019; Malmberg et al., 2019). 

O que se tem feito para realização de genotipagem por sequenciamento com essa 

tecnologia é utilizar sítios SNPs previamente conhecidos. Evitando locos em regiões 

homopoliméricas e utilizando um limiar brando, que considera um sítio SNP heterozigótico 

quando o alelo de menor frequência é apresentado em pelo menos 25% das sequências, a 

tecnologia ONT foi considerada viável para análises forenses por Cornelis et al. (2019). 

Outra forma de se aumentar a precisão da genotipagem em sítios SNPs previamente 

conhecidos se dá pela exclusão de todos os genótipos heterozigotos da análise (Malmberg et 

al., 2019). 

No entanto, para maioria das pesquisas no campo agronômico, o desejável são 

análises sem a necessidade de informações prévias. Deve se considerar ainda que, 

majoritariamente, as cultivares de interesse comercial de cana-de-açúcar possuem genoma 

complexo, inviabilizando essas estratégias que estão sendo utilizadas para contornar os 

problemas relacionados à elevada taxa de erro das plataformas de sequenciamento Oxford 

Nanopore. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A cana-de-açúcar é um dos principais produtos agrícolas do Brasil. Perduram 

programas de melhoramento dessa cultura há mais de 100 anos, logo há uma ampla gama de 

genótipos melhorados. Entretanto, não há técnicas seguras e práticas para a acurada 

identificação dos genótipos utilizados comercialmente, podendo ocorrer propagação de 

genótipos distintos de cana-de-açúcar como se fossem clones e vice-versa. O 

desenvolvimento de métodos de genotipagem por sequenciamento permite a identificação 

dos clones de cana-de-açúcar por meio de marcadores moleculares. 

Os métodos de genotipagem por sequenciamento encontram aplicações em 

muitas das pesquisas genômicas. Em muitos casos, estas técnicas visam a redução dos custos 

envolvidos. Isso pode ser feito a partir da redução da complexidade do genoma e por meio 

de processos de multiplexação tanto de locos quanto de amostras. A redução da 

complexidade do genoma possibilita o aumento da cobertura de sequenciamento, 

melhorando a qualidade dos dados obtidos, sem que haja um aumento dos custos envolvidos. 

Recentemente surgiu uma nova tecnologia de sequenciamento (Oxford 

Nanopore Technologies). Esta tecnologia vem sendo utilizada, dentre outras aplicações, para 

montagem de genomas devido à obtenção de sequências longas. A sua aplicação como 

método de genotipagem por sequenciamento, no entanto, ainda requer avanços. Ao que tudo 

indica, os resultados são razoáveis quando se trabalha com organismos de genoma simples, 

com altos níveis de homozigose, e quando se dispõe da identificação prévia de SNPs. 

Contudo para maioria das espécies vegetais de interesse agronômico essas premissas ainda 

não são realidade. 

A tecnologia de sequenciamento Oxford Nanopore é recente e tem avançado 

rapidamente, tanto em termos de kits de reagentes e equipamentos disponíveis, quanto em 

termos dos programas de processamento dos dados resultantes do sequenciamento. Apesar 

do esforço relacionado ao desenvolvimento de novos programas/versões capazes de 

minimizar os problemas dessa tecnologia, a alta taxa de erros associada aos dados de 

sequenciamento obtidos ainda é um entrave. Estes erros, ainda que sejam de natureza 

majoritariamente aleatória, são um problema principalmente aplicação desta tecnologia em 
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estratégias de genotipagem por sequenciamento, sobretudo em casos em que a identificação 

genética com alto grau de segurança é exigida. Todavia, esses esforços associados às 

vantagens dessa tecnologia como o baixo custo do equipamento, portabilidade (MinION), 

rápida obtenção dos resultados, alta cobertura e obtenção de sequências longas, fazem dessa 

tecnologia uma ferramenta promissora no mercado das plataformas de sequenciamento. 

Neste trabalho a aplicabilidade do teste de identidade genética em cana-de-

açúcar utilizando a plataforma de sequenciamento MinION da Oxford Nanopore foi 

investigada. A amplificação de nove locos contendo SNPs foi feita utilizando reações 

multiplex e os indivíduos foram submetidos ao sequenciamento utilizando barcodes. Tais 

estratégias implicam na redução de custos da análise. Este trabalho demostra que mesmo 

obtendo uma elevada cobertura dos locos sequenciados, problemas com a alta taxa de erro 

da plataforma impediram a genotipagem precisa e consequentemente a identificação clonal 

em cana-de-açúcar de uma maneira segura. Com o aprimoramento desta tecnologia de 

sequenciamento, novos estudos desta natureza devem ser realizados no sentido de se avaliar 

a aplicabilidade desta tecnologia de genotipagem para fins de identificação individual. 
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