MARCADORES MOLECULARES

Base genética dos marcadores e usos no melhoramento de
plantas e em estudos de diversidade genética e
conservacao
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ESTUDO DIRIGIDO

[y

. O que sdo marcadores moleculares?

2. Importancia de enzimas (de restri¢do, ligases e polimerases), clonagem molecular e
eletroforese na obtencio de marcadores.

3. Definir marcadores moleculares.

4. Que sdo marcadores dominantes e codominantes?

5. Quais os tipos de marcadores moleculares?

6. Qual a utilidade de marcadores moleculares no mapeamento genético?

7. E nos estudos de diversidade genética e conservacdo das espécies?
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CLONAGEM MOLECULAR
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SEQUENCIAMENTO DE DNA
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CONCEITO: Marcador Genético

m Variagdo ou polimorfismo que, numa populagio segregante, se
comportam de acordo com as leis mendelianas

m Basela-se na existéncia de variabilidade e na possibilidade de sua
deteccio

= Tipos:
a0 Morfolégicos

0 Bioquimicos (isoenzimas)

a0 Moleculares (AFLP, microssatélites, SNPs, etc.)




MARCADORES MORFOLOGICOS

v Monomorfismo

v Polimorfismo




MARCADORES BIOQUIMICOS

ATIVIDADE ENZIMATICA

» Variabilidade observada como resultado da traducio de RNA em

proteinas

v Monomorfismo

v Polimorfismo
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MARCADORES MOLECULARES

» Variabilidade = mutagio: que ¢é a base para a identificagio de
marcadores moleculares

v Monomorfismo

v Polimorfismo

Gel de eletroforese




MARCADORES MOLECULARES

Origem do polimorfismo

0 Polimorfismos de tamanho: originados por indels (inser¢des ou
delecoes)

0 Polimortismos de base: causados por substitui¢do de bases
nitrogenadas

DA Sequence

HAATGCTTIGGGE A...
OrA Sequence with a Change in One Mucleotide froma T to an A
CrA Sequence with a Deletion of the T MNucleotide
HAATGCTT GGGCA... Delegéo

Dhe Seguence with an Addition of an Extra T Mucleotide N
AATGCTTTTGGGCA.. Insergao




MARCADORES MOLECULARES

m Heranca

a0 Dominantes: ndo se identificam heterozigotos

0 Codominantes: identificam-se heterozigotos
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MARCADORES DOMINANTES E CODOMINANTES
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TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES




Polimorfismo no
tamanho de

fragmentos de
DNA amplificados
ao acaso

e PCR e gel de
eletroforese

Polimorfismo no
tamanho de
fragmentos de
DNA amplificados

e Enzimas de restricao,
Primers, PCR e gel de
eletroforese
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RAPD
Random Amplified Polymorphism DNA

Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso

= Representa regides codificadoras ou ndo do genoma; de
distribuicio aleatéria

m Dominante:

0 Apenas presenca ou auséncia da banda (néo identifica heterozigotos)

= Base genética:
o Amplificagdo via PCR
0 Utiliza apenas um primer curto e aleatdrio
0 Primer se anela em diversas partes do genoma

0 Polimorfismo se origina da mutagéo no sitio de anelamento do primer
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AFLP
Amplified Fragment Length Polymorphism

Polimorfismo de tamanho de fragmento amplificado
= Na maloria, representam regides ndo expressas do genoma

@ Dominante:

0 Apenas auséncla e presenc¢a da banda (ndo 1dentifica heterozigotos)
= Base genética

Clivagem do DNA por enzimas de restrigéo
Ligacdo de adaptadores
Amplificagdo seletiva dos fragmentos

Analise dos fragmentos amplificados em gel de poliacrilamida




AFLP
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AFLP
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http://dnaresearch.oxfordjournals.org/content/14/6/257.full.pdf

MICROSSATELITES ou SSR
Simple Sequence Repeats
Sequéncias simples repetidas

Pequenas sequéncias de DNA (1 a 6 nucleotideos) repetidos em tandem

Codominante

0 Individuos heterozigotos sdo detectados
Multialélicos e amplamente distribuido no genoma
Base genética:

a0 Amplificacido de locos especiticos de sequéncias repetitivas

0 Baseados em PCR com primers especiticos




MICROSSATELITES
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http://www.nrcresearchpress.com/doi/abs/10.1139/g07-007
http://www.nrcresearchpress.com/doi/abs/10.1139/g07-007
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SNP
Single Nucleotide Polymorphism
Polimorfismo de base Gnica

Polimorfismo resultante da alteracio de uma tnica base
Abundantes no genoma
Codominante e bialélico

Ha diversas maneiras de se avaliar a variacio:
a0 Alinhamento e comparagdo de sequéncias

a0 Métodos baseados em géis

0 Métodos baseados em chips
Q

Sequenclamento de 2* geragdo, etc.




SNP

Sequenciamento
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‘.TGTTCAGTGCCGACCTGCGCCA&TCCCGCCATGCTCAGGE«LGCCACC

TGTTCAGTGCCGACCTGCGCCAATGCCGCCATGCTCAGGAGCCACC
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COMPARACAO DOS MARCADORES

Base PCR com Digestdo e PCR PCR com Sequencia-

genética primers com primers primers mento
arbitrarios seletivos especificos

Tipo de Dominante Dominante Codominante = Codominante

heranca

Numero de Varios Varios Unico Unico

locos

Numero de  Dois Dois Varios Dois

alelos




USO DOS MARCADORES NO MELHORAMENTO DE PLANTAS




CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Mapa genético: representagdo de ordem e distancia entre
marcadores genéticos

Ligacdo genética

0 A heranga conjunta de diferentes locos da-se por conexio fisica
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CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

= Consiste na avaliagdo de uma populagdo segregante
(retrocruzamentos, I¥,, por exemplo) por melo de vérios locos

marcadores
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Retrocruzamento




CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Populagdo de retrocruzamento genotipada com trés locos AFLP
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Calculo da fracao
de recombinacao:

Nyecombinantes

rij = n

Comparando dois locos polimérticos

Marcador i

Marcador j
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Nio recombinante Recombinante




CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Leitura do gel
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SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES
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A selecido fenotipica é baseada em marcadores de DNA
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USO DOS MARCADORES NA CONSERVACAO DE GERMOPLASMA
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