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Genética e Melhoramento

« “Arte” e selecao inconsciente
* da invenc¢ao da Agricultura até século XIX

* 1900s - Descoberta dos principios genéticos
* 1920-50 - Melhoramento genético cientifico

* genética quantitativa e biometria
* (fendtipo é previsor ruim do valor genéticol)

* 1970-80s em diante - Utilizacao de marcadores genéticos
moleculares



Genética e Melhoramento

* Sucesso no melhoramento depende da capacidade de
distinguir fatores genéticos herdaveis dos ambientais

* Marcadores genéticos sao unidades herdaveis simples

* Marcadores genéticos quando associados a caracteristicas
de interesse aumentam a eficiéncia de selecao
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Aplicagdoes no Melhoramento

* Diversidade genética e filogenia
* Conservacao e caracterizacao de germoplasma
* Identificacao de acessos
* Selecao de genitores para cruzamentos € populacoes
* Filogenia e Evolucgao
* Mapeamento gendmico

* Selecao Assistida por Marcadores - MAS
* Clonagem/Identificacio de genes



Estrutura Genética de Populagdes:

. E 0 modo em que variabilidade genética estd organizada em populagdes
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Estrutura Genética de Populacoes

Importancia para estudar a estrutura genética das populagoes

* Conservacao Genética: organizacao da diversidade entre ou
dentro das populacoes

* Melhoramento Genético: avaliar a diversidade genética da
espécie disponivel

* Manutencao da Diversidade: estratégias para manter a
diversidade da espécie

* Fragmentacao de Populagodes: recuperacao de ambientes

degradados

Zucchi M. 2004



Estrutura Genética de Populacoes

Forgas que afetam a estruturagao genética das populagoes

* Deriva genética: aumenta a estruturacao genética
* Fluxo génico: reduz a estruturacao genética
* Mutagao: aumenta a estruturacao genética

* Selecao: aumenta a estruturagao genética

Zucchi, M. 2004



Historico de Marcadores

1. Karl Sax (1923): prop6s método para localizacao de QTLs

ligacao entre genes de caracteristica qualitativa (cor de semente) e
quantitativa (peso de semente)

Problema: auséncia de mutacoes multiplas em estoque de elite, baixa

viabilidade
2. Hunter & Marker (1957) - marcas bioquimicas

desenvolveram isoenzimas em gel de amido

3. Hubby & Lewotin (1966)

demonstraram que 30% de loci de isoenzimas exibiam
polimorfismo em populacoes selvagens de Drosophila;
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Historico de Marcadores

1970s - ferramentas moleculares

desenvolvimento de vetores de clonagem; enzimas de
restricao; polimerases; ligases; Southern (1977)

4. RFLP proposto por Botstein e a/. (1980)
descrito para humanos

5. PCR proposto por Mullis & Faloona (1987)

6. VN'TR por Jettrey (1987)

7. RAPD por Ratalski e a/. (1990)




Historico de Marcadores
8. SSR em plantas por Akkaya e a/l. (1992)
9. AFLP por Zabeau & Vos (1993)
10. CAPS por Konieczny & Ausubel (1993)
11. SCAR por Paran & Michelmore (1993)

12. SNPs em Arabidopsispor Cho ez al. (1999)



Origem do Polimorfismo Moleculat

1. Mutacoes pontuats - SNPs

A.  ATCTCGTGATTCCTAGTCGTA
TAGAGCACTAAGGGATCAGCAT ex. Sitio FEcoRI

B. ATCTCGTGATTATAGTCGTA
TAGAGCACTAATATCAGCAT

2. Pequenas delecoes e/ou insercoes - InDels

A.  ATCTCGTCITAGTCGTA
TAGAGCAGATCAGCAT

B. ATCTCGT---GTCGTA
TAGAGCA---CAGCAT



Relembrando...

Caixa de ferramentas da genética moleculat...
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DNA Ligases
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DNA Polimerases
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Clonagem Molecular

Foreign DNA
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Eletroforese em Gel
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Sequenciamento de DNA




Mas o que ¢ um Marcador Genético?

Variacao ou polimorfismo que, numa populagcao segregante,
se comportam de acordo com as leis Mendelianas!

Baseiam-se na existéncia de variabilidade e na possibilidade
de sua deteccao

Tipos:
Mortologicos
Bioquimicos (1soenzimas)

Moleculares (AFLP, microssatélites, SNPs, etc.)



Marcadores Morfologicos

Monomorfismo

Polimorfismo

ml%




Marcadores Bioquimicos

Variabilidade observada como resultado da traducao
de RNA em proteinas — ex. 1soenzimas
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Marcadores Moleculares

Variabilidade surge por mutacao, que € a fundamento
para identificacao de marcadores moleculares

Monomorfismo

Polimorfismo




Marcadores Dominantes ou
Codominantes

Dominante

P, P

\S)

\s}

Codominante



Marcadores Moleculares

Origem do polimorfismo

Polimortfismos de tamanho: originados por indels (insercoes ou delecoes)

Polimorfismos de base: causados por substituicao de bases nitrogenadas
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Marcadores Moleculares

- Heranga

Dominantes: nao se identificam heterozigotos

Codominantes: identificam-se heterozigotos

Pir P2 F; Pir P2 Fs




Alguns Exemplos de Marcadores
Moleculares



Metodologia de RFLP

1. Digerir DNA com enzimas de restricio em fragmentos
pequenos

2. Separacao dos fragmentos por gel eletroforese
3. Transferéncia de fragmentos de DNA para filtro
4. Visualizacao dos fragmentos de DNA

* sondas marcadas (°*P) ou a frio — clones em E. co/i

5. Analise dos resultados
* bandas analisadas para alelos ¢/ou presenca/auséncia
* diferencas em padrao de bandas reflete diferencas genéticas

A escolha de sonda/ enzima de restricao ¢ crucial



Eletroforese
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Interpretacao de resultados RFLP
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Heranca de RFLPs
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Analise de Diversidade e Filogenia por RFLP
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8 bandas total
Quantas compartilhadas entre AB, BC e AC?



RAPD
Random Amplified Polymorphic DNA

Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso

Representa regides codificadoras ou nao do genoma; de distribuicao
aleatoria
Dominante:

- Apenas presenca ou ausencia da banda (nao identifica heterozigotos)

Base genética:

- Amplificacao via PCR

- Utiliza apenas um primer curto e aleatério (arbitrario - >50% G+C)
= Primer se anela em diversas partes do genoma

- Polimorfismo se origina da mutacao no sitio de anelamento do primer
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RAPD

Vantagens:
Pratico e simples
Barato, quando ja se tem os primers

Gera muita informag¢ao em pouco tempo
Desvantagens:

Marcadores An6nimos

Marcador dominante (informacao limitada)

Baixa reprodutibilidade

Problemas na interpretacao — mesma banda -> mesmo fragmento?

Bandas podem ser consideradas homologas???



AFLP
Amplified Fragment Length Polymorphism

Polimorfismo de tamanho de fragmento amplificado

- Na maioria, representam regioes nao expressas do genoma

= Dominante:

Apenas ausencia e presenca da banda (nao identifica heterozigotos)

- Base genética

Clivagem do DNA por enzimas de restricao
Ligacao de adaptadores
Amplificacao seletiva dos fragmentos

Analise dos fragmentos amplificados em gel de poliacrilamida



AFLP

DNA genomico

Digestao l
Msel EcoRI

Ligacdo de adaptadores l

Pré-amplificagdo \L

Amplificagdo seletiva \L

prz'mir E+NNN

5 3'

h
primer M+NNN



DNA

GAATTCCN

CTTAAGCN

NTTAA

NAATT

digestao ATTCCN
GCN

NT
NAAT

NT

i ATTCCN
ligacao TAA GCN

N AT

NTTA
NAAT

A
pre-
primer +1 TAAGCN
AAC

amplificacio [N ATTCCA

cgrral ]

primer +3 [N TAAGCT

CAAT T
AAC




AFLP

F, population
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http://dnaresearch.oxfordjournals.org/content/14/6/257.full.pdf

AFLP de feyjao

gel desnaturante corado com prata




AFLP

Vantagens
Baseado em PCR
Alta reprodutibilidade

Altamente variavel

Desvantagens
Dominante
Custo elevado

Trabalhoso, por envolver muitas etapas



MICROSSATELITES ou SSR

Simple Sequence Repeats = SSR
Sequéncias simples repetidas

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

linha (Zandem)
Presentes em Eucariotos e Procariotos
Presentes em regiao codificadora ou nao codificadoras
Codominante
Individuos heterozigotos sao detectados

Multialélicos e amplamente distribuido no genoma

Base genética:
Amplificacao de locos especificos de sequéncias repetitivas

Baseados em PCR com primers especiticos



MICROSSATELITES ou SSR

ACTTCATTAA TGTCTTAGGT GGCAGAATAC TTTGATGCAA CAATTTCAAG GGGTGCTGAC ATTAAGTTGG CTGCCAATTG
GATAATGGGT GATATTGCTG CCTATATGAA AAATGAAAAG CTTTCTATTA ATGAGATCAA ACTTATGCCA GAAGAGCTAG
TAGAGCTGAT AGCTTCCATT AAAGGTGGGA CTATCAGTGG AAAGATTGGA AAGGAGGTAA GCATTTGCTT CTTTNACTGA

TGCCACTTTC ATGTTCAAAC ATTTGTTAGT AATCCTGTCT ATTTATTTTC ATGGAAGAAT TTTACTAGCT ATTATTCTCC

ACTGTGTAGA TGTGATTTTA TAGTTIGTTT GGATATATAA TTATTGTTCG TGTTTTTTTT TTTAATCCAA ACTTTATAAT
CTTTCCAAGT GCTTTTCTCC TCCCTGTCTT TTTCCTCTAC (RO ORGIIGREH C TCATA CAGAAAAAGG

AAAAAGGAAA GAAAGAGAAC AGGAGATATA AAAACCTTTT TTCTTTATCA ATTAGATAAT TAGTTATAAA AGTTTTTCTC
CTGETTCTTA TCECTCEGCT AAATGCCTGA TTAACTTTCT GCTGGTAAAG ATTTAAAATA ACTTGTTAAT TTTGGACATG

Primer FOR

o >

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN CACACACACACACACACAC NNNNNNNNN NNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN GTGTGTGTGTGTGTGTGTG NNNNNNNNNNNNNN

<

RepetIQaO CA/GT Primer REV



MICROSSATELITES (SSR)

Regides flanqueadoras

conservadas
—>

- e




MICROSSATELITES (SSR)

Biblioteca genomica enriquecida com microssatélites

DNA genémico

' Digestao
Ligacao
l adaptadores

Amplificacao

" Denaturacao
DNA
|

= Hibridizacao
= %M Seletiva

)

Sonda biotinilada

| Biblioteca
enriquecida

|

Amplificacao PCR

!

O Clonagem

l Transformacao

Extracao plasmidial

Sequenciamento

Kijas et al. 1994, Billote et al. 1999



Microssatélites (SSR)

318 320 330 340 358
298 ELT 318 aze EET] EIT] 358 368
CGACAAGTCTCTC TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCGTTATGAATGCACAG A ACCATCTEABCTCGACEATCECAATAC AC AB AAG AG AG AG ABABAGAG AB AG AG AG AG AR AGC TAGCCABG AB ATETEAATGC ARAG

(TC), (AG)14




MICROSSATELITES




MICROSSATELITES

Seta: alelos genoma B

Musa balbisiana



MICROSSATELITES

Vantagens
Baseiam-se em PCR
Altamente reprodutiveis

Codominantes e multialélicos

Desvantagens

Ha necessidade de informagoes de sequéncias ortundas de
bibliotecas genomicas ou de cDNA

Elevado custo inicial



SNP

Single Nucleotide Polymorphism
Polimorfismo de base unica

Polimorfismo resultante da alteracao de uma unica base
Abundantes no genoma
Codominante e bialélico

Alta processividade — baixo custo por unidade de dado

Ha diversas maneiras de se avaliar a variagao:
- Alinhamento e comparacao de sequéncias
-  M¢étodos baseados em chips (arrays) — Infininm, Axiom, GoldenGate,..

- Plataformas de genotipagem (TaqMan, KASP, Fluidign Dynamic Arrays,
LGC KASP, ArrayTape,... .

- NGS - sequenciamento do genoma, Genotype-by-Sequencing,
RAD-Seq, DArlseq, RESTseq, RESCAN,...



SNP

Sequenciamento
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SNP
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SNP

Table 1. Examples of high-throughput SNP genotyping technologies.

Genotyping
Platform

Technology

SNP x sample
combinations

Capital investment

Cost per sample

Advantages

Mumina Infininm
iSelect HD

Affymetrix Axiom

Douglas Array
Tape

Fluidigm Dynamic
Arrays

RE-based GBS

Amplicon
sequencing

Fixed array

Fixed array

Flexible,
PCR-based

Flexible,
PCR-based

Genotyping by
sequencing

Genotyping by
sequencing

3.072 - 700K SNPs x
24 samples
50K SNPs x 384
samples: 650K SNPs
X 96 samples

1 SNP/sample x
76.800 reactions/reel

96 SNPs x 96
samples: 24 SNPs x
192 samples

~10K-100K SNPs x
96 or 384 samples

Variable
(e.g. 20-500 SNPs x
48-384 samples)

High
(1Scan)

High
(GeneTitan)

Very High
(Nexar. Soellex.
Araya)
Moderate
(IFC Controller.
FCl1. EPI)

Low to moderate

(NGS outsourced or

in-house)

Low to moderate

(NGS outsourced or

in-house)

Moderate to
high

Moderate to
high

Very low

Low

Low to
moderate

Low to
moderate

Highly
multiplexed

Highly
multiplexed

Ultra
high-throughput

High-throughput

Lots of data

relative to
the cost
Multiple

targeted loci
at once

Thomson 2014



SNP

Vantagens:
Abundante no genoma

Cobertura em alta densidade do genoma
Gera muita informag¢ao em pouco tempo

Marcador codominante (bialélico)

Desvantagens:

Elevado custo total (mas por dado, ¢ barato)



COMPARACAO DOS MARCADORES

RAPD AFLP SSR SNP
Base PCR com primers  Digestao e PCR com  PCR com primers  Sequenciamento
genética arbitrarios primers 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 Genéticos

Mapa genético: representacao de ordem e distancia entre marcadores
genéticos equivalente a0 cromossomo

Ligacao genética

0 A heranca conjunta de diferentes locos da-se por conexao fisica
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Mus musculus L.
Doerge (2002) Nature Reviews 3:43-52 adaptado de:
Butterfield et al. (1999) The Journal of Immunology 162:3096-3102



Constru¢ao de Mapas Genéticos

Consiste na avaliacao de uma populacao segregante (retrocruzamentos,
F,, por exemplo) por meio de varios locos marcadores

P, X P,
AA | l " e -nn
F Aa aa

Retrocruzamento




Construcao de Mapas Genéticos

Populacao de retrocruzamento genotipada com trés locos AFLP

yYvy
| |
I
| |
I
I
| |
| |
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

Calculo da fracao
de recombinacao:

Nrecombinantes
T, =
ij n

Comparando dois locos polimoérticos

IS I

Marcador i | s s

1

Nao recombinante Recombinante

Marcador j




Construcao de Mapas Genéticos

Leitura do gel

L2 15 Lo s Lo 17 1o 5 L0 | ua [ae Las || 7 38 Lo | 20
Iy o 2 o o 0o 2 212 0 00 1 1 1 0 1 0 1 1 1

MO1010011000011010111
MO1010111000011010111

M2 -

T2 = 3 = 0,15 _ 5%de
20 recombinacao
M3 -
2
"3 =50 = 010 . 10% de
1 recombinagao
T2,3 = ﬁ - 0,05 Ml 1

Mapa genético



Selecao Assistida por Marcadores

P, X P,
— —
Suscetivel | = l Resistente
I
—
Suscetivel | =
®
Milhares de plantas
sdo genotipadas F,
X X X X

I T

A selecdo fenotipica é baseada em marcadores de DNA




Marcadores Dominantes

Calculo de similaridade genética: coeficiente de Jaccard

a
a+b+c

Si'=

Em que:
o a =n2?delocos com alelos presentes nos individuos i e j
o b =n2de locos com alelos presentes em i e ausentes em j
o ¢ =n2delocos com alelos ausentes em i e presentesem j

Individuos
i J
I —

Caso q | == e
Caso b | =

Casoc¢ —




Marcadores Dominantes

a
S, = =
127 a+b+c
Si2 = - =
B3 a+b+c
Son = a4 =
23 a+b+c

Conclusdo: sdao mais similares os individuos
e mais diferentes os individuos
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Por que usar marcadores?

Fornece informacoes a respeito de:
Diversidade genética
Endogamia e sistemas de cruzamento
Fluxo génico
Paternidade

Sexagem

Auxilia na definicao de estratégias de manejo e conservagao

Ajuda a organizar colecoes de germoplasma



Estudo Dirigido

1. O que sao marcadores moleculares?

2. Importancia de enzimas (de restricao, ligases e polimerases), clonagem molecular e
eletroforese na obtencao de marcadores.

3. Definir marcadores moleculares.

4. Que sao marcadores dominantes e codominantes?

5. Quais os tipos de marcadores moleculares?

6. Qual a utilidade de marcadores moleculares no mapeamento genético?
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7. Qual a utilidade de marcadores moleculares nos estudos de diversidade genética e

conservagao das espécies?




