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Conceitos basicos de genética :
distancia genética, mapa genético

1 Unidade de mapa genético (1cM): a distancia genética entre dois genes para a qual, a cada 100
produtos de meioses (gametas), 1 é recombinante.

Frequéncia de recombinantes entre os dois genes : 0.01 (1 %).

Segregacao independente: Dois genes em diferentes cromossomos estao a 50 cM ou muito longe no
mesmo cromossomo (50% de recombinantes).

Genes ligados: segregacao nao independente: distancia menor que 50 cM.

Al Etched
Gene map : :
j 12% i
Recombinant frequency = 12% .. map units = 12
Mdh3 Al Sh2 Etched
Ll |
Gene map i H |
: 12% f
< 3%
S

0.2%
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Mapa genético vs mapa fisico

Distancia fisica (Kb)

0.04 cM =100 Kb (depende da regiao genomica)
- 0.0004=frequencia de recombinagao
- 4 recombinantes em 10.000 gametas (meioses)

Other ORFs

-

A-EST

RBP



Os marcadores moleculares nos permitem transpor a
distancia genética a fisica

—————————————

o3 @ 3 ,;’ :@

2cM | 2_Atdg2das0 - AZ
U316211 & :
A .




Marcadores genéticos:

“Loci que presentam polimorfismos ou variabilidade experimentalmente detectaveis, un tipo de
herencia predecivel segundo as leis de Mendel e ndo séo influenciados pelo ambiente.”

Fenotipicos Molecular Genotipico
Caracteristicas fenotipicas
polimérficas (sequencias de DNA
expressas)

Fragmento de DNA (a
maioria nao é expressa)

Morfologico Bioquimico
(isoenzima, proteina de reserva)

Bithorax

Antennapedia




Marcadores genéticos:
Dominantes Codominantes

Viola

N com

F1

Contrabajo
190 cme

Contrabajo

Tiola

0 com

Violonchelo



Marcador Fenotipico Bioquimico:

proteina de reserva de trigo
(GLUTENINAS)

1 Sl "ot " 11" 1 TRl

PR e S g SN S N

isoenzima: ACONITASE, dois
loci com dois alelos cada em
centeio




Marcador Molecular Genotipico:

E um sitio potencialmente polimérfico para uma variagao no
DNA nao necessariamente associada com uma variacao
fenotipica pois pode ser uma sequéncia nao expressa.

Southern

RFLP (restriction fragment length polymorphism)

PCR

RAPD (random amplified polymorphism DNA)

SSR (simple sequence repeats) = microsatélites = VNTRS (variable
number of tandem repeats)

AFLP (amplified fragment length polymorphism)

SCAR (sequence-characterized amplified regions) = STS (sequence-
tagged sites)

SNPs (single nucleotide polymorphisms}——— New Generation
Sequencing




Marcador Molecular Genotipico: Aplicacoes

- Caracterizacao e identificacdo de variedades, cultivares, etc.

- Verificacao de pedigree.

- Determinacao do grau de relacao entre genotipos.

- Quantificacao da variabilidade genética do germoplasma.

- Caracterizacao e identificagcao de fitopatdogenos (diferentes linhagens).

- Marker assistance selection para programas de melhoramento.



Marcador Molecular Genotipico: Aplicacoes

MELHORAMENTO:

Utilizando marcador/es fortemente ligado/s (0o um intervalo de marcadores) a um carater
de interesse é possivel a manipulagcao de caracteres mono- ou multi-génicos com
precisao e velocidade.

Vantagens comparativas ao método classico de melhoramento:

» ganho de tempo ja que n&o € necessario ter plantas adultas para testar o fenétipo.

 permite controlar varios caracteres simultaneamente.

* libre de influéncia ambiental.

* evita a manipulacao de patdégenos.

* retrocruzamento o introgressao assistida (selecdo do fundo genético).



Marcador Molecular Genotipico:
RFLP (restriction fragment length polymorphism)

Plantas sjtio de S\ sonda
% P Secuenciade ADN ?

homéloga a la sonda l
et L ¢ o
- i S & S

insercion

$ep
e S — 6

PLANTAS HOMOZIGOTAS

Autoradiografia

=

28 e dn S 40

Mutaciones en sitios de restriccion,
inserciones, deleciones, rearreglos

4+

Sondas: fragmento de DNA (insertos de bibliotecas gendémicas ou de cDNA). Nao
necessariamente conhecgo a sequencia das sondas.

Todas as bandas possuem parte da sonda e, consequentemente, correspondem
ao mesmo lugar do genoma.



Marcador Molecular Genotipico:
RFLP (restriction fragment length polymorphism)

sonda
(A) (B)
Enzyme | Restriction Site alelo A | l I l l |
A& v v \ % ~ J ~ J
GIGATCC 1 2 3
BamHI | |o5C"TR GlG
GIAATTC aleloa [ [ 1 0 1 |
X J \ % -J
EcoRL | [65°T A AlG Y Y T 54’_/
. A[AGCTT AA aa
HindIIl TTCGAIA
PR —
Efyall CﬁlG
pe GGClC caE——
GIATC
Mbol cla Lo — 9>
— °
GGlcc
Haelll PR cEE—— .
ae C ClG G dominante ou
a— .
GATIATC -
Eorv | SATIATC - - co-dominante




Marcador Molecular Genotipico:

RFLP (restriction fragment length polymorphism)

(A)

Enzyme | Restriction Site
BamHI (é' %‘g
EcoRI 8 %g
Hindlll | % %‘ .
Hpall g I%lg
ot | GRS
Haelll CC; g g (C;
vy | EATIIRE

sonda
(B)
aleloA [ | 0 [ |
A v J U v 74 N v J
1 2 3
aleloa [ N ] | N |
X v . v /R J L )
1 2 3 4
AA aa Aa
[ ) G [ ]
() [ ]
E—
] ]
[ ] — D
] ]
+ -+ +

Permite identificar o heterozigoto.



Marcador Molecular Genotipico:
RFLP (restriction fragment length polymorphism)

1 /g5 67 giig:

A2 A1

Autorradiografia



Marcador Molecular Genotipico:
RFLP (restriction fragment length polymorphism)

Parental 1 Parental 2
Resistente ao fungo com o X Susceptivel ao fungo com
alelo RFLP a o alelo RFLP b

P1 P2 F1 F2 F2 individuo X Individuo Y

I e N — ]

- I I e L |

Si no Si Si no Si no
Si no Si Si Si Si no




Marcador Molecular Genotipico:
RAPD (random amplified polymorphism DNA)

PCR com um unico iniciador e gel de agarose

Cada banda corresponde a um lugar diferente e aleatério do genoma

ADN individuo 1

- =N
- I

> S
S

ADN individu

@
<

(¢

2

o

Electroforesis en gel de agarosa



Marcador Molecular Genotipico:
RAPD (random amplified polymorphism DNA)

v A ¥
e
+ 4

= —

produtos de amplificacao

\ 4

dominante ou
co-dominante



Marcador Molecular Genotipico:
RAPD (random amplified polymorphism DNA)

v A ¥ v B

e

+ 4 + 4

—— L s

s e s e
AA BB AB

RAPD: marcador
produtos de amplificacao | = == = dominante!!!!!!!




Marcador Molecular Genotipico:
RAPD (random amplified polymorphism DNA)

Parentais, F1 e F2 de populacao segregante para o carater brotado pré-colheita em sorgo. Gel de agarose
corados com brometo

oy

P ———

CADA BANDA E UM MARCADOR e corresponde
a diferentes regides do genomal!




Marcador Molecular Genotipico:
RAPD (random amplified polymorphism DNA)

Iniciadores de sequéncia aleatoria de 8-10b = temperaturas de
“annealing” muito baixas ~35°C.

Problema de co-migracao de bandas.

Baixa reprodutibilidade: € necessario padronizar muito bem todos
0S processos:

— extracao de DNA;

— quantidade;

— Taq polimerase;

— condicdes da PCR, etc.



Marcador Molecular Genotipico:
SSR (simple sequence repeats) ou microsatélites ou VNTRs

repeticbes em tandem de 1-4 nucleotideos dispersas ao longo de todo o
genoma.

amplificagcao por PCR com iniciadores especificos para as regides
flanqueadoras.

altos niveis de polimorfismo. Variabilidade gerada por “replication
slippage”.

sao espécie-especificos, por tanto precisam ser desenvolvidos para cada
espeécie.

Gel de poliacrilamida para resolver fragmentos com um base de diferenca.



Marcador Molecular Genotipico:
SSR (simple sequence repeats) ou microsatélites ou VNTRs

(GA) g
GAGAGAGAGAGAGAGA
CTCTCTCTCTCTCTCT

(TTA),
TTATTATTATTATTATTATTATTATTA
AATAATAATAATAATAATAATAATAAT



Marcador Molecular Genotipico:
SSR (simple sequence repeats) ou microsatélites ou VNTRs

A (TTA),
TTATTATTATTATTATTATTATTATTA

AATAATAATAATAATAATAATAATAAT
[

B (TTA) 10
TTATTATTATTATTATTATTATTATTATTA

AATAATAATAATAATAATAATAATAATAAT

AA BB AB

: dominante ou
co-dominante




Marcador Molecular Genotipico:
SSR (simple sequence repeats) ou microsatélites ou VNTRs

A (TTA),
TTATTATTATTATTATTATTATTATTA

AATAATAATAATAATAATAATAATAAT
[

B (TTA) 10
TTATTATTATTATTATTATTATTATTATTA

AATAATAATAATAATAATAATAATAATAAT

AA BB AB

co-dominante!!!




Marcador Molecular Genotipico:
SSR (simple sequence repeats) ou microsatélites ou VNTRs

Soja (Glycine max)

——

CAB

w4 9 %38 g 3¢ 38

3<|3517‘ 3¢ AR S TR | T AS 4y 4B 1 4 do & € v £ 54 258
L0 ‘

o ?

Todas as bandas com as sequéncias unicas flanqueadoras,
consequentemente, correspondem ao mesmo lugar do genoma.



Marcador Molecular Genotipico:
AFLP (amplified fragment length polymorphism)

DNA genomico
1- digestao com Mse | (4pb) e Eco RI (6pb)
Mse | Msel EcoRI Eco RI Mse | Eco RI

Eco RI Mse |

tomate  4.000.000 2.800 200.000



Marcador Molecular Genotipico:
AFLP (amplified fragment length polymorphism)

fragmento de restrigdo

Eco RI AATTCCAC

GGTG

TCG
AGC

* ligacéo

Adaptador
5’ CTCGTAGACTGCGTACCAATTC

3" GAGCATCTGACGCATGGTTAAG

\ 4

primer
% 5’/ GACTGCGTACCAATTC |CAC
3’ GAGCATCTGACGCATGGTTAAG |GTG

bases seletivas
5’ CTCGTAGACTGCGTACCAATTC CAC

TCG
AGC

Mse | (200.000)

Adaptador

TACTCAGGACTCATC
GAGTCCTGAGTAG

\ 4

amplificacéo

AATGAGTCCTGAGTAGCAGS'

TTACTCAGGACTCATCGTC3'

|

bases seletivas

AATGAGTCCTGAGTAG
primer




Marcador Molecular Genotipico:
AFLP (amplified fragment length polymorphism)

Géis de poliacrilamida
corados com prata ou o
iniciador EcoRI marcado

(Eco-Eco;Eco-Mse)

CADA BANDA E UM MARCADOR
Cada banda corresponde a um lugar diferente e aleatério do
genoma.




Marcador Molecular Genotipico:
AFLP (amplified fragment length polymorphism)

CADA BANDA E UM MARCADOR

Caso haja mutacao em sitio de restricao
alguma banda nova vai aparecer ou
alguma vai sumir.




Marcador Molecular Genotipico:
STS (sequence-tagged sites) ou SCAR

Amplificacao por PCR de un marcador especifico:
conversao dos RFPLs em marcadores de PCR.

: ]

Evitam-se o southern, hibridacion e uso de radioativo

! 1

uteis para programas de melhoramento
assistido



Marcador Molecular Genotipico:
STS (sequence-tagged sites) ou SCAR

Mapa genético do

cromossomo 7A 1-Banda presente no genotipo P7A.7S-S3 que cosegrega com o meu caracter de interesse
:“:“:L: Sitio Bam HlI preiente em 7A7S-S3
— SONDA
- ¢=||RFLP de ADN genémico de
:::: Xabc465 _ . . /—\
o P7A.75-83 digerido con Bam H1 } : TRE Pavon
entromera o T~
° " S5KD 5 7A.7S-S3
2- Amplificagao por PCR de Pavon e 7A7S-S3 com 3-Amplificagao, digestao com Bam Hl e gel
primers desenhados sobre a sequéncia da sonda de agarose
2
c o
o " e @
St > ~ g g
itio Bam HI presente em 7A7S-S3 @ < S <
a ~
SONDA —_— Marcador de PCR de
P facil aplicagéo
| — -

= & PRIMERS —_—




Marcador Molecular Genotipico:
SNPs (single nucleotide polymorphism)

Sequenciamento total do genoma

SNP (Single nucleotide polymorphism)

W\,GTT

AAC

Q/@@"\/

ATh. T

A frequéncia de SNPs nos genomas vegetais € de 1pb cada 100-500 bp,
dependendo da espécie:
1 SNP/490 bp em soja
1 SNP/540 bp em feijao



Marcador Molecular Genotipico:
SNPs (single nucleotide polymorphism)

GWAS (genome wide association study)
Sequenciamento completo do genoma de muitos individuos por NGS

Analisar a correlacao (regressao) entre a presenca de um SNP e
determinado carater

Our population-based genome-wide association study demonstrates four novel loci
associated with retinal venular caliber, an endophenotype of the microcirculation
associated with clinical cardiovascular disease.

15
fe= ]

—log1o(P)
10

S
o

22 4

chromosome Ikram et al. 2010



Construindo um mapa genético
* 1 marcador fenotipico qualitativo (R, S e Parcialmente)
» 3 marcadores moleculares de RFLP
» espécie diploide

*20 individuos F2

Parentais | L1 | 2 | 3 | 2 | S | 6 | 7 | 8 | @ | 10| 11| 12| 13 | 18| 15] 16 | 17 | 18 | 19 | 20
LT IR [ 5 | P|P| R|R|P|R|R|P|R|R|PF|P|R|S|R R | 3| P| R
PTGS | —— —_—— [ — | — [ = | — | — | =— —_— | — — | — — —_——— [ —
PCD3 —_— | —] — p— — T p— p— — — p— p—

Analisando apenas contra o fenétipo:
-PCD3: 0 gametas recombinantes com o fenétipo (0 cM) | pTas
-PTG9: 7 gametas recombinantes com o fenétipo (17,5 cM=7*100/40) }17,5 cM
-PXY: 16 gametas recombinantes com o fenétipo (40 cM=16*100/40) —+—RePCD3
40 cM
S o
~+—RePcD3 \
Analisando distancias entre os marcadores: }17,5 cM
PTG9 vs PCD3: 7 recombinantes (17,5 cM) 1 PTG .
PTG9 vs PXY: 9 recombinantes (22,5 cM) >

PXY vs PCD3: 16 recombinantes (40 cM)

22,5cM
— PXY




Caracteres qualitativos

4

Frequencias fenotipicas Parentais 1
. | mascase: | X [ 3 | P
2 6 PTGY | e e
2% 75
§ 20 de PCD3
g 20 100 25 — e
2 18 | 1doeo Pat - -
Resistentes Susceptiveis
Segregagao mendeliana, neste caso: 3:1 Segregagao mendeliana, neste caso: 1:2:2:1
Determinados por genes unicos dominantes Determinados por genes unicos co-dominantes

— R e PCD3 )
} 17,5 cM

— PTG9

> 40 cM
22,5 cM

— PXY

Mapeo e localizo facilmente



Caracteres quantitativos

» Distribuicao continua.
+ Determinados pela agao de varios genes que atuam de forma aditiva sobre o carater.
+ Cada gene possui um padrao de heritabilidade préprio.
* Influéncia ambiental.
e.g. peso, altura, rendimento, etc

n® de
individuos
'y

-— expressividade —
do carater

Y
sexdousy
SASEED



o

Caracteres qualitativos vs quantitativos

aa AA
Generacién P
Enanas Altas

WF,Aa

% de individuos % de individuos

% de individuos

Generacién progenitoria P
100 -
50
0
Enanas Altas
v
Generacién F,
100
50
0
Intermedias
v
Generacién F,
100
50
0

Enanas Intermedias Altas

Frecuencia

Frecuencia

Frecuencia

Planta guisante
Enanas X altas

aa AA

Maiz
Cortas X largas

Altura planta

Aa

F,XF, =
Altas X altas

Longitud de la mazorca

F, XF,

Altura planta
Altas 3/4

Enanas 1/4

Longitud de la mazorca

Gama completa

Tema 9: Genética cuantitativa

Altura planta

Longitud de la mazd¥rca



Caracteres quantitativos

EXPERIMENTO NILSSON-
ELHE

* Primer experimento (1909) sobre herencia poligénica.
* Intensidad de color del grano de trigo: rojo a blanco.

* Cruzo 2 lineas puras que diferian en color, la F, tuvo un
color intermedio, y en la F, obtuvo al menos 7 clases
fenotipicas.

-granosrojos x  granos blancos //

l
A\ 7
£

Como se explica????



1 gene de heranga codominante

. //
P %ranos rojos X  granos blancos/?/,@
(i

F, granos color intermedio
Rr y |
. . B [
RR

Rr, rR rr

Rr

Trés classes fenotipicas




2 genes de igual efeito e heran¢ca codominante

Dark Red White
Parent R1RVR2R: X r1r1r2r2
generation * &

_ Medium Red
F, generation

F, generation (selfed)

RrRR

™y 2 2

1A'A'a's’ I 4A:A’a‘u’ 1A%A8%87
1A
1A°

’ 2A'A’g8?
< IA:A)I"”)

Cinco classes fenotipicas
(2° lei de Mendel)



3 genes de igual efeito e heran¢ca codominante

A/A"B/B” C/C”

X — X

()
[e]e)
000

A/A"B/B’° C’/C
white
A/A"B/B” C/C”

Ovules

Pollen

(e] (e]
00 [e)e)

o
(o]e)

1/64

20/64 15/64 6/64

(e] (o]

00 00
000, e 00, e
1/64 6/64 15/64

1/64
: 6

6/64
5

Sete classes fenotipicas
Quanto mais loci, mais se aproxima da curva normal

6/64 15/64 20/64 15/64
11 :2: 3 4 :

1/64
o



Calculo das frequéncias fenotipicas

2
Bindmio de Newton (p+q)"

n: numero de loci; p e q frequéncias segundo heranca

(a+b)?=1 - todo nimero elevado a zero é igual a 1.

(a+b)'=a+ b > todo nimero elevado a 1 é igual a ele mesmo.
(@a+b)’=(a+b)(a+b)=a*+2ab+b?

(@a+b)® =(a+b) (a+b) (a+b)=(at+b) (a%+ 2ab + b? = a®*+ 3a’b + 3ab? + b®

No caso de codominancia

3 loci
En ausencia de dominancia el binomio seria

G+

, 1. 1\% 1.1, 1
Asi, con 1 locus tendremos el (— + -) ==4+-4-=
2 2 2 4 2

'\] I

s

W 2 B
A7

2n

\

7 | TG

L e
74

CUENCIA (/64)
o

s s 4 Ry
A, A Vs, \
& 2 e N s \

7 \
A i A 877777777774 7770 s oA
N N Y
P (s N 118 N i e 1 v
i ansin A g Vs i s
i i ra N s N s Y,
ALl tafdaiddad Wi ds ddseed Widieddseid At
v /

W

SIS

U 1 2 3 N 9 b
6 6 1

6 INTENSIDAD DE COLOR
(1 1 1 15 = 20 , 15
ycon310cz(-+—) = — 424 2=
2 2 64 64 64 64

4
(242 1 4 6 4 1 =
con210cz(—+—) =4 —4—+—+—= o Ltz
22 16 16 16 16 16

64 64 64 7



FRECUENCIA (Y/4)

N

FRECUENGIA: (Y/16)
“ *

FRECUENCIA (Y/64)

Calculo das frequéncias fenotipicas

INTENSIDAD DE COLOR

2 loci

G o

INTENSIDAD DE COLOR

3 loci

y

2 4
INTENSIDAD DE COLOR

FRECUENCIA (Y/4096)

No caso de dominancia

4 locus

FRECUENCIA | (YI256)

2 4

INTENSIDAD DE COLOR

5 loci

FRECUENCIA  (Y/1024)

&

INTENSIDAD DE COLOR

6 loci

L]
INTENSIDAD DE COLOR

10

Gy
4 2

Sao necessarios muitos mais loci
para aproximar a curva normal
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LG1I
afple
apsp
afpt2f

fp12a
wino
afpil

afp13g
afpig
afpéd

afp7d
afp2f

afp1r

3
Cs1508b
ENOD40
PG9%a
$1526
afpik
Cs1513
afp1f
afpiic

afpiég

*

Mapeamento de caracteres quantitativos

LG 11

sote
OPCO®
afpt3i
Aat-p
afpi5Sh
a
afp5Sc
ok
afp4d
Cs1508a
atp5d
atp11b
afpdj
afpse
HidH
afpof
:%8' HAS
afp2]
afpiBa
k
afpldi
afp7e
s

afp3k

(Irzykowska and Wolko 2004)

LG 111

Cs1516a
OPJ14b
Lap-2

1
:"Sm
8808

atp7a

atp10h
atpde

afp13i
afpida
-3134
Cs1506a

L1090

LG1IV LGV LG VI
afp3b * Acp-2 * zd10
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Posso clonar um QTL??? Do QTL ao gene:

Fragmento do GenbOmica:
cromossoma 4 de tomate Sequenciamento dos
() clones e identificagao de
Mapa fisico genes que possam estar
Clones de uma biblioteca relacionados aos
Mapa genético gendmica caracteres de interesse
HOJE TEMOS O
QrL GENOMAI!!!!
Caracteres
quantitativos

SSR76(37.5) SSR76(37.5)

T1161(38.0) 1
C2_At3g02870(38.5)

T1161(38.0) —

C2_At1g44446(40.5)

GTTACTGGTACACA...ATGACATGACAGATAT

C2_At1g44790(40.5)

C2_At1g44446(40.5) -

C2_At3g17590 (43.0)
111

TG147 (45.0) | 100 Kb

cLEB-7-L1 (46.0) Il
C2_At2g14260(46.7) i
T1460(47.0) 1|

TCCTAGTCTGACAT..TGACATGGACAATGAC

TG47 (49.0) — |

ATTCTTGAT..TCAGGATCAG

GTCTATAGATACCAGAC...ATGACAGATACGAT

J

|
Aqui esta o gene!!!!!
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