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Genética e Melhoramento

* Selecao 1inconsciente e “arte”
* da invenc¢ao da Agricultura até século XIX

* 1900s — (Re)descoberta* dos principios genéticos de Mendel

* 1920-50 - Melhoramento genético cientifico
* Genética quantitativa e biometria
(fendtzpo é previsor ruim do valor genéticol)

e 1970-80s em diante — desenvolvimento de marcadores
genéticos moleculares

* Carl Correns, Erich von Tschermak e Hugo De Vries



https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Correns
https://en.wikipedia.org/wiki/Erich_von_Tschermak
https://en.wikipedia.org/wiki/Hugo_De_Vries

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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Mapa de local em Piracicaba

Imagery ©2023 Airbus, CNES / Airbus, Maxar Technologies, Map data ©2023
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Peripheral biomarkers allow
differential diagnosis between
schizophrenia and bipolar disorder
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Ex. Marcador bioquimico em sangue

Exame de sangue permite diagnosticar esquizofrenia e bipolaridade

NOTICIAS AGENDA VIDEOS ASSINE

00000 BO@e 0

Agéncia M FAPESP

Estudo pode levar a exame capaz de diagnosticar

esquizofrenia e bipolaridade
07 de agosto de 2020

00000 ©0000

Maria Fernanda Ziegler | Agéncia FAPESP — Metodologia
desenvolvida por pesquisadores brasileiros podera permitir a criagéo
de um exame de sangue capaz de diagnosticar duas doengas

psiquiatricas com sintomas semelhantes: a esquizofrenia e o

transtorno bipolar.

Metodologia desenvolvida por pesquisadores da Unifesp e da Unicamp se
baseia na andlise do padrao de metabdlitos presentes no sangue;
inavacin foi natenteada e descrita na .lournal of Psvehiatric Rasearch



Mas o que ¢ um Marcador Genético?

Variacao ou polimorfismo que, numa populacao segregante, se

comportam de acordo com as leis Mendelianas! Aax Aa
Baseiam-se na existéncia de variabilidade genética e na AA Aa aa
possibilidade de sua deteccao
Tipos:

Motrfologicos

Bioquimicos (isoenzimas)
Moleculares — DNA (microssatélites, SNPs)



Mas o que ¢ um Marcador Genético?

Vartacao ou polimorfismo que, numa populacao segregante, se

comportam de acordo com as leis Mendelianas! Aax Aa
Baseiam-se na existéncia de variabilidade genética e na AA Aa aa

possibilidade de sua deteccao
Tipos:
Motrfologicos
Bioquimicos (1soenzimas)
Moleculares — DNA (microssatélites, SNPs)
O ideal seria sequenciar todos os genotipos, mas.....

Se usa Marcador Genético Molecular como proxy!



Clockwise, from the top: brown eyes,
cinnabar (a shade of deep red), sepia,
vermilion (a shade of orange-red),
white, and red. The white-eyed fly also
has a yellow body

¢ yallow

- scule bristles
“A.- white eyas
- lacel eyes
1 echinus eyes
* ruby eyes

bl =
MinQLn o
RN

7
13, 7=
2000 - | - cut wings
21.0 -7 singed bristles

277 === l0ZEnge eyes

33.0 - varmilion eyes
361 - miniature wings

43.0 -, | - sable body
44.0 T garnel eyes

B6.7 ., | . forked bristles
57.0 <= bar eyes

59,5 - fused vains
62,5 -+ carnalion eyes

66.0 -~~~ bobbed hairs

Drosophila — mapa genético com marcas morfologicas

" crossvelnless wings

13.0
16.5

48.5
51.0

54.5
54.8
55.0
57.5
66.7
G7.0
72.0
755

1005

104.5
107.0

net vains
aristaless antenna
star eyes

held-out wings

dumpy wings
clot eves

black body
reduced bristlad

purple eyes
short bristled
light eyes
cinnabar eyes
scabrous eyes
vesligial wings
lkee Eyes
curved wings

plexus wings

brown eyes
spack bady

0.0 : , roughold eyes
0.2 - veinlet vains

19.2 -1~ jaelin bristles

26.0. | - sepia eyes
26.5 ]~ hairy body

41.0-| - dichaete bristles
43.2 - - thread arista
44.0 <" scarlst eyes
48.0 -7 pink syes

50.0 -1 curled wings
58.2. | . stubble bristles
58.5 +u:- spineless bristies
58.7 ¢ | * bithorax body
62.0 /T stripe body
63.0° 1 glass ayes
66,27 4. delta veins
68.5 v | 1 hairless bristles
707 «1 mbony body
747" | " cardinal eyaes
81.1 - - rough eyes
100.7 -7 clarel eyes

106.2 -+ minute bristles

; bent wing
1 & cubitus veins
0.0 shaven hairs
© grooveless scutellum

" eyeless

Thomas Hunt Morgan's Drosophila melanogaster genetic linkage map

Wild type
AA

Mutant Type @
aa

Thomas Hunt Morgan
Nobel de 1933



Marcadores Motfologicos

ISSN 1022-7954, Russian Journal of Genetics, 2020, Vol. 36, No. 12, pp. 1406—1413. © Pleiades Publishing, Tnc., 2020,
Russian Text © The Author(sh, 2020, published in (renetika, 2020, Vol. 56, No. 12, pp. 1366-1377.

REVIEWS
AND THEORETICAL ARTICLES

Morphological Genetic Markers in Plants

Yu. V. Chesnokov* #, V, M. Kosolapov?, and 1. V. Savchenko*
T Agrophysical Research Institute, 5t. Petersburg, 195220 Russia
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Abstract—The review discusses the possible use of morphological genetic markers in plants. Definitions and
terminology of such concepts as “marker.” “phenotype.” “genotype.” “epigenotype,” and “genetic marker”
are given. The properties and distinguishing features of genetic markers are given. Some mutant marker forms
are described and the feasibility of creating and utilizing collections of mutant marker forms for their practical
use in genetics and breeding of agricultural plants is considered. It is indicated that the main sources of geno-
typic variation, the basis, reflection, and manifestation of which is polymorphism, including marker poly-
morphism, which manifests itself not only at the morphological but also at the biochemical or molecular lev-
els, are mutations and recombinations. The role and significance of the first phenotypic genetic markers
obtained from the fruit fly Drosophila by means of experimental mutagenesis methods is noted:; it allowed
T. Morgan and colleagues to establish the exact location of the genes in the linkage groups and use it as a basis
to create the first genetic “maps”™ of Drosophila chromosomes. The main disadvantages of morphological
genetic markers are that they are few in number and are influenced by environmental factors or depend on
the stage of development of the plant or its organ or tissue in which they are found. In addition, they do not
cover the entire genome, but are located in certain genomic loci, in which the genes are concentrated. This
means that it is not possible to use morphological markers that do not cover the entire genome for the purpose

of genotyping or establishing genetic distances. However, despite these exceptions, morphological markers (a) mut 25 (Sl gene); (b) mut 26 (mC gene); (C) mut 27 (Cu gene);
still remain a relevant and very useful scientific tool in genetic and breeding practices. Many of these markers

are genetically linked to important economically significant and agronomic traits, which makes it possible to (d) mut 28 (yv, coa, and C geneS); (e) mut 34 (mUIt gene); (f) mut
drastically reduce the cost and simplify the production of new forms significant for genetics and breeding. It . .

is noted that the problem of genetic analysis of economically valuable traits can be a field of activity for further 35 (fa gene) ’ (g) mut 36 (gs gene) 9 (h) mUt 38 (u gene)

methodological optimization and “bridge building™ between classical and molecular genetics and plant selec-
tion, as well as other biological disciplines.

Keywords: morphology, phenotype, genetic marker, terminology, marker forms in plants, marker-assisted
selection

Chesnokov et al. 2020



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 mutagcoes multiplas em estoques de elite

2. Hunter & Marker (1957): marcas bioquimicas - proteinas
desenvolveram isoenzimas em gel de amido

3. Hubby & Lewotin (1966)

demonstraram que 30% de loct de 1soenzimas exibiam
polimorfismo em populacoes selvagens de Drosophila



Marcadores Bioquimicos

- Variabilidade observada como resultado da traducao

de RNA em proteinas — ex. isoenzimas

Monomorfismo

Polimorfismo
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FIG. 1. Exemplo de um gel mostrando os eletroforegramas de hordeinas de cinco
cultivares de cevada.

Slots (1), (9) e (18) contém o padrio, cultivar BR 2. Cada slot contém extrato protéico de uma tmica
semente das segumtes cultivares: Embrapa 43 (2), (3). (7). (10), (11), (14); Embrapa 127 (3). (8), (13),
(15); Embrapa 128 (6). (12). (16); Embrapa 129 (4); BR 2 (17). O topo da fizura é a ongem (polo
Ppositivo)


https://www.scielo.br/j/rbs/a/K5HCbvMbpgTjzLH4j5Ppwww/
https://www.scielo.br/j/rbs/a/K5HCbvMbpgTjzLH4j5Ppwww/

Historico de Marcadores

1970s - ferramentas moleculares

desenvolvimento de vetores de clonagem; enzimas de restricao; polimerases;

ligases; Southern (1977), PCR proposto por Mullis & Faloona (1987)

- RFLP proposto por Botstein e a/. (1980) descrito para humanos
- VNTR por Jetfrey (1987)

- RAPD por Rafalski ef a/. (1990)

- SSR (microssatélites) em plantas por Akkaya ez a/. (1992)

- AFLP por Zabeau & Vos (1993)

- SNPs em Arabidopsis por Cho ef al. (1999)



Origem do Polimorfismo Moleculat

1. Mutacoes pontuats - SNPs

A.  ATCTCGTGATTCCTAGTCGTA
TAGAGCACTAAGGGATCAGCAT ex. Sitio EcoRI

B. ATCTCGTGATTATAGTCGTA
TAGAGCACTAATATCAGCAT

2. Pequenas insercoes e/ou delecoes- InDels

A.  ATCTCGTCTAGTCGTA
TAGAGCAGATCAGCAT

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



Marcadores Moleculares

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

Monomorfismo

Polimorfismo




Marcadores Dominantes ou Codominantes
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Marcadores Moleculares - SNPs

Origem do polimorfismo

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

Polimorfismos de base: causados por substituicao de bases nitrogenadas

r_
‘ .C.GATGTATTCGTCTATGCAGTATGCATG,ATGTACTGAT-{?(?'II'ﬁ'ﬁ?’li'lifsi‘tCi'liclﬂfli 'l" .

PEAE TR PR b r e ren it rever gl
. .GCATCTGTACGTAAATC CGTACTCATCGT FTGTACTGAC~GATCAATAGTCGTGATG. .

“
#
TACTCATCGTTGTACCATGTACTGAGCATCATGGCATCCCCGAGGTACTCAAGG . .

OO Rt e e reter et b ket
. .GCATCGTAATTGCACT T TGCTCGTCGTTGT AAGTCGCGGATCAGGCATAGGC AT ..

Substituicao Indel



Aplicacoes de Marcadores no Melhoramento

* Mapeamento gendmico
* Selecao Assistida por Marcadores - MAS

* Selecao Genomica - GWAS
* Clonagem/Identificacio de genes

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



Marcadores Moleculares em Uso



MICROSSATELITES ou SSR

Simple Sequence Repeats = SSR
Sequéncias simples repetidas

Pequenas sequéncias de DNA (1 a 6 nucleotideos) repetidos em linha
(tandem)
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 TAGTTTGTIT GBATATATAA TTATTGTTCG TGTTTTTTTT TTTAATCCAA ACTTTATAAT
CTTTCCAAGT GCTTTTCTCC TCCCTGTCTT TTTCCTCTAC RO A ACACACRIGAGA C TCATA CAGAAAAAGG

AAAAAGGAAA GAAAGAGAAC AGGAGATATA AAAACCTTTT TTCTTTATCA ATTAGATAAT TAGTTATAAA AGTTTTTCTC
CTGCTTCTTA TCCCTCCGCT AAATGCCTGA TTAACTTTCT GCTGGTAAAG ATTTAAAATA ACTTGTTAAT TTTGGACATG

Primer FOR

o >

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN CACACACACACACACACAC NNNNNNNNN NNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN GTGTGTGTGTGTGTGTGTG NNNNNNNNNNNNNN

e

Repetlgao CA/ GT Primer REV



MICROSSATELITES ou SSR

Regides flanqueadoras

conservadas
—>

- e




MICROSSATELITES ou SSR

Biblioteca genomica enriquecida com microssatélites

DNA genémico

' Digestao
Ligacao
l adaptadores

Amplificacao

" Denaturacao
DNA
|

= Hibridizacao
Eﬁ * Seletiva

3“'\

)

Sonda biotinilada

| Biblioteca
=—m——==  enriquecida

|

Amplificacao PCR

!

O Clonagem

l Transformacao

Extracao plasmidial

Sequenciamento

Kijas et al. 1994, Billote et al. 1999



Microssatelites (S
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Microssatélites (SSR)

Seta: alelos genoma B

Musa balbisiana




Microssatélites (SSR)

Vantagens
Baseitam-se em PCR
Altamente reprodutiveis

Codominantes e multialélicos

Desvantagens

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

Custo 1inicial

Baixa saturacao

Ainda apresenta indicagoes de uso



SNP - Single Nucleotide Polymorphism

Polimorfismo de base iinica

Polimotrfismo resultante da alteragao de uma tnica
base

Abundantes no genoma
Codominante e bialélico
Alta processividade — baixo custo por unidade de dado

Ha diversas maneiras de se avaliar a variacao:
Alinhamento e comparacao de sequéncias
Métodos baseados em chips (arrays) — Infinium, Axiom, GoldenGate,..

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

NGS - sequenciamento do genoma, Genotype-by-
Sequencing, RAD-Seq, DArTseq, RES Tseq, RESCAN,...



SNP

Sequenciamento
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SNP

Exemplos de plataforma de genotipagem por SNPs

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
Métodos de NGS para genotipagem

1. Meétodos de reduced-representation —redugao da
complexidade do sequenciamento

Indicado quando auséncia de genoma referencia
Uso em genética de populacoes

Emprega enzimas de restricao para reducao da
complexidade

- Ex. Restriction-site-Associated DINA sequencing (RAD-seq)
2. Baixa cobertura

Uso em estudos de QTL e Marker Assisted Selection
Genotype-by-sequencing (GBS) — baixa cobertura de sequenciamento
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SNP — Genotype by Sequencing

Plant Sample 1 Plant Sample 2
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SNP genotyping
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Screening of SNP markers in a Choudhury et al. (2022)
population
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Target
+

SNP

Subgroup  id5000197

id5000200

id5000204

id5000205

ud5000025

id5000209

id5000217

id5000223

IND
IND
IND
IND
IND
IND
IND
IND
IND
IND
IND
IND

AUS
AUS
AUS
AUS
AUS

AROMATIC
AROMATIC
AROMATIC
AROMATIC
AROMATIC
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Example of patterns of mformative SNPs within and between subgroups. A subset of the nce 44K SNP data
from Zhao er al. 2011 is shown for representative accessions from four subgroups: fndica (IND). aus (AUS),
aromatic (Aromatic). and temperate japonica (TEJ). Eight SNP loci are shown flanking a gene target, with three
SNPs outlined: 1d5000200 is an example of a SNP mostly monomorphic within subgroups, but polymorphic
between indica the others: ud5000025 i an example of a SNP monomorphic within all groups except for two
aus aceessions; and 103000223 is segregatng within indica and avs, and polymorphic between aromatic and
temperate japonica. Tn practice. the minor allele frequencies (MAF) within and between subgroups will be used
as criferia during the SNP selection process.

Thomson 2014



SNP

Vantagens:
Abundante no genoma

Cobertura em alta densidade do genoma
Gera muita informacao 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  Sequenciamento
genética especificos
Tipo de Codominante Codominante
heranca
Numero de Unico Unico
locos
Numero de Viarios Dois

alelos




Uso dos Marcadores no Melhoramento de
Plantas



Aplicagdoes no Melhoramento

* Mapeamento gendmico
* Selecao Assistida por Marcadores - MAS

* Selecao Genomica - GWAS
* Clonagem/Identificacio de genes



Construcao de Mapas Genéticos

Cross between True-breeding Pea Plants

P generation
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Violet White

flowers flowers

Hybridization of true-breeding plants

F, generation

Ganetes made: Gamedtes made.:
AB o b aB Ab AB o b abB Ab
[
All hybrid progeny have violet flowers.
Self-fertilization of hybrid plants b
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F, generation .
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Segregacao de dois locos independentes
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705 224
Violet flowers White flowers

Segrega¢ido de um loco Khan Academy
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Construcao de Mapas Genéticos
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Construcao de Mapas Genéticos
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PARENTAL RECOMBANANT

Frequéncia de Recombinac¢ao = recombinantes x 100%
no. total

Recombinacao = 151 + 154 x 100%
1339 + 1195 +151 + 154

Recombinacao = 10,7%



Construcao de Mapas Genéticos

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

Ligacao genctica

- A heranca conjunta de diferentes locos se da 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
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vassoura de bruxa do cacaueiro

Table 4 Alleles for each of the parental haplotypes (T1, T2, C
and 2) of ‘TSH 1188" and ‘CCN 51’ for each QTL and
representative SNP marker associated with WBD

QTL SNP marker TSH 1188 CCN 51
Allele T1  Allele T2 Allele C1 Allele C2

QTL3.1  Tcm003s33466269 G G G T
QTL4.1  Tcm004s00110232 T C C C
QTL6.T  TcmO006s19715703 T T T C
QTL6.2  Tcm006s25375496 G T G G
QTL7.1 Tem007s10302466 G G A G
QTL9.1  Tem009s08066239 A G A A
QTL9.2  Tcm009s02031341 A G A A

The alleles marked in bold are segregating in MP01 and are also the favorable
alleles associated with WBD resistance

Royaert et al. (20106)

Table 3 Effects of selected QTL, values of the significance level -log,o(P) and % variance accounted for by including markers in the

final QTL model

Marker Chromosome  Position (€M) logio(P)  Trait  TSH-1188 CCN-51 TSH 1188 x CCN 51 % wvariance
Tcm003533466269 Il 8153 3.739 VB 0.069 (0.0483) 0.086 (0.0480) —0025 (0.0479) 06
CB 0.054 (0.0449) 0.209 (0.0446) 0.032 (0.0445) 33
Tem004s00110232 |V 055 6.031 VB 0.177 (0.0483) —0.111 (0.0487) 0015 (0.0486) 29
CB 0.248 (0.0455) —0033 (0.0452) 0.014 (00452) 4.7
Tcm006s19715703 VI 3101 3.679 VB —0.107 (0.0520)  0.190 (0.0551) 0.118 (0.0496) 52
CB —0059 (0.0484) 0.120 (0.0512) 0.036 (0.0461) 25
Tcm006s25375496 VI 61.73 2318 VB 0.015 (0.0551) 0.015 (0.0551) —0.097 (0.0491) 3.1
CB —0.169 (0.0483)  0.0206 (0.0512) —0.111 (0.0456) 54
Tcm007510302466 VI 4755 8.306 VB —0.105 (0.0478) —0.105 (0.0478) 0080 (0.0436) 6.3
CB 0.146 (0.0452) —0.100 (0.0444) -0.139 (0.0452) 34
Tcm009s02031341 X 1373 3.557 VB —0.221 (0.0579) —0.221 (0.0579) —0.094 (0.0500) 6.0
CB —0.065 (0.0498) —0.203 (0.0538)  —0.024 (0.0465) 1.7
Tcm009s08066239  IX 4436 11.24 VB 0.383 (0.0539) 0.057 (0.0573) —0.062 (0.0503) 135
CB 0.239 (0.0501) 0.110 (0.0533) —0.049 (0.0467) 6.2
QTL and Total Observed Expected P-value %
haplotypes Resistant Suscept. Resistant Suscept. resistant
QrLe.1_m 230 m 119 115 115 598601 48.26
QTL9.1_T2 229 188 41 114.5 1145 2.63E-22 82.10
QTL9.1_C1 236° 159 77 118 18 9.41E-08 6737
QTL9.1_C2 218 136 82 109 109 2.55E-04 6239



Mapeamento por Associagao

* Genotipagem de 421 acessos de cacaueiro

e Analisaram 27 caracteristicas ——

* 836 SNPs por GoldenGate Assay

Descriptor/trait

1. Flower, anthocyanin intensity in column of pedicel

(FL_PCOL_C)

. Flower, sepal length (mm) (FL_SEP_LEN)

Flower, anthocyanin intensity on ligule (FL_LIG_COL)
Flower, ligule width (mm) (FL_LIG_WID)

Flower, anthocyanin intensity in filament (FL_FIL_COL)
Flower, style length (mm) (FL_STY_LEN)

~

= E

State [sample size for each trait]

1 = green, 2 = reddish, 3 = red [n = 10].

[n=10]
0 = absent, 3 = slight, 5 = intermediate, 7 = intense [n = 10]
[n=10]

0 = absent, 3 = slight, 5 = intermediate, 7 = intense [n = 10]
[n=10]

7. Flower, ovule number (FL_OV_NUM) [n=10]
Trait TASSEL Marker Chr Puosition TASSEL F TASSEL MLM P TASSEL Marker R FarmCPU P
Flower filment anthocyanin intersity TeSNPIIB3 : 1001 SRE™ o8 NA 8. Fruit, shape (FR_POSH) 1 = oblong, 2 = elliptic, 3 = obovate, 4 = orbicular], 5 = oblate or other (specified). [n = 10
T e TS ——— :;::::.‘ j i;“ Zies 2:”: ;;_.M - 9, Fruit, basal constriction (FR_PBC) 0 = absent, 1 = slight, 2 = intermediate, 3 = strong, 4 = wide shoulder [n = 10]
TesNAd ? 1031 (1059 N 10. Fruit, apex form (FR_PAF) 1 = attenuate, 2 = acute, 3 = obtuse, 4 = rounded, 5 = mammillate, 6 = indented [n = 10]
: Truil shape orbicular TeSNP1351 3 1996 0.104 NA
- TesNRIA77 El [EAE] Q50 NA 11. Fruit, surface texture (rugosity or degree of wartiness) 0 = absent, 3 = slight, 5 = intermediate, 7 = intense [n = 10]
Truit shape oblate TeSNP1477 1215 0nsy NA FR PST)
TeSNPI353 3 31216,120 | 1996 0,109 A (FR_PS
Fruit length esNmmie S |1968454  {16.79 (L7 N 12. Fruit, surface anthocyanin intensity in mature ridges 0 = absent, 3 = slight, 5 = intermediate, 7 = intense [n = 10]
Log (ruit length TeSNPLIID 5 1,969,054 17.56 0.049 NA - -
Log seed length. TeSNPIM 1 8,415,308 1801 0050 LSIE" “‘R—P R(-’M)
LeSNP9s3 4 [2492,052 LIL10 - 7”’"::: 13. Fruit, ridge disposition (FR_PFD) 1 = equidistant, 2 = paired [n = 10]
TeSNP$97 3 A6 0051 601"
TSNPTI 439 s 17 14. Fruit, primary ridge separation (FR_PFS) 1 = slight, 2 = intermediate, 3 = wide [n = 10]
TeSNP13IS 9U85,336 589 0USS
Seed length fem) TSNP R e anz arsE 15. Fruit, pod wall hardness [n = 10] (FR_HH (qualitative); | 3 = < 1.6 megapascals (MPa), 5 = > 1.6 MPa < 2.0, MPa, 7 = > 2.0 MPa
TeSNP344 4 8,445,308 1131 00 T49E" FR QHH (quantitative))
Seed length: widih TeSNPEST 3 23362,296 | 12.08 0.067 =
TSNPT33 B 1749 st 16. Fruit, length (cm) (FR_POL) [n=10]
Log seed lenglh width TeSNPG23 5 549 0055 N N
TSNP 5 271745 17. Fruit, width (¢m) (FR_POW) [n=10]
-, ) ot ks Ty T e 18. Fruit length to width ratio (FR_PODL_W)
H . 0 e
" - TSNS ! " 133 19. Seed, number (FR_BEN) [n=10]
TeSNP1160 4 116.1 L.35E 0261
Lag seed cotyledon mass TCSNP353 1 1212 5ATE™ om7 20. Seed, shape (FR_BES) 1= oblong 2 =elliptic 3 = ovate
TeSNP34 4 a7y 3DE™ 0026
s . TesNPaR 9 21. Seed, cotyledon colour (FR_BEC) 1 = white, 2 = grey, 3 = light purple, 4 = medium purple, 5 = dark purple, 6 = mottled [n = 40]
seed cotyledon mass (g) TeSNP355 1 441 20E™ (X .
TesNpess B 22, Wet bean mass (total) (g) (FR_ZWABW) [n=10]
TCSNPT733 5 , —
. _ i - Lo seed width TeSNE3SS a 873 19E* o2y 23. Cotyledon length (cm) (FR_BL) [n = 20]
! / Seed wldih (e TeSNP355 4 113 £50E* 0034 24, Cutyledon width (¢cm) (FR_BEW) [n=20]
1 Log Pod Index TeSNP355 4 435 20E™ 0028
L TeSNPOAZ 8 1208 5.77E™ [ 25. Cotyledon mass (g) (FR_BW) [n =20]
- : - Pod Index TeSNP3SS 1 29,189575 1.3 B2AF™ 0.0s . .
R . TesNpoR2 s es9147 | 1zel 4395 b 26. Cotyledon length to width ratio (FR_BENL_W)
\ i 27. Pod index The number of pods/fruits required to produce 1 kg of dried cocoa (1000/ (average dried cotyledon

mass x average seed or bean number) [n = 10]
Traits of economic importance are highlighted in bold.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260907.t001



Uso de Marcadores Moleculares na
Conservagao



Genética de Populagoes

Populacio: um grupo de individuos ®

o o, °
da mesma espécie que potencialmente ° o L, ® »
: o

podem se acasalar, produzindo ® ° °

AL - O
descendéncia, e vivem dentro de uma o o, %,
’, ’ . O .
area geografica restrita no mesmo O
petiodo de tempo. e 7

°
Empregar marcadores moleculares ce ° o
. ;e ® o O O o

para definir caracteristicas das ® ®

- . s ® %% oo ®0
populagées de uma espécie para o® ¢ 0
fins de conservagio 00O o



Genética de Populagoes

As espécies em geral nao constituem uma

unica unidade panmitica onde os © o o, ®
o - o o _o ©
individuos se acasalam aleatoriamente em ° ° ® ®
R N o ¢ °
toda a distribuicao da espécie. ¢ o
C o
O @
- Bstao subdivididas em entidades menores, que podem * )
organizar-se no espaco, tempo, ecologia, ... T T
- Podem existir diferentes nivers de subdivisio que ° °
podem ou nao estar hierarquicamente organizados; o O o ° o O o
- As espécies podem estar dividida em grupos ou ® e o
. Co . , o O o0 ® o
regioes e estes divididos em unidades menores... até o ® °
chegarmos a uma unidade basica da populacao que ® 0© © o

constitui um grupo homogéeneo © ®



Estrutura Genética de Populagodes
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Variabilidade genética ndo estruturada Mesmo nivel de variabilidade, Mesmo nivel de variabilidade,
entre populacoes (uma populacao) mas esta organizada mas esta organizada entre e dentro

entre populacdes das populagoes



Diversidade Genética

* A diversidade genética ¢ uma medida da quantidade de
variabilidade existente dentro ou entre populacoes e/ou espécies

* Reducao na diversidade genética — reducao na capacidade de se
adaptar a novas pressoes seletivas, tais como mudancas climaticas,
pragas ou doencgas, mudancas na disponibilidade de recursos —
aumentando risco de extincao



Diversidade Genética

* A diversidade genética pode ser medida por indices a partirde de
marcadores moleculares:
* Numero de alelos
* Numero de locos polimorficos
* Heterozigozidade (Fst ou equivalentes: Gst, Rst, fst)
* Diversidade haplotipica
* Diversidade nucleotidica



Diversidade Genética

100V V

160V A

140 AA

Frequéncia Fenotipica
260/400 = 0,65 vermelho
140/400 = 0,35 amarelo

Frequéncia Genotipica
100/400=0,25V V
160/400=0,40V A
140/400=0,35A A

Frequéncia alélica
360/800=0,45V
440/800=10,55 A



Forcas que afetam a estruturagao genética das populacoes

* Fluxo génico — troca entre populacoes (migracao ou dispersao)
* Deriva genética — mudanca na frequéncia de alelos entre geracoes ao acaso

* Tamanho efetivo - individuos que se reproduzem e conseguem deixar
descendentes)

* Gargalo genético - reducao drastica do tamanho da populacio, com perda de
variabilidade genética

* Efeito fundador - estabelecimento de nova populacao por poucos fundadores
originais
* Selecdao natural — alteracao na adaptacao

* Reprodugio — sexuada x assexuada, comportamento e endogamia



Estrutura Genética de Populagoes

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 Populagdes: recuperacao de ambientes

degradados

Zucchi M. 2004



High rates of pollen and seed flow in Hymenaea stigonocarpa
on a highly fragmented savanna landscape in Brazil

Andrea S. Garcia® - Eduardo A. Bressan' - Maria Victoria R. Ballester -
Antonio Figueira'© - Alexandre M. Sebbenn?
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Table 2 Distance of pollen and seed (minimum and maximum) dispersal
Pollen dispersal (m) Minimum seed Maximum

dispersal (m) seed dispersal

(m)

Mean dispersal distance +2SE 1451+ 307 809 +224 1725+ 308
Median distance 1356 632 1766
Range of dispersal distance 1290 to 3578 39 to 3562 273 to 3914

SE standard error

025 05 075 1

0

125 15 175 2 225 25 275 3
Distance (km)

®m Mininum seed O Maximum seed B Pollen

325 35 375 4



Por que usar marcadores?

Fornece informacoes a respeito de:
Diversidade genética
Endogamia e sistemas de cruzamento
Fluxo genico
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. Definir marcadores moleculares.

3. O que sao marcadores dominantes e codominantes?

5. Quais os tipos de marcadores moleculares?

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

7. Qual a utilidade de marcadores moleculares nos estudos de diversidadep T Tamene

genética e conservacao das espécies? @M[ﬂ f ffﬁjfj
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