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Aplicacoes de Marcadores no
Melhoramento

 Mapeamento genomico
« Selecao Assistida por Marcadores - MAS
« Selecao Genomica - GWAS
 Clonagem/ldentificacao de genes

* Diversidade genética e filogenia
« Conservacao e caracterizacao de germoplasma
e |dentificacao de acessos
« Selecao de genitores para cruzamentos e
populacoes
* Filogenia e Evolucéao



Genética e Melhoramento

» Selecdo inconsciente e “arte”
«da invencao da Agricultura até seculo XIX

*1900s - Descoberta dos principios genéticos

«1920-50 - Melhoramento genético cientifico
e genética quantitativa e biometria
(fenadtipo é previsor ruim do valor genetico!)

*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 guando associados a
caracteristicas de interesse aumentam a eficiéncia

de selecao
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Mas o que € um Marcador Genetico?

O ideal seria sequenciar todos os genotipos, mas.....
Se usa Marcador Genético ou Molecular como proxy!

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

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

Tipos:
Morfologicos
Bioguimicos (isoenzimas)
Moleculares — DNA (microssatélites, SNPSs)




SEQUENCIAMENTO DE DNA




Historico de Marcadores

1. Karl Sax (1923): prop0s método para localizacao de
QTLs

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

Problema: auséncia de mutacdes multiplas em estogue
de elite, baixa viabilidade

2. Hunter & Marker (1957): marcas bioquimicas -
proteinas

desenvolveram isoenzimas em gel de amido
3. Hubby & Lewotin (1966)

demonstraram gue 30% de loci de isoenzimas
exibiam polimorfismo em populacdes selvagens de
Drosophila
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MARCADORES MORFOLOGICOS
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MARCADORES BIOQUIMICOS

Variabilidade observada como resultado da traducao de RNA
em proteinas

Monomorfismo
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MARCADORES MOLECULARES

Variabilidade surge por mutacao, que é a base para identificacao de
marcadores

Monomorfismo

Polimorfismo




MARCADORES DOMINANTES E CODOMINANTES?

Dominante

Codominante

150 pb

100 pb



MARCADORES MOLECULARES

Origem do polimorfismo

Polimorfismos de tamanho: originados por indels (insercdes ou
delecdes)

Polimorfismos de base: causados por substituicao de bases
nitrogenadas

r~
. CGATGTATTCGTCTAT(GCAGTATGCATGATGTACTGAT-GGTATCTTGCTCTTATT. .

IR NN R R R N A RN R AR RN R N AR NN AR
. .GCATCTGTACGTAAATC CGTACTCATCGT TGTACTGAC-GATCAATAGTCGTGATG. .
.

—_— —

. TACTCATCGTTGTACCATGTACTGAGCATCATGGCATCCCCGAGGTACTCAAGG . .

FELERT R rrer e rrrenrreernterteyrry bttt
. .GCATCGTAATTGCACT T TGCTCGTCGTTGT AAGTCG CGGATCAGGCATAGGC AT . .

Substituicao Indel



MARCADORES MOLECULARES

Heranca

Dominantes: nao se identificam heterozigotos

Codominantes: identificam-se heterozigotos

Pi P2 F; Pir P2 F1




ALGUNS EXEMPLOS DE MARCADORES
MOLECULARES



MICROSSATELITES ou SSR

Simple Sequence Repeats
Sequéncias simples repetidas

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

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 especificos



MICROSSATELITES

Biblioteca gendmica enriquecida com microssatélites

. ! Biblioteca
DNA genomico =———m———==  enriquecida
l Digestao l
T Ligacao Amplificacao PCR

l adaptadores

a0 0 e A e

"—l - é Clonagem
|

Amplificacao

l Transformacao
Denaturacao
l Extracao plasmidial

== Hibridizacao
*M Seletiva
@ — Sequenciamento

Sonda biotinilada Kijas et al. 1994, Billote et al. 1999



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 TAGTTTGTTT GGATATATAA TTATTGTTCG TGTTTTTTTT TTTAATCCAA ACTTTATAAT
CTTTCCAAGT GCTTTTCTCC TCCCTGTCTT TTTCCTCTAC RO NOAOAAOACACABAGAIBAGHCTCATA CAGAAAAAGG

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

Primer FOR

—>

NNNNNNINNNNNNNNNNNNNNN CACACACACACACACACAC NNNNNNNNN NNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN GTGTGTGTGTGTGTGTGTG NNNNNNNNNNNNNN

<

Primer REV

Repeticao CA/GT



MICROSSATELITES

Regides flanqueadoras

conservadas
—

-t




Microssatelites (SSR)

318 128 330 48 350
290 308 318 320 330 349 350 368
CGACARGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCGTTATGAATEC ACAG A ACCATCTRAGCTCRACGATECARTACAC AR AAG AGAGAGAGAB AGAGAG AGAGAGAGAG AGC TAGCCAGGAGATETGAATGC AAAE

(TC),. (AG)y4




Microssatelites (SSR)




Microssatélites (SSR)

Seta: alelos genoma

B

Musa balbisiana




MICROSSATELITES

Vantagens
Baseiam-se em PCR
Altamente reprodutiveis
Codominantes e multialélicos

Desvantagens

Ha necessidade de informacdes de sequéncias oriundas de bibliotecas
gendmicas ou de cDNA

Elevado custo inicial



SNP

Single Nucleotide Polymorphism
Polimorfismo de base uUnica

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

Ha diversas maneiras de se avaliar a variacao:
Alinhamento e comparacao de sequéncias
Métodos baseados em géis
Meétodos baseados em chips
Sequenciamento de 22 geracao, etc.



SNP

Sequenciamento
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SNP

Exemplos de plataforma de genotipagem por SNPs

Genotyping SNP x sample ST o _
Platform Technology combinations Capital investment  Cost per sample  Advantages
Illumina Infinium Fixed amav 3.072 - 700K SNPs x High Moderate to Highly
iSelect HD ‘ ’ 24 samples (1Scan) high multiplexed
50K SNPs x 384 . .
Affymetrix Axiom  Fixed array  samples: 650K SNPs , ngl.l Modgate 0 Hl.ghly
’ ’ (GeneTitan) high multiplexed

X 96 samples
Very High

Douglas Array Flexible, 1 SNP/sample x (Newar. Soelles Verv low Ultra
Tape PCR-based  76.800 reactions/reel o ' ’ high-throughput
Araya) § §
. . ‘ 96 SNPs x 96 Moderate
Fhuchgill;?imamlc PEIEXE;E; q samples: 24 SNPs x  (IFC Controller. Low High-throughput
Ay o 192 samples FC1. EPI)
. _ Low to moderate Lots of data
RE-based GBS Genotyp e by _MIOK-I?OK SNPs x (NGS outsourced or Low to relative to
sequencing 96 or 384 samples . moderate _
in-house) the cost
: . Variable Low fo moderate Multiple
Amphcgn Genotyp e by (e.g. 20-500 SNPs x (NGS outsourced or Low to targeted loci
sequencing sequencing O . moderate ©
48-384 samples) in-house) at once

Thomson 2014


https://www.plantbreedbio.org/journal/view.html?uid=137&vmd=Full&
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SNP

Target
J'9

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
AROMATIC
AROMATIC

Example of pattens of ifomative SNPs within and beween subgrougs. A subset of the rice 44K SNP date
from Zhao ef ol. 2011 15 shown for seprescatatve accessions om four subgroups: indica (IND). qus (AUS),

aromric (Aromatc), and femperete jponica (TET). Eight SNP loe are shown fanking a gene terget, with three
§NPs outhued: id3000200 15 am example of a SNP mostly monomomphuc withm subgroups, but polymorphic
befween udica the others, wdS000025 is an example of a SNP monomorphic witin all croups except for two
s aceessions; and 5000023 1§ segregating within fdica and s, and polymonphic befween aromatic and
temperae faponica. T pracice, the monor allele frequencies (MAF) wilin and between subgroups wll e used
4 crteria during the SNP' seleeton process.
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SNP — Genotype by Sequencing

Plant Sample 1 Plant Sample 2

YA A

“WX " Genomic DNA mic DNA isolation n X
T andTibrary preparation  +

B Next Generation u
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== Sequencing Platforms
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SNP genotyping

Development of SNP markers

l

Screening of SNP markers in a
population

Choudhury et al. (2022)



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, é barato)



COMPARACAO DOS MARCADORES

Base genética PCR com primers Sequencia-mento
especificos

Tipo de heranga Codominante Codominante

NdGmero de locos Unico Unico

NUmero de alelos Varios Dois




USO DOS MARCADORES NO
MELHORAMENTO DE PLANTAS



CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Mapa genético: representacao de ordem e distancia entre
marcadores genéticos

Ligacao genética

2 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



CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

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

Pl
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Retrocruzamento
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CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Populacao de retrocruzamento genotipada com trés locos AFLP

Calculo da fracao
de recombinacao:

Nyecombinantes

rij = n
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Comparando dois locos polimorficos

Marcador i

Marcador j
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N3o recombinante Recombinante




CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Leitura do gel
12 15 Lo s Lo 17 1o 15 L0 | 53 e Las Lo 7 a8 L3 | 20
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Mapa genético



SELEGCAO ASSISTIDA POR MARCADORES

Suscetivel

P, X
—/ l
K
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Resistente
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Milhares de plantas l
sdo genotipadas F,
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A selegdo fenotipica é baseada em marcadores de DNA
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QTL resisténcia a
vassoura de bruxa
do cacaueiro

Table 4 Alleles for each of the parental haplotypes (T1, T2, C1

and (2) of TSH 1188"and 'CCN 51" for each QTL and
representative SNP marker associated with WBD

Qi SNP marker TSH 1188 CCN 51
Allele Tt Allele T2 Allele C1 - Allele C2

Q3.1 Tem003533466269 G G G T
Q741 Tcm004500110232 T C C C
QTL6T  Tem006s19715703 T T T C
Q762 Tcm006s253754% G T G G
Q7.1 Tem007510302466 G G A G
Q9.1 Tem009508066239 A G A A
Q9.2 Tem009502031341 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. (2010)

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

final QTL model

Chromosome

wh f"wfﬂ Ta {“ud-:’

Vi

VIVl

1X

Marker Chromosome ~ Position (M)~ -logyol) ~ Trait  TSH-1188 CCN-51 TSH1188x CCN 51 % variance
Tem003s33466269 1l 8153 3739 VB 0.069 (00483) 0.086 (0.0480) -0025 (0.0479) 06
(B 0.054(0.0449) 0.209 (0.0446) 0032 (0.0445) 33
Tem004s00110232 IV 055 6,031 VB 0.177(0.0483)  -0.111(0.0487) 0015 (0.0486) 29
(B 0.248(0.0455  -0033 (00452) 0014 (00452) 47
Tem006s19715703 VI 3101 3679 VB =0.107 (0.0520) 0.190 (0.0551)  0.118 (0.0496) 52
(B -005900434)  0.20(0.0512) 0036 (00461) 25
Tem006s25375496 VI 61.73 2318 VB 0015 (00557) 0015 (0.0557) -0097 (0.0491) 31
(B -0.169(0.0483) 00206 (0.0512)  -0.111 (0.0456) 54
Tem007510302466 VIl 4755 8.306 VB -0.105(0.0478) -0.105(0.0478) 0080 (0.0436) 63
(B 0.46(0.0452)  -0.100 (0.0444) -0.139 (0.0452) 34
Tem009s02031341 X 1373 3557 VB =0.221(0.0579) -0.221(0.0579) 0094 (0.0500) 60
(B -0065(00498)  =0.203 (0.0538) -0024 (0.0465) 17
Tem009508066239 X 4436 11.24 VB 0383(0.0539) 0057 (0.0573) -0062 (0.0503) 135
(B 0.239(0.0501)  0.110(00533) ~0.048 (0.0467) 62
QTLand Total Observed Expected P-value %
heplotypes Resistant Suscept. Resistant Suscept, resisant
QT 230 1 19 115 15 598E-01 48.26
QrLe.1._T2 229 183 4 1145 145 2.63E-22 82.10
QT Q1 236° 159 77 118 18 941E-08 6737
QT Q2 218 136 82 109 109 25504 6239


https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-016-2415-x

USO DOS MARCADORES EM ESTUDOS DE

DIVERSIDADE E CONSERVACAO

Qlum G

Distribuicao geografica

Filogénia



POR QUE USAR MARCADORES?

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

Auxilia na definicao de estratégias de manejo e conservacao

Ajuda a organizar colecoes de germoplasma



POR QUE CONSERVAR?

A variabilidade é a base da evolucao

Espécies com baixa variabilidade tem seu potencial evolutivo
reduzido

Ex: uma praga que mata um individuo, numa populacdo com baixa
variabilidade, mata todos!

Base para o desenvolvimento de novas cultivares
Alimentos mais ricos em nutrientes
Variedade mais produtivas



MARCADORES DOMINANTES

Calculo de similaridade genética: coeficiente de Jaccard

a
Y a+b+c

S

Em que:
2 a =n2de locos com alelos presentes nos individuos i e j
o b =n?2delocos com alelos presentes em i e ausentesem j
o ¢ =n2delocos com alelos ausentes em i e presentesem j
Individuos
L]

N I

Caso q | e w—

Caso b | v

Casoc —




MARCADORES DOMINANTES

S a
2" a+b+c
S a
B a+b+c
S a
23 a+b+c

Conclusao: sao mais similares os individuos
e mais diferentes os individuos




ESTUDO DIRIGIDO

1. O que sao marcadores moleculares?

2. 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?

7. Qual a utilidade de marcadores moleculares nos estudos de diversidade genética e
conservacao das espécies?

PENCILS | MARKERS

nZzza

GENETIC

Leitura

Guimaraes et al., 2009




