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Mas o gue € um Marcado Molecular?

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)
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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?
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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. .
.
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. 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
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l Transformacao
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l Extracao plasmidial
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@ — 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
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Primer REV

Repeticao CA/GT



MICROSSATELITES

Regides flanqueadoras

conservadas
—
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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)14




Microssatelites (SSR)




Microssatélites (SSR)

Seta: alelos genoma

B

Musa balbisiana




MICROSSATELITES

Vantagens
o Baseiam-se em PCR
o Altamente reprodutiveis
0 Codominantes e multialélicos

Desvantagens

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

o 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

MU

.. A G G A T A C C T G ...

Alinhamento de
seguéncias

AW MM




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&

SNP

Vantagens:
o Abundante no genoma
0 Cobertura em alta densidade do genoma
0 Gera muita informagao em pouco tempo
o Marcador codominante (bialélico)

Desvantagens:

o 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 EM ESTUDOS
GENETICOS



CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Mapa genético: representacao de ordem e distancia entre
marcadores genéticos

Ligacao genética

o 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
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CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Populacao de retrocruzamento genotipada com trés locos AFLP

Calculo da fracao
de recombinacao:

Nyecombinantes
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Comparando dois locos polimorficos

Marcador i

Marcador j
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CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Leitura do gel
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ESTUDOS DE GENETICA DE POPULACOES
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Como se define a estrutura genética de uma
populacao:

* Frequéncias genotipicas (por loco)
P=f(T)=400/700=57,14%
PQ = f (AT) = 200/ 700 = 28,58%
Q=f(A)=100/700 = 14,28%

P+PQ+Q-=100%
* Frequéncias alélicas ou gaméticas (por loco)

p=f(T)=P+%PQ /N=400+100/700=0,7143
g=f(A)=Q+%PQ/N=100+100/700=0,2857

ptq=1



SELEGCAO ASSISTIDA POR MARCADORES
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A selegdo fenotipica é baseada em marcadores de DNA
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USO DOS MARCADORES EM ESTUDOS DE

DIVERSIDADE E CONSERVACAO

Qlum G

Distribuicao geografica

Filogénia



POR QUE USAR MARCADORES?

Fornece informacodes a respeito de:
o Diversidade genética

Endogamia e sistemas de cruzamento

Fluxo génico

Paternidade

o o o 0O

Sexagem

Auxilia na definicao de estratégias de manejo e conservacao

Ajuda a organizar colecoes de germoplasma



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 J

N I 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




Geneética da Conservacao

A genética da conservacao € um
subcampo interdisciplinar da genética que
visa compreender a dinamica dos genes
em populacoes principalmente para evitar
a extincao. Por isso, aplica meétodos
genéeticos para a conservagao e
restauracao da biodiversidade.



A Biologia da Conservacgao estuda os individuos
e as populacdes que tem sido afetadas por
perda do seu habitat, exploracao antropica e
mudancas ambientais. O conhecimento advindo
dessas populacdes orienta as decisdoes que
possam garantir a sua sobrevivéncia. A Genética
estuda a transmissao dos caracteres de geracao
a geracao e 0s genes responsaveis pela heranca.
As duas areas da ciéncia formam a Genética da
Conservacao.

https://learn.genetics.utah.edu/content/science/conservation/



A Genética da Conservacgao
combina abordagens da
ecologia, genética de
populacoes, modelagem
matematica, e da taxonomia
evolutiva.

E uma ciéncia fundamental
mas também aplicada.
Primeiramente, o0s cientistas
devem entender as relacoes
genéticas e taxondmicas entre

0S organismos sob estudo.
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Principais fatores que interferem nas
estratégias de conservagao da
diversidade natural:

1. Mudancas no tamanho das populacoes

2. Isolamento geografico

3. Adequada identificacao e inventario dos organismos
Analise da diversidade com base em informacao
cientifica

4. Interpretacao e manejo

5. Mudancas climaticas drasticas

5. Decisao politica



1. Tamanho da populacgao :

A vigilancia de pequenas
populacoes é fundamental, porque
elas sao particularmente sensiveis
a mudanca. Catastrofes naturais,
mudancas ambientais ou mutacoes
genéticas podem causar uma
diminuicao no tamanho da
populacao. Quando a populacao de
uma espécie €& peguena para
comecar, uma maior reducao de
seus numeros remanescentes pode
reduzir a diversidade genética.




2. Isolamento Geografico

Mesmo uma grande populacao pode perder diversidade genética.
O isolamento geografico pode acontecer se uma nova barreira for
imposta através de um habitat. Por exemplo, se um reservatorio
de rio é construido por uma barragem, uma populacao de peixes
pode ser dividida em dois grupos. Por acaso, o conjunto de
variantes genéticas nas duas populacdoes separadas pode diferir
uma da outra.




diferentes grupos de espécies: plantas, insetos, aves, mamiferos



/\_,/’\ Ocorréncia de uma
espécie abundante

€ UMma rara

 Construcao de uma
barragem

* |solamento da
espécie rara e
possivel extincao




3. Identificacao, inventario e
analises

a.Definir populacoes e areas de interesse.
Como ha muitos organismos, as espécies
ameacadas de extincao geralmente tém
prioridade.

b. Observe a populacao. Quais sao as
formas conhecidas da espécie? Quais sao
os parentes conhecidos da espécie? Quais
sao as caracteristicas fisicas utilizadas para
classificar as diferentes formas e espécies?




c. Formar hipoteses sobre relacoes
entre populacdes ou espécies e teste
essas hipoteses examinando
caracteristicas genéticas (dados de DNA
ou proteinas).

d. Utilizar modelos matematicos para
analisar os dados. Determinar quanta
diversidade existe em populacdes
separadas da espécie, bem como a taxa
em que os genes sao trocados entre as
populacoes (fluxo génico).




4. Interpretacao e
manejo

Cientistas e gestores trabalham
juntos para identificar
organismos ameacados. Para
desenvolver uma estratégia de
manejo, eles investigam o
habitat do organismo:

a. Determinar o grau em que o
organismo €& adaptavel a varias
temperaturas, solos e condicoes
de agua.




b. Examinar fatores qgue
influenciam a diversidade genética,
como polinizadores de plantas. A
saude das espécies polinizadoras
pode ser critica para a
sobrevivéncia de wuma espécie
vegetal ameacada de extincao.

c. Estudar ameacas a integridade
do habitat da espécie, incluindo
fatores humanos e climaticos. Uma
vez que todos os aspectos da
populacao e seu ambiente sao
compreendidos, 0s  cientistas
podem desenvolver um plano de
preservacao inteligente.
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Tamanho da populacao adulta de um marsupial em Mount Buller, Australia. As
médias ao longo dos anos (barras sao desvios) sao conectadas pela linha sdlida.
As setas indicam os anos em que seis machos foram introduzidos das
populacdoes do Monte Higginbotham para a populacao do Monte Buller.



5. Mudancas climaticas

As mudancas climaticas
drasticas e que ocorrem
em curto periodo de
tempo afetam a
diversidade genética,
resultando em efeito
gargalo e podendo
extinguir a  espécies.
Como exemplo podemos
citar os recifes de corais.




Estimativa de parametros estatisticos usados para mensurar a
variacao em um carater quantitativo: largura da concha de um
caracol (filo Mollusca) ameacado de extincao no Taiti (Polinésia

francesa, no Pacifico Sul)
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Largura média (em cm) da concha de 40 casais e filhos

Parental Offspring Parental Offspring Parental Offspring
means  means means  means means  means
(P) (0) (P) (0) (P) (0)

1 6,8 7,3 15 7,5 7,3 28 7,8 7,5

2 69 7,4 16 7,6 7,7 29 79 7,6

3 69 7,6 17 7,6 7,7 30 7,9 7,7

4 71 7,5 18 7,6 7,9 31 7,9 7,7

5 73 7,3 19 7,6 7,4 32 7,9 7,7

6 73 7,2 20 7,6 7,5 33 79 7,8

7 73 7,4 21 7,6 7,4 34 8,0 7,7

8 74 7,7 22 7,7 7,6 35 8,0 7,9

9 7,5 7,6 23 7,7 7,9 36 8,0 7,8

10 7,5 7,5 24 7,8 7,5 37 81 7,8

11 7,5 7,7 25 7,8 7,8 38 §1 7,8

12 7,5 7,4 26 7,8 7,9 39 81 7,9

13 7,5 7,8 27 7,8 7,6 40 8,5 8,1

14 7,5 7,6




. Calcular a média dos pais (Parents)

. Calcular a média dos filhos (Offsprings)

. Calcular a variancia fenotipica dos pais (Parents)

. Calcular a variancia fenotipica dos filhos (Offsprings)

. Calcular o desvio padrao dos pais (Parents)

. Calcular o desvio padrao dos filhos (Offsprings)

. Calcular o valor da covariancia entre filhos e pais = Cov(PO)
. Calcular o valor da correlacao entre filhos e pais = r (PO)

. Calcular o valor da regressao entre filhos e pais =
b = estimativa da herdabilidade




