Recursos Genéticos Vegetais

= Caracteriza cao x Avalia cao
a Caracteriza cao
= Alta herdabilidade
= Pouca influéncia ambiental
a Avalia cao
= Baixa herdabilidade
= Muita influéncia ambiental




Caracterizacao

Caracterizacao:

. Consiste no registro de caracteristicas
altamente herd aveis, de facil visualizacao e
gue se expressam em todos os ambientes.

Tipos

o Morfologica

o Citologica

o Bioquimica

0 Molecular



Marcadores ou Descritores

Marcador Genético

o Qualquer caracteristica que permiti a distingdo entre dois
individuos ou organismos.

o Deve ser capaz de diferenciar progenitores;
o Deve ser reproduzido na progénie.

Do ponto de vista molecular:  um marcador geneético ou loco
marcador serve para identificar uma regiao do cromossomo

o Deve ter alto nivel de polimorfismo;

o Deve ter estabilidade ambiental;

o Deve detectar grande niumero de locos néo ligados;
o Ser de heranca simples.

Marcador molecular : Todo e qualquer fendtipo molecular
proveniente de um gene expresso

o Marcadores enzimaticos.



Caracterizagcao Motrfologica

Caracteres Qualitativos

m Vantagens
o Heranca simples
o Facil e rapido de mensurar

m Desvantagens

o Sao identificados so a nivel de planta inteira ou adulta;
o Pequeno numero de caracteres morfologicos

o Pouca variacao

o Heterozigotos ndo sao freqlientemente detectados
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Caracterizagao Bioquimica
Vantagens
o Alelos individuais sao detectados
o Heranca simples
o Facil de serem caracterizados
o Efeitos ambientais nao sdo comuns
Desvantagens
o Somente proteinas codificam os genes

o Somente variantes que causam mobilidade podem ser
detectados

o Numero limitado de locos disponiveis
Exemplo: Isoenzimas, marcador de proteinas de sementes..



Caracterizagao Citologica

Vantagens
o S&o encontrados em todas as espécies;
o N&o sofrem efeito ambiental de imediato

o Para algumas espécies s&o os cromossomos sao faceis de serem
observados

o Técnicas simples
Desvantagens

o Nao é possivel para todas as espécies
Tamanho do cromossomo
Caridtipo simétrico

Marcadores Citologicos:

o Knobs

o RON




‘ Caracterizacao Molecular

= Vantagens

o Alelos individuais sao detectados

o Heranca simples

o Nenhum ou pouco efeito  ambiental

o Pode detectar mudancas atraves de todo o genoma
s  Desvantagens

o Caro

o Complexo

o Somente pequeno numero pode ser analisado

= Uso
o ldentificacéo
o Similaridade
o Estrutura da populacao
o Deteccao de um alelo particular

= Exemplos
o RFLP, RAPD, AFLP, etc...




Marcadores moleculares — ex s7tu

l[dentidade

o Determinacéo se um acesso ou individuo foi catalogado corretamente,
mantido propriamente, e se mudanca genética ou erosao ocorreu no
acesso durante a sua conservacao.

Similaridade

o O grau de similaridade entre individuos em um acesso ou entre acessos
dentro da colecao.

Estrutura

o A particdo da variacao entre individuos, acessos, populacoes e
especies. Fatores que influenciam: tamanho da populacao, modo de
reproducao, e migracao.

Deteccao

o Detecta a presenca de um alelo particular ou sequencia de nucleotideo
em um taxon, acesso, populacéo in situ, individuo, etc..



Marcadores moleculares — 77 situ

Localizacao

o Aldentificacéo de populacOes as quais precisam ser conservadas com
base na diversidade genética presente bem como no valor do Rg e as
ameacas a que esta submetido..

Manejo

o O planejamento do manejo para monitorar as mudancas da populacéo
alvo no tempo e a certeza da sua sobrevivéncia na natureza.

Acessibilidade

o A conservacgao in situ € mais interessante para a conservacao
dos recursos genéticos florestais com énfase nas espécies
silvestres relacionadas as cultivadas.



Caracteriza¢ao Molecular
Técnicas
o Baseadas em enzimas de restricéao
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorfism

VNTRs (\Variable Number of Tandem Repeats)

0 Microssatelites ou SSR (Simple Sequence Repeat)
Unidade basica de repeticdo: 2-8 pares de base

0 Minissatélites: 16 — 100 pb

o Baseadas em PCR

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Etc...

Fonte: IPGRI, 1997



‘ Tipos de Marcadores Moleculares

RFLP

Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restri

Q

Q

a

Variacdo a nivel de DNA
Enzimas de restricao

Ambas as fitas de DNA
Sequéncia unica e especifica

Fragmentos
o Pequenos
o Grandes

Peso molecular

Sitio de restricédo
o EcoRl:
5 CAATTC 3
3 CTTAAG 5’

Sondas de DNA
Hibridizacdo dos fragmentos

Fonte: IPGRI, 1997



Vantagens e Desvantagens do RFLP

Vantagens

oL O 000000

Expresséao € codominante

Pode identificar genotipos homozigotos e heterozigotos.
Cobrem, potencialmente todo o genoma do organismo estudado
O numero de marcadores RFLP sao ilimitados.

O nivel de polimorfismo alélico em cada loco € muito maior

Alta estabilidade do DNA

Alta repetibilidade dos resultados

Muito usado na construcéo de mapas geneéticos

Desvantagens
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Técnica muito laboriosa

Inexisténcia de uma biblioteca de sondas
Pessoal técnico treinado

Uso de fésforo radioativo

Fonte: IPGRI, 1997
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PCR- Reacao de Polimerase em Cadeia

PCR
o Reacao de Polimerase em Cadeia
o Amplificacéo de fragmentos especificos de DNA gendém ico
o Enzima copiadora - DNA polimerase
o Sintetiza uma molécula dupla de DNA a partir de um modelo de DNA
o Termoestavel
Taq polimerase
o Thermus agauticus
Processo automatizado
Etapas
o Desnaturagao: 92-95°C
o Anelamento: 35-60°C
Tamanho
Sequéncia do iniciador
o Extensdo: 72°C



RAPD

Marcador dominante
Vantagens
Simplicidade
Rapidez na obtenc&o dos dados
Custo reduzido
Aplicavel a qualquer organismo
Nao emprega radioatividade
Desvantagens
o Baixo conteudo de informacéo genética em cada loco
o Nao permite distinguir gendtipos homozigotos dominantes de heterozigotos
o Baixa reprodutibilidade dos resultados
Requer otimizacao cuidadosa das condi¢cOes experimentais

O 0 O 0O O



Metodo de agrupamento: UPGMA
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Figura 3 - Dendrograma obtido pelo metodo UPGMA a parir das medidas de dissimilaridade genélica entre 75 acessos de Capsicum
spp., com base em 100 fragmenitos polimarficos e 12 monomorficos, expressa pelo complemento aritmelico do indice de Jaccard.

Costa et al. 2006
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Table 1. Comparative assessment of some of the salient characteristics of different molecular genetic screening
technigques

Characteristic RFLPs RAPDs Sequence-  AFLPs PCR
tagged Sequencing
S3Rs

Dievelopment costs (3 per probe) Medium (100)  Low (nonej — High (500] Low inone)—— High {500

Lewel of polymarphism Medlium Medium High Medium Medium

Automation possible o Ves/i e Ves/li fes

Cost of autamation High Mecium High High High

Repeatability High Lo High Medium High

Lewel of training required Lo Lo Low/Medium — Medium High

Cost {8 per assay) High {2.000 Lo (1.00] Lo (1.00] Medium (1.50) High i2.00)

Radisactivity used YesiNo o T Yes/No fes/lo

Samples/day (without automation) 20 all all all 20

Fonte: IPGRI, 1997



