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J. curcas L.

v’ Alternativa nao-alimenticia para producéo
de biodiesel

v’ Pouco conhecimento sobre a espécie
(toxicidade)

v’ Biologia molecular restrita (50 seqiiéncias
no GenBank)

v'2n=22 cromossomos mas genoma de
tamanho desconhecido
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Tamanhos de genomas

Espécie Genoma
Arabidopsis thaliana 125 Mb

Populus trichocarpa 480 Mb

Manihot esculenta 809 Mb

Jatropha curcas ?7?7?

Hevea brasiliensis 2107 Mb
Homo sapiens 3200 Mb
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Identificacao e caracterizacao de
genes associados a caracteristicas
de interesse agronémico

v'Produtividade
v'Uniformidade de maturacao de fruto
v'Toxidez

v'Latex

Estratégias

v'Banco de ESTs
v “Sample sequencing”

v'Biblioteca de SSRs
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Estratégia ESTs

Diferentes tecidos em diferentes estadios de
desenvolvimento serao utilizados:

v Meristema floral;
v' Embrido;
v Cotilédone;

v’ e outros tecidos.

Meta: ~150.000 ESTs
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Microarranjo (Nimblegen)

v’ Total de sondas: 385.000 de 60 bases

v'Cada gene pesquisado € interrogado por
10 sondas

v'Cada gene ¢ interrogado 2 vezes e ha
inumeros controles

v'Um total de 20.000 ESTs podem ser
interrogados

Caracterizagao da expressao génica em acessos
contrastantes de J. curcas para caracteres de
interesse agronémico

v' 20.000 ESTs serdo escolhidos e utilizados para confecgdo de gene
microarranjos
Produtividade;
Toxidez da torta;

Uniformidade de maturagao dos frutos.

v" Acessos contrastantes (p.ex.; 2 alto éleo x 2 baixo 6leo) para cada uma
das caracteristicas de interesse terdo a expressao génica caracterizada.

v Tecidos utilizados para caracterizagédo da expressao:
= Semente para quantidade de dleo e toxidez da torta;
= Meristema floral para maturagéo de frutos.
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Sample Sequencing

Seq.

Gendmicas 4
Transposons v,
¢ N Introns
Promotores Codon

Pirosequenciamento (plataforma 454, Roche)

Emulsao dleo (reagentes):

DNA genémico 1 amostra/granulo
quebrado em pedacgos I
aleatérios, ligagao do >

adaptador (5’ Biotina) e

s.eparagéo em fita .i § ,1’ f" l *_.-r'

simples

Cada gota contendo o

granulo é mantida isolada
para evitar contaminagao i Amplificagdo
e consegue produzir 10 l J“

Clonal (PCR)

milhées de copias numa

reagao de
piroseqiienciamento _h—
] - - ..-'
" ._Iagfmh,fﬂf;:’l: l.:‘ !
. !
Mix reagentes - PCR VI ':-‘:l ‘l,
na emulséo de 6leo j-” : - el
BYE .-r a4

o e Pico Titer placa
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Seqiienciamento por sintese
Piroseqiienciamento Camara de fluxo
contendo as amostras e

(1,6 milhoes/slide)

.;'i ~ asfibras épticas 37 ATCGTTGCACGTCGACGTA
Camera de ¥ : 5" TAGCAACG
ccb ‘} - N
! =) dGTP
e G PP,
I / |
_ : ATP sulfurilase
| [ | "H. . Bombeamento 1
— 1 > de fluidos
ATP

m
/ﬁ -iii’ Lucif!erase

Computador 1

Um

pmol de DNA numa reagdo de

piroseqienciamento produz 10" moléculas de ATP
gerando mais de 10° fétons, num comprimento de
onda de 560 nm, e num periodo de 3-4 segundos.

Facilmente detectado por uma camera de CCD.

Sanger vs Pirosequenciamento

SANGER Piroseqiienciamento
v Depende de clonagem em L
bactéria (2 semanas de ¥ Nao ha clonagem
trabalho)
v 1 milh&o de pb em 24 horas v 25 milhdes de bp em 4 horas
(100x mais rapido)
v" Reads de ~700 bp v" Reads de ~200-300 bp
¥ Clones de fita dupla v Fragmentos fita simples néo
permitem sequenciamento permitem seqilienciamento em
em ambas diregbes (facilita ambas direcbes
orientacdo e montagem)
v 6 meses de seqilienciamento, v' 24 horas para sequenciar o
24 horas por dia, para genoma de um fungo
sequenciar o genoma de um
fungo v Reducdo de custos: uma corrida
v" Cada Mb custa U$ 8.000- (50-100Mb) custa U$15.000,00
10.000 (R$ 16.000 — 20.000) (R$ 30.000,00)
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Biblioteca SSRs  Genoma

CA, AAT,
ATG, TAGA
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Identificagcao de microssatélites
e validacao

v Para um programa robusto de melhoramento ha
necessidade de grande quantidade de marcadores
(ideal saturagao de mapa fisico);

v Microssatélites sao repeticoes de 1-6 nucleotideos em
tandem, altamente polimérficos;

v Sdo amplificados por PCR: altamente reprodutiveis,
técnica simples e baixo custo;

v Acessos contrastantes para caracteristicas de interesse
agrondbmico serdo utilizados para validar os
microssatélites.

ﬂ

Jatropha curcas L.

i ESTs SS B. SSR

v

/ \ "2
Caracterizagéo Ml Caracterizagéo
fenotipica e d  genotipica
| ]
Acessos
contrastantes
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@ Produtividade
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Microarranjos

Melhoramento Genético
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