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RESUMO: O objetivo do presente estudo foi
estimar o desequilibrio de liga¢éo (LD) e determinar
a estrutura populacional utilizando SNPs no ciclo C-
9 de selecéo recorrente em milho-pipoca da UENF,
a fim de obter informag0des relevantes para estudos
posteriores  envolvendo  selecdo  recorrente
gendmica e associacdo gendmica ampla. O estudo
contou com 200 individuos, os quais foram
genotipados, e sdo potenciais genitores das familias
endogamicas S1 que serdo utilizadas em ensaios
de progénies. Foram utilizados 21442 SNPs, sendo
gue pouco mais de 10 % foram monomorficos e
aproximadamente 35 % com MAF > 0 e <0.05.
Foram observados poucos dados perdidos, com
magnitude inferior a 5%, para a quase totalidade do
marcadores. Ao analisar os resultados (PCA e
heatmap) pode-se constatar que os individuos
apresentam um grau de parentesco muito baixo e
ndo ha indicacdo de formagdo de diferentes
estruturas populacionais, que é condizente com a
estratégia de selecéo recorrente intrapopulacional, a
partir da UENF-14. O algoritmo de Evanno permitiu
identificar 2 grupos genéticos dentro da populagéo
de selecdo recorrente da UENF, porém, este
resultado ndo é consentdneo com as estimativas de
GRM (Genomic Relationship Matrix) e pela origem
dos gendtipos, em que uma Unica populacdo foi
considerada para obtencéo dos ganhos genéticos. A
andlise de LD constatou que a metade do
decaimento ocorreu em 109,940 Kb, o que fornece
informacdes estratégicas importantes para estudos
posteriores de selecdo genémica.

Termos de indexacgdo: desequilibrio de ligagéo,
selecao recorrente gendmica, estrutura populacional

INTRODUCAO
Selecdo Recorrente (SR) é uma eficiente
estratégia de melhoramento populacional, tendo em
vista que a populacdo melhorada pode ser
recomendada como cultivar, e/ou ser base para
obtencéo de linhagens elite. Desta forma a SR é um
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dos métodos de melhoramento mais utilizados para
vérias espécies como € o caso do milho-pipoca.
Porém, este procedimento é trabalhoso e demanda
muito tempo, pois a cada ciclo de selegédo
geralmente sdo realizadas trés etapas: obtencao
das progénies, avaliagdo e recombinacdo das
familias superiores. Desta forma, o tempo
necessario para completar um ciclo de SR pode
requerer de 2,0 a 2,5 anos, o0 que reduz muito os
ganhos genéticos anuais (Hallauer et al., 2010).
Com a utilizacdo da Sele¢do Recorrente Genémica
(SRG) — procedimento que utiliza os principios da
Selecdo Genbmica Ampla (GWS) - pode-se
diminuir o tempo demandado para cada ciclo de
selecdo (Heffner et al., 2009), pois a SRG possibilita
realizar as fases de avaliacdo e recombinacédo
simultaneamente. Esse método proporciona uma
forma de selecdo precoce direta, ou seja, atua
precocemente sobre 0s genes expressos na idade
adulta (Fritsche Neto, 2011). Além do mais, a
predicao do valor genético utilizando as informacdes
de marcas genéticas tem se mostrado mais
acurada, do que as avalia¢Bes tradicionais que séo
baseadas exclusivamente no pedigree (Crossa et
al., 2014).

Contudo o sucesso da GWS e dos estudos de
associacdo gendmica ampla (GWAS) dependem da
extensdo do desequilibrio de ligagdo (LD) ao longo
do genoma. Uma vez que idealmente para a
selecdo genbmica todos os genes que contribuem
para a variagdo do carater estarao em desequilibrio
de ligacdo com pelo menos um marcador, na
populacdo em estudo (Goddard & Hayes, 2007).
Dessa forma o decaimento do desequilibrio de
ligacdo (LD) sobre a distdncia fisica em um
populacdo determina a densidade da cobertura por
marcadores necessaria para realizar analises
genbmicas. Por exemplo, se o LD decai
rapidamente, uma densidade mais elevada de
marcadores € necessaria para obter marcadores
localizados perto o suficiente de loci funcionais (Yu
& Buckler, 2006).
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Outro fator crucial principalmente para a GWAS
€ a estrutura populacional, uma vez que varias
associacOes espurias podem ser devido a padrdes
estruturais (Yang et al., 2014). A estrutura em uma
populacdo que ocorre naturalmente devido a

processos dispersivos (deriva genética),
sistematicos (mutacdo, migracdo e selecdo), bem
como acasalamentos controlados, comumente

observados em populacées de melhoramento. No
caso da GWS, o efeito da estrutura teria maior
impacto na extrapolacdo do modelo preditivo para
outra populacdo néo relacionada (Wray et al., 2013).

Portanto, a proposta do presente estudo foi de
estimar o desequilibrio de ligacdo e determinar a
estrutura populacional utilizando SNPs no ciclo C-9
de sele¢do recorrente em milho-pipoca da UENF, a
fim de obter informacdes relevantes para estudos
posteriores  envolvendo  sele¢cdo  recorrente
genbmica e associagdo gendbmica ampla.

MATERIAL E METODOS

A populacao utilizada nesse estudo é referente ao
nono ciclo (C-9) de selegcdo recorrente
intrapopulacional de milho-pipoca da UENF, essa
populacado foi concebida pela recombinagcédo das 30
familias de irm&os completos selecionadas no ciclo
anterior (C-8). O presente estudo contou com 200
individuos, potenciais genitores das familias
endoga@micas S; que serdo utilizadas em ensaios de
progénies.

A extracio do DNA genbmico foi realizada
utilizando-se o kit de extracdo QIAGEN (DNeasy®
Mini Kit), conforme exigéncias da empresa de
genotipagem, uma vez que a técnica exige
concentracdes adequadas e excelente integridade
molecular. O material vegetal a ser utilizado no
processo de extracdo foi proveniente de tecido foliar
jovem, coletado individualmente dos gendtipos
genitores. A quantificagdo do DNA foi realizada por
meio de kits especificos para o fluorémetro QubitTM
(invitrogenTM), a exemplo o Qubit® dsDNA BR
(molecular probes® by life technologies). As
imagens da integridade das amostras extraidas
foram foto documentadas em gel de agarose a 1 %,
utilizando o quantificador de peso molecular DNA
Lambda (invitrogenTM).

As andlises moleculares e de bioinformatica
foram realizadas na RAPID GENOMICS LLC, sendo
esta uma empresa incubada na Florida University,
em Gainesville-Flérida-USA. Para a genotipagem,
foram utilizados cerca de 22000 SNPs,
disponibilizados pela empresa responséavel, que
realizou o processo de hibridizagdo entre as sondas
e as sequéncias de DNA de milho-pipoca
disponibilizadas.

Para determinar a estrutura populacional foi

utilizado o software R (R Development Core Team,
2013), com o qual foi estimada a matriz de
parentesco gendmico, usando todos os marcadores
com Minor Allele Frequency (MAF) > 0.05 (GRM-
Genomic Relationship Matrix) usando a funcéo
A.mat do pacote rrBLUP (Endelman, 2012), e pela
GRM foi realizado a andlise de componentes
principais (PCA). Para complementar a avaliacdo da
estrutura populacional, foi realizada a inferéncia
Bayesiana implementada pelo programa
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), sendo que o
namero de clusters foi avaliado pelo método
proposto por Evanno et al. (2005). Para o
STRUCTURE foram utilizados 684 SNPs filtrados
com o software PLINK 1.9 (Purcell & Chang, 2015),
todos com MAF >0.05, em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p-valor<0.05) e também filtrados pelo LD,
usando o0 procedimento LD pruning mantendo
apenas marcadores com r’<0.2 em janelas de
1000Kb.

A estimativa do desequilibrio de ligacdo foi
realizada por meio do quadrado da correlagdo de
Pearson (rz), o r* foi calculado entre todos os pares
de marcadores com MAF>0.05 pertencentes ao
mesmo cromossomo, utilizando-se o software
PLINK. Para o estudo do decaimento, foi ajustado o
modelo ndo linear proposto por Hill & Weir (1988),
usando a funcdo nim do software R (R Development
Core Team, 2013). A medida r* capta, além dos
efeitos da fragdo de recombinacdo entre os locos
sobre o decaimento do LD, as histérias mutacionais
ocorridas (Mangin et al., 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cada um dos 200 genitores foi genotipado para
21442 SNPs, sendo pouco mais de 10 % de
monom©érficos e aproximadamente 35 % com MAF >
0 e <0.05 (Figura 1). Foi observada reduzida
magnitude de dados perdidos, com percentual
inferior a 5 % para a maioria dos marcadores.
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Figura 1. Distribuicdo de frequéncia da MAF dos
marcadores polimorficos e dos monomorficos (M).

Por meio do wuso de marcadores
moleculares € possivel estimar o coeficiente de
parentesco entre os individuos e, com isto melhorar
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as estimativas dos componentes de variancia,
aumentar a acurdcia na predicdo dos valores
genotipicos dos individuos em selegdo e também
inferior sobre o padrdo estrutural da populacéo
considerando a identidade por estado (IBS)

(i

Figura 2: Matriz dos coeficientes de parentesco (GRM)

Analisando-se a matriz de parentesco na
Figura 2, onde quanto maior a intensidade do
vermelho menor é 0 parentesco e quanto maior a
intensidade do amarelo maior é o coeficiente de
parentesco, pode-se inferir que os 200 genitores
apresentam um grau de parentesco muito baixo e

ndo hé indicagdo de formacdo de diferentes
estruturas populacionais.
=
o
o
R Sl o 3
o
S 7 ° S YelS Ce e
° % ° @0 @, 8
o o 2% o
® 32% oo ooooeg‘p = 4
- ©°° % ocooo ©a @0 o R,, © ©
o S o %o 8 b LA 02 ® 5 80 ©© o oo
) o or O RN~ &% o5 -
= o o
& ° So ° e (fo ° e °
& o000 7 o
- o 000 o (p% o =3
< Z o ¥, © °
=
o o
< _| (=)
- T T 7 T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

PC1 (9.03 %)

Figura 3: Andlise de componentes principais (PCA)

Ao realizar a analise de componentes
principais na matriz de parentesco, pode ser
verificado que os dois primeiros componentes
explicaram menos de 15 % da variacdo total da
matriz GRM, além de verificar que ndo ha formacéo
de grupos populacionais, o que é condizente com a
populacao de selecdo recorrente em uso (Figura 3).
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Figura 3: Saida de dados do método de Evanno gerado
via Structure.

O software STRUCTURE ¢é utilizado para
inferir sobre a estrutura da populacao, que abrange
a heterogeneidade na distribuicdo dos gendtipos e
do grau de endogamia dentro de populacdes e entre
estas. O algoritmo de Evanno et al. (2015)
identificou 2 grupos genéticos dentro da populacéo
UENF-14, sob seleg¢&o recorrente. Entretanto, este
resultado ndo corrobora o indicado pela GRM (PCA
e heatmap) e pela origem dos genétipos, uma vez
que sao individuos oriundos de um programa de
selecdo recorrente  intrapopulacional, sendo
realizadas recombinacdes entre progénies
selecionadas de uma mesma populagéo. Isto pode
ser explicado pelo fato do critério delta K néo
realizar o calculo de K, para delta K=1. No entanto
ao se analisar o Mean LnP(K), gerado pelo
STRUCTURE (Tabela 1), pode-se verificar que o
maior valor negativo foi para K=1. Com isso, pode-
se especular que a auséncia de uma suposta
estrutura, permite realizar estudos de associacado
genbmica ampla para essa populagéo.

Desequilibrio de ligagdo (LD) € a associacao
ndo aleatdria entre alelos de diferentes locos em
uma populac;ao e utilizando-se marcadores SNPs, a
medida r* é uma das mais utilizadas (Mangin et al.,
2011). Procedendo-se a analise de LD deste estudo
(Figura 4) pode-se constatar que a metade do
decaimento ocorreu em 109,940 Kb, sendo este um
resultado semelhante ao encontrado por Ching et al.
(2002) em milho comum, onde relatam um alcance
do LD de 100-500 Kb em linhagens endogamicas.
Porém estes valores ndo sdo comuns e resultam
dos processos especificos de melhoramento a que
esta populacéo foi submetida.
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Figura 4: Analise do desequilibrio de ligacao (LD)
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Outros estudos realizados com milho
comum relatam a extensdo do LD como baixa, com
rapido decaimento ao longo das distancias fisicas
entre locos, com alcance variando, na maioria das
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populacdes, entre 0,5 e 7,0 Kb (Remington et al.,
2001; Truntzler et al, 2012). Em milho, o LD
encontrado depende muito do tipo de populacéo
estudada, mas basicamente o LD possui baixa
extensdo, devido ao grande genoma e a alta taxa de
recombinacédo, além da grande mobilidade existente
no genoma desta espécie (pela agdo de
transposons e retrotransposons) (Gupta et al.,
2005).

Pode-se inferir que a populacéo de selecdo
recorrente de milho-pipoca em uso possui uma LD
com decaimento um tanto mais elevado que o
normal e que isto ocorre devido ao efeito da sele¢éo
artificial realizada durante o melhoramento. Dessa
forma, para a presente populagdo, o nimero de
marcadores necessarios tanto para GWS quanto
para GWAS é substancialmente menor do que em
populacdes de tamanho efetivo elevado, como por
exemplo cole¢Bes nucleares. Em contrapartida as
inferéncias realizadas para uma populagédo
convencional de melhoramento tanto em termos de
GWS como GWAS ndo podem ser extrapoladas
para outras populacdes, uma vez que determinados
blocos haplétipos de tamanho elevado observados
em uma populagdo de melhoramento
provavelmente ndo s8o comuns a outras
populacdes. Isto posto, demonstra a importancia do
conhecimento da magnitude do LD, jA que esta
informacdo estabelece a quantidade de marcas
necessarias para a realizacdo de diversos estudos,
incluindo os estudos de associacéo e de selegcéo
assistida (Goldstein, 2001).

CONCLUSOES

Os gendétipos em estudo caracterizam-se por nao
formar diferentes estruturas populacionais.

A origem dos gendtipos em estudo explica os
resultados encontrados.

O software STRUCTURE via método de Evanno
ndo fornece o delta K, para casos onde o nimero
ideal de grupos é 1.

O LD foi de cerca de 100 kb, o que fornece
informacdes estratégicas importantes para estudos
posteriores de selecdo genémica.
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