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RESUMO

Andlise do desequilibrio de ligacdo e da estrutura populaonal do germoplasma brasileiro
de cana-de-acucar

A cana-de-agucaiS@accharunspp.) € uma cultura muito importante para a producéo de acuca
e alcool no Brasil. Um importante avanco a respeito do seorgartem surgido com o emprego
de marcadores moleculares, os quais tém sido extensantéizgdos para diversas finalidades,
como o0 mapeamento de QTL's a partir de cruzamentos bi-@asenEntretanto, o uso de popu-
lacBes oriundas de cruzamentos controlados tende a liostaventos de recombinacgéo genética,
gerando menor resolugcdo de mapeamento. Nesse sentido,eamao associativo surge como
ferramenta promissora no estudo de QTL's, uma vez que poeeutikzadas populac¢des naturais,
colecOes de germoplasmas, conjunto de materiais elite euatros, possibilitando detectar eventos
de recombinacdo em um contexto histérico-evolutivo. Pafmid as melhores estratégias de ma-
peamento associativo, € fundamental conhecer o deseguiéligacédo (DL) e a estrutura genética
presentes em determinada populagdo, de modo a verificar eraida marcadores necessarios e
promover o controle de falsos positivos. Assim, este trabtdve como objetivo analisar o DL e
a estrutura populacional ao longo do genoma de variedadesrciais e clones de interesse para
o melhoramento da cana-de-acucar no Brasil, com base enmdi®tduos do painel brasileiro de
variedades de cana-de-acucar (PBVCA). Esse painel, qui$einvolvido principalmente para a
realizacdo do mapeamento associativo, reine ancestraistantes, variedades mais cultivadas,
clones promissores, principais genitores em cruzamentasedades utilizadas em programas de
mapeamento. Um total de 1.474 marcadores polimérficos tidabconsiderando 86 EST-SSRs
e 14 SSRs. Um mapa de ligacao prévio foi utilizado para varifas distancias entre marcadores
mapeados do PBVCA. O teste exato de Fisher foi realizade ¢émtios os possiveis pares de lo-
cos e usado como uma medida do DL. A estrutura populacionahfdisada através do método
probabilistico implementado no STRUCTURE e do método Nmagtloining, este baseado na dis-
similaridade genética, calculada pelo “simple matchimgitre todos os pares de individuos. Forte
DL foi observado em uma distancia de até 15 cM, principalsans primeiros 5 cM. Quatro sub-
populacdes foram detectadas no PBVCA através de ambos odasgtjue parecem estar de acordo
com informacdes oriundas gedigree Esses resultados podem fornecer direcionamentos impor-
tantes para futuros estudos de mapeamento genético, asaguEmente precisardo considerar o
elevado nivel de ploidia da cana-de-agucar.

Palavras-chaveSaccharunspp.; Poliploides; Marcadores dominantes; Associacaeatg€aioria,;
Mapeamento por Desequilibrio de Ligacao
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ABSTRACT

Analysis of linkage disequilibrium and population structure from the sugarcane Brazilian
germplasm

Sugarcane§accharunspp.) is a very important crop for sugar and alcohol produdti Brazil.
A great progress on its genome has emerged through molenald&ers, which have been widely
used for several purposes, such as QTL mapping based omdritpbcrosses. However, the use
of populations derived from designed crosses tend to limeitgenetic recombination events, result-
ing in a lower mapping resolution. In this sense, associati@apping has emerged as a promising
tool for QTL detection, since may be used natural populatigermplasm collections, elite set
of materials, and others, allowing to detect recombinagieents in a historical and evolutionary
context. To define the best strategies of association mgppiis fundamental to account linkage
disequilibrium (LD) and genetic structure existing in ataar population, so to verify the number
of molecular markers and to promote the control of falsetpes. Here we measured LD and
population structure across the genome of commercial tiesiand clones of interest for sugar-
cane improvement in Brazil, based on 135 individuals froe Bnazilian collection of sugarcane
varieties (BCSV). This collection, which was mainly deysd for association mapping, brings
together important ancestral species, most planted iesjgiromising clones, most used varieties
as progenitors and varieties from the genetic mapping progr A total of 1,474 polymorphic
markers was scored, considering 86 EST-SSRs and 14 SSRsrprifkprevious genetic map was
used to verify distances between mapped BCSV markers. resiaet test was performed for all
pairs of markers and used as a LD measure. Population steugais assessed by the probabilistic
model implemented in STRUCTURE and the Neighbor-Joininthimd, based on simple matching
dissimilarity between all pairs of individuals. Strong Lagvobserved up to 15 cM, mainly within
the first 5 cM. Four subpopulations were detected in the BC3# taoth methods, which is in
agreement witlpedigreeinformations. These results can provide important dicaifor future
studies of genetic mapping, which would certainly need twsater high ploidy level of sugarcane.

Keywords:Saccharunspp.; Polyploids; Dominant markers; Non-random assamatiinkage Di-
sequilibrium Mapping
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1 INTRODUCAO

Os caracteres agrondmicos de importancia econdémica, gueeggcionados pelos programas
de melhoramento genético, sdo em sua grande maioria chdsopor muitos genes e sofrem
grande influéncia ambiental (FALCONER; MACKAY, 1996; WEIR996; LYNCH; WALSH,
1998; MACKAY, 2001a). A heranca complexa e pouco conheciglsses caracteres dificulta a
selecao de genotipos e a adogdo de novas estratégias p#hosisies para a exploracdo dos ger-
moplasmas existentes (SOUZA, 2001). Essa dificuldade é&ipomda em espécies com grande
complexidade genética, como € o caso da cana-de-acucarART& 1987; HEINZ; TEW, 1987;
MATSUOKA; GARCIA; CALHEIRQOS, 1999; D’HONT, 2005; OLIVEIRAet al., 2007; RABOIN
et al., 2008), contribuindo com aumento no tempo de deseinvehto de novas variedades pelos
programas de melhoramento genético (WU et al., 2006; RAB&IA., 2008).

Com o recente advento dos marcadores moleculares, um anp®gdrogresso no conhecimento
da estrutura gendmica e na genética de variedades modernasalde-acglcar tem sido alcancado
(GAZAFFI et al., 2010). Diversidade genética (JANNOO etH99a; LIMA et al., 2002), escolha
de genitores, identificacdo de variedades, mapeamentdige(8ITKEN; JACKSON; MCIN-
TYRE, 2005, 2007; RABOIN et al., 2006; GARCIA et al., 2006; WEIRA et al., 2007) e de
QTL's - Quantitative Trait Loci (MCINTYRE et al., 2006; AL-JANABI et al., 2007; PIPERIDIS
et al., 2008; AITKEN et al., 2008; PINTO et al., 2010) sdo atgis das aplicacdes dos marcadores
moleculares em cana-de-acgUcar. A construcao de mapasogsreéb mapeamento de QTL's com
base em cruzamentos biparentais tém sido estratégiastanfgs no estudo de caracteres quantita-
tivos em cana-de-acucar, fornecendo informacdes valiosas a selecéo assistida por marcadores
moleculares (GAZAFFI et al., 2010; PASTINA et al., 2010; MGRRIDO, 2011).

Entretanto, o uso de populagdes experimentais oriundasudamentos controlados tende a
limitar os eventos de recombinacao genética, gerando mresolugdo de mapeamento (ZHU et
al., 2008). Nesse sentido, 0 mapeamento associativo sarge ferramenta promissora no es-
tudo de QTL's, uma vez que podem ser utilizadas populac@esais colecbes de germoplasma,
conjunto de materiais elite, entre outros, possibilitaddtectar eventos de recombinagcdo em um
contexto histérico-evolutivo (ZHU et al., 2008; MACKAY et.22009). Para definir as melho-

res estratégias de mapeamento associativo, é fundamenteaer a extensdo genémica do de-
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sequilibrio de ligacdo, o qual representa a associacad@leatoria, ou preferencial, entre ale-
los de diferentes locos em uma populacdo (LEWONTIN; KOJIMS60; LEWONTIN, 1964,
HILL; ROBERTSON, 1968; HILL, 1974; WEIR, 1979; LEWONTIN, 88; PRITCHARD; PRZE-
WORSKI, 2001; ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002; MCVEAN, Q07; FLINT-GARCIA;
THORNSBERRY; BUCKLER, 2003; GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005;ARTL; CLARK, 2007;
SLATKIN, 2008; HAMILTON, 2009; HEDRICK, 2010). Além diss@& imprescindivel verificar a
estrutura genética presente nesta populacdo, de modo lgas &ssociacles, representadas por
desequilibrio de ligacéo entre locos néo ligados, sejarnotegleradas nas analises de QTL's e,
consequentemente, na selegéo assistida por marcadoessutaces (FLINT-GARCIA; THORNS-
BERRY; BUCKLER, 2003; GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005; ABDURAKMONOV; AB-
DUKARIMOV, 2008; ZHU et al., 2008).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar eqigkbrio de ligacédo e a estrutura
populacional ao longo do genoma de variedades comercidisescde interesse para o melhora-
mento da cana-de-acucar no Brasil, através de 135 indisidioipainel brasileiro de variedades de

cana-de-acucar, servindo de base para a futura realizag@agkeamento associativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos Gerais e Melhoramento da Cana-de-acucar

A cana-de-acUcaiS@ccharunspp.) esta entre as espécies mais antigas e cultivadas aomun
(JAMES, 2004). Destaca-se pela producao de agucar e ghadelndo ser utilizada para outros fins,
como producéo de aguardente e alimentacdo bovina (MATSU@HRCIA; ARIZONO, 1999).

O Brasil é o maior produtor mundial, com area estimada pdteeita de aproximadamente 8,43
milhdes de hectares e producao ao redor de 588,92 milhdesdedas na safra 2011/12, volume
inferior estimado em 5,6% ao da safra anterior (CONAB, 20ATeducdo dos subsidios da Unido
Européia ao acucar de beterraba, bem como o aquecimental glab diminuicdo das reservas
mundiais de petrdleo colocam o Brasil em posi¢do de destamuea disponibilidade de agucar e
etanol (FNP — Consultoria & Comércio, 2008). Isso porquématie ser o principal produtor de
cana-de-acgucar, possui areas agricultaveis para a suasaxpaondi¢cdes ambientais favoraveis ao
seu cultivo e variedades melhoradas com alta produtividdesenvolvidas a partir dos trabalhos
realizados pelos programas de melhoramento genético (MAK3\; GARCIA; CALHEIROS,
1999; BERDING; HOGARTH; COX, 2004; LANDELL; BRESSIANI, 2@&).

A cana-de-aclcar € uma planta alégama, da farRdeceae tribo Andropogoneae, subtribo
Saccharinae, géne8accharunfSTEVENSON, 1965; MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 1999).
Daniels e Roach (1987) consideram a ocorréncia de seisiesp#rgéner@accharuma saber:

S. officinarunL. (2n = 80), S. robustunBrandes e Jeswiet ex Grassl (2n = 60 — 2@)barberi
Jeswiet (2n = 81 — 124%. sinens®oxb. (2n =111 — 120)$. spontaneurh. (2n = 40 — 128) 5.
eduleHassk (2n = 60-80). Acredita-se que o compl&axcharunspp., 0 qual compreende as va-
riedades modernas de cana-de-acglcar, tenha sido origladdbridacao interespecifica entre estas
espécies do géne®accharune outras selvagens relacionadas (STEVENSON, 1965; DANIELS
ROACH, 1987; SREENIVASAN et al., 1987; IRVINE, 1999; MATSW®@; GARCIA; ARIZONO,
1999; BERDING; HOGARTH; COX, 2004; MING et al., 2006; LANDEt{ BRESSIANI, 2008).
Por isso, considera-se que a cana-de-agucar € uma dasespétivadas de maior complexidade
genética (HOGARTH, 1987; D’HONT, 2005; RABOIN et al., 2008pm alto grau de ploidia e
frequente aneuploidia (MATSUOKA; GARCIA; CALHEIROS, 199% que muito dificulta o seu
melhoramento (HEINZ; TEW, 1987).
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O melhoramento genético da cana-de-agucar baseia-seegasel clonagem de genaotipos su-
periores presentes em populacdes segregantes, as qudmsmnadas por milhares de plantulas
obtidas através de cruzamentos sexuais entre individtessidies (MATSUOKA; GARCIA; ARI-
ZONO, 1999). Vérias etapas sdo necessarias para se obtarspgenotipos promissores em fases
finais, os quais sé&o avaliados com base em muitas repetdifezgntes locais e anos de cultivo.
Com isso, é possivel obter razoavel seguranca nas recogd&sde, assim, utilizar os genotipos
como variedades comerciais (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO,9%). No entanto, a liberacdo
comercial de uma nova variedade ocorre, em média, entre (aads, sendo bastante onerosa a
um programa de melhoramento genético (WU et al., 2006; RAB&Ial., 2008).

Nesse sentido, estudos recentes tém sido realizados coetiv@be reduzir significativamente
o tempo de desenvolvimento de novas variedades de cangidardGAZAFFI et al., 2010). A
analise da estrutura gendmica desta espécie através degaye marcadores moleculares vem
sendo uma estratégia bastante utilizada para tal finalidedta anélise envolve basicamente es-
tudos de diversidade genética (JANNOO et al., 1999a; LIMAlgt2002), mapas genéticos de
ligagdo (AITKEN; JACKSON; MCINTYRE, 2005, 2007; RABOIN et.a2006; GARCIA et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2007), mapeamento de QTL's por amétie ligacdo (MCINTYRE et al.,
2006; AL-JANABI et al., 2007; PIPERIDIS et al., 2008; AITKE¥ al., 2008; PINTO et al., 2010)
e, mais recentemente, mapeamento por associacdo (WEI,SIBRKMCINTYRE, 2006; BUT-
TERFIELD, 2007; WEI et al., 2010). A analise por associagiiges como alternativa promissora
para selecdo assistida por marcadores moleculares endeaa@tcar, a qual podera contribuir para
areducao no tempo de obtencéo de novas variedades (FLINRGGW™ THORNSBERRY; BUCK-
LER, 2003; GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005; YU; BUCKLER, 2006;U et al., 2008).

2.2 Marcadores Moleculares, Mapas Genéticos de Ligacao e [aamento de QTL's

Os marcadores moleculares sdo uma ferramenta rapida e gdiGaestudos genémicos, uma
vez que detectam o polimorfismo diretamente ao nivel do DNAcesofrem qualquer tipo de in-
fluéncia ambiental (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; SOUZA)@L; AVISE, 2004; SCHLOT-
TERER, 2004; GAZAFFI et al., 2010). Para a cana-de-acucaragresenta elevada complexidade
genética, a sua utilizacéo é bastante valiosa (DAUGROIE @996). RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), EST-RFLP (Expressed Sequence TaggRRAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymbipm), SSR (Simple Sequence
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Repeat) e EST-SSR (Expressed Sequence Tag SSR) sdo mescaxbdeculares amplamente uti-
lizados em cana-de-agucar na construcdo de mapas gerfAicE&EN; JACKSON; MCINTYRE,
2005, 2007; RABOIN et al., 2006; GARCIA et al., 2006; OLIVEARt al., 2007) e no mapeamento
de QTL's por analise de ligacdo (MCINTYRE et al., 2006; ALNJABI et al., 2007; PIPERIDIS et
al., 2008; AITKEN et al., 2008; PINTO et al., 2010; PASTINA)ID; MARGARIDO, 2011).

A andlise de ESTs é uma estratégia simples para o estudogimpressa do genoma, mesmo
em organismos com genomas grandes e complexos, como ae@taachr. Os marcadores deriva-
dos das ESTs oferecem oportunidades para a descoberta e gemue se determinada EST
estiver geneticamente associada a uma caracteristicdedesise, € provavel que a mesma afete
diretamente a caracteristica (CATO et al., 2001). Alémajissmo encontram-se em regides trans-
critas do genoma, os sitios pgmerss&o mais conservados (SCHLOTTERER, 2004; VARSHNEY;
GRANER; SORRELLS, 2005), tornando-os mais transferivetseeespécies e aumentando o seu
valor em programas de melhoramento. Os microssatélitesades de ESTs (EST-SSRs) ocorrem
em alta frequéncia no genoma (VARSHNEY; GRANER; SORRELLE)S) e tém sido avaliados
em estudos envolvendo varias espécies, como a cana-da-#Q@RDEIRO et al., 2000; PINTO
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007; PASTINA, 2010; MARGARM 2011).

A construcdo de mapas genéticos de ligacdo a partir de daolesutares em cana-de-agucar
tem sido realizada com populacdessegregantes oriundas de cruzamentos entre individuos néo
endogamicos (LIN et al., 2003; ALWALA; KIMBENG, 2010). Isgmwrque para esta espécie a
obtencao de linhagens endogamicas é impraticavel, paimsgnte em funcéo da grande depresséo
por endogamia gerada quando ocorrem autofecundacdes (BAZA al., 2010; PASTINA et al.,
2010). Neste caso, uma alternativa para a construcdo desngapa&ticos € denominada duplo
pseudo-testcrosa qual consiste basicamente na obtencao de um mapa paigecetda atraves da
identificacao de polimorfismos em marcadores de dosagera (BRATTAPAGLIA; SEDEROFF,
1994). Varios estudos ja foram realizados com base nestaéggh em cana-de-acucar (SOBRAL,;
HONEYCUTT, 1993; AL-JANABI et al., 1993; DA SILVA et al., 1) 1995; GRIVET et al., 1996;
MUDGE et al., 1996; GUIMARAES et al., 1999; HOARAU et al., 200

No entanto, € desejavel a integracao das informacgfes esntesses mapas individuais em um
anico mapa integrado, através da utilizacdo de diferentasadores moleculares e segregacoes
(GARCIA et al., 2006; GAZAFFI et al., 2010). E uma grande e@@m para espécies polipldides,

como a cana-de-agucatr, pois permite aumentar a saturagdap@ode ligacao e estender a caracteri-
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zacao do polimorfismo para todo o genoma (DA SILVA et al., 1@9RIVET et al., 1996). Porém,
Garcia et al. (2006) e Oliveira et al. (2007), ao construineapas integrados para cana-de-agucar,
obtiveram pouca cobertura do genoma, a qual também foicatdino mapa integrado multiponto
utilizado por Pastina (2010) e Margarido (2011). Isso naatnecessidade de uma quantidade
maior de marcadores para a localizacdo mais precisa de Q&k& espécie, que podem estar
relacionados com caracteristicas agricolas economidarimeportantes.

O termo QTL tem sido utilizado para indicar regides cromossas que contém locos génicos
gue controlam caracteres poligénicos, ou seja, caraderetitativos que sofrem grande influén-
cia ambiental e apresentam variacéo continua (FALCONERCKWY, 1996; LYNCH; WALSH,
1998; MACKAY, 2001a; ZENG, 2001; DOERGE, 2002). O estudo d&'Qtem sido bastante im-
portante no entendimento da heranca complexa de caréicesiagrondmicas importantes. Com
o recente advento dos marcadores moleculares, tornoussé/pbestudar com maior intensidade
esses QTLs (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; GAZAFFI et a2010).

O mapeamento de QTL’s possibilita mensurar o numero de Igoastitativos envolvidos na
heranca complexa, as suas localizac6es cromossémicasioda@cao génica (aditividade, domi-
nancia e epistasia) e efeitos pleiotrdpicos, além de pibitila decomposi¢édo da interagdo genoti-
pos por ambientes ao nivel de cada QTL (FERREIRA; GRATTAPXG1998; AUSTIN; LEE,
1998; ZENG, 2001; CARNEIRO; VIEIRA, 2002; ZHU et al., 200&$FTINA et al., 2010; GAZA-

FFl etal., 2010). Com isso, € possivel realizar inferénemsodo o0 genoma sobre as relacdes entre
genatipo e fendtipo de caracteres quantitativos, o que emaihnalise permite aumentar a eficién-
cia dos programas de melhoramento (GAZAFFI et al., 2010).

Em cana-de-acgucar, varios trabalhos de mapeamento de @fars realizados com base em
populacdes experimentais oriundas do cruzamento enbri@agens ndo endogamicas e mapas indi-
viduais ndo integrados (GRIVET et al., 1996; GUIMARAES et 4099; HOARAU et al., 2001),
bem como mapas integrados (PASTINA, 2010; MARGARIDO, 20Ehkretanto, até o momento,
poucos QTL's foram detectados para caracteristicas agricad importantes, o que também tem

ocorrido em estudos envolvendo outras espécies vegetais.

2.3 Desequilibrio de Ligacao



21

2.3.1 Definicdo e Consideracdes Iniciais

Desequilibrio de Ligacéo é qualquer desvio das frequérdidisas em relacdo as frequéncias
esperadas sob independéncia, indicando a existéncia aldagg® ndo-aleatdria, ou preferencial,
entre alelos de diferentes locos em uma populacdo. A Figamesenta de maneira comparativa
duas situacBes em que alelos de dois locos encontram-sgaaksoaleatoriamente, ou em equi-
librio de ligacéo, e associados preferencialmente, ou eequdibrio de ligacédo (DL).

Apesar dessas ideias terem sido amplamente estudadasripsr tvdbalhos antigos (WEIN-
BERG, 1909; JENNINGS, 1917; ROBBINS, 1918; GEIRINGER, 1BENNETT, 1954; KIMU-
RA, 1956), o termo Desequilibrio de Ligacédo apenas foiastdp pela primeira vez no artigo publi-
cado por Lewontin e Kojima (1960). Esses autores assim gu@sim devido ao fato que a ligagéo
entre locos era fator determinante para uma populacadrairguilibrio (HEDRICK, 2010). Na
época, 0s cientistas ndo se preocuparam com o0 quanto egpaagéas era apropriada, uma vez que
suas definicdes matematicas ainda ndo estavam claras ($NAZB08). Quando o DL passou a
ser melhor compreendido, até mesmo fora da genética degudmsl, sua designacdo encontrava-
se bastante consolidada para ser substituida (SLATKIN)2@e qualquer forma, consideracdes

importantes devem ser apresentadas com relacdo a esszoleqia.

Figura 1 —Considere dois locogl e B, ambos bialélicos4 e a; B e b). Quatro tipos gaméticos sdo possiveis:
AB, Ab, aB e ab. Se esses locos estiverem em equilibrio de ligacéo (a elues quatro gametas sao
observados. No entanto, se esses locos estiverem em maagmqguilibrio de ligacéo (a direita), apenas
0S gametas em associacadH e ab) sdo observados (MACKAY, 2001b)

DL e ligacao fisica sao termos frequentemente confundjaluis,sdo, muitas vezes, encarados
como sinbnimos. Isso é um equivoco, e nhormalmente ocorgripdocos intimamente ligados po-
dem estar em elevado DL (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKIRE2003). O fato de dois
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locos quaisquer estarem em DL n&o significa que estéo fisitargados. Do mesmo modo, o fato
de dois locos estarem fisicamente ligados em determinadwossomo ou haplotipo néo significa
que estdo em DL (PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001; ARDLIE; KRUK; SEIELSTAD,
2002; SLATKIN, 2008; HEDRICK, 2010). E exatamente por essa@sdo que muitos autores re-
comendam a utilizacdo dos termos Desequilibrio da Fase t@anoé@ Desequilibrio Gamético para
o DL (CROW; KIMURA, 1970; HEDRICK, 1987; TEMPLETON, 2006; HATL; CLARK, 2007;
ALLENDORF; LUIKART, 2007; HAMILTON, 2009; HEDRICK, 2010)assim como foi inicial-
mente proposto por Jain e Allard (1966). De qualquer fornianédamental que essa confusdo seja
devidamente esclarecida com os seguintes conceitosamri¢tDL pode ocorrer entre alelos de
dois ou mais locos fisicamente ligados, que estdo no mesmwweBomMo ou haploétipo, sendo de
interesse para o0 mapeamento de QTL's; e ii) DL pode ocortez atelos de dois ou mais locos que
nao estédo fisicamente ligados, ou seja, que estdo muito@dstam um cromossomo ou que estao
em cromossomos diferentes, ndo sendo de interesse paraeameno genético, no contexto da
selecdo assistida por marcadores moleculares. Esse Oltipode surgir, entre outros fatores, pela
mistura de individuos de subpopula¢des ou de diferentagagies, a qual pode causar uma série
de perturbacdes que acabam culminando em associa¢beepeedess (NEI; LI, 1973; JORDE,
1995; XIONG; GUO, 1997; KRUGLYAK, 1999; PRITCHARD; PRZEWGHKI, 2001; CARDON,;
BELL, 2001; ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002; FLINT-GARCTA; THORNSBERRY;
BUCKLER, 2003; SLATKIN, 2008; ABDURAKHMONOV; ABDUKARIMOV, 2008; ZHU et al.,
2008; HEDRICK, 2010). Fica evidente portanto que as causd3ldprecisam ser determinadas
para que 0 mesmo possa ser usado corretamente.

Para entender detalhadamente essas ideias, sdo apresentatjuir alguns conceitos impor-
tantes acerca do DL, principalmente no contexto de orgarsgiipldides. Oportunamente, esses
conceitos sao expandidos para o contexto de organismgiidéis, como € o caso da cana-de-

acucar, apesar do comportamento do DL em maiores ploidigsate&camente desconhecido.

2.3.2 Desequilibrio de Ligacdo em Dipléides - Fase de Ligag&onhecida

2.3.2.1 Pares de Locos Bialélicos

Considere dois locos fisicamente ligadése B, ambos bialélicos4 e a; B e b), em uma

geracaaN qualquer de determinada populacdo. Quatro diferentestganmi haplotipos, podem
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ser identificadosA B, Ab, aB e ab. Se esses locos estiverem em equilibrio de ligacdo (DL =0), o

seja, numa situacdo de independéncia ou associagdo meattie os seus alelos, as frequéncias

observadas dos haplétipos serdo exatamente equivalensems frequéncias esperadas, as quais
correspondem ao produto das respectivas frequénciasaaléliEWONTIN; KOJIMA, 1960):

Haplétipo 1: fuap = fafs
Haplétipo 2: fae = fafs
Haplétipo 3: fuz = fufs
Haplétipo4: fu, = fufo

No entanto, se esses locos ndo estiverem em equilibrioatgbigDL# 0), de modo que seus
alelos estejam combinados de maneira ndo-aleatoria, targmeial, as frequéncias dos haplétipos
apresentardo um desvi®) em relacéo as frequéncias esperadas (LEWONTIN; KOJIMAQ}Y9

Haplotipo 1: fap = fafs + Dap
Haplotipo 2: fay, =  fafs — Dy
Haplotipo 3: f.z = fofz — Das
Haplotipo4: fo = fufi + Da

sendo quéD g = —Dy, = —Do.g = Dy, = D (MCVEAN, 2007; SLATKIN, 2008; HEDRICK,
2010). Com simples manipulacdes algébricas, € possivetesqr esse DL (médulb), dito de
menor ordem, de forma geral, sendo a diferenca entre aséimems observada e esperada dos
haplétipos (LEWONTIN; KOJIMA, 1960):

D = Dyp = fap — falb

Ainda, é possivel expressar o DL de menor ordem como a diarentre o produto das fre-
quéncias dos haplétipos em associacédé € ab) e o produto das frequéncias dos haplotipos em
repulsdo Ab e aB) (LEWONTIN; KOJIMA, 1960):

D= fABfab - fAbfaB

sendo este, portanto, o conceito basico do DL (LEWONTIN; K@\ 1960) num contexto de
menor ordem, quando a fase de ligacdo entre os locos é cdahe¥arios autores podem ser
consultados para maiores detalhes a respeito dessestosnsendo julgados alguns relevantes:
Jennings (1917), Robbins (1918), Geiringer (1944), Bénii®54), Kimura (1956), Lewontin e
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Kojima (1960), Lewontin (1964), Hill e Robertson (1968), @k Kimura (1969), Wright (1969),
Franklin e Lewontin (1970), Crow e Kimura (1970), Hill (1974Veir (1979), Hedrick (1987),
Lewontin (1988), Devlin e Risch (1995), Falconer e Macka99@), Weir (1996), Slatkin e Ex-
coffier (1996), Lynch e Walsh (1998), Templeton (2006), Maivg2007), Hartl e Clark (2007),
Allendorf e Luikart (2007), Weir (2008), Slatkin (2008), imdton (2009) e Hedrick (2010).

E importante notar que o maximo valor (D = 0,25) ocorre somente quando haplétipos em
associacaoA B e ab) estdo presentes numa amostra de determinada populagédo,gee a soma
das suas frequéncias deve ser igual a 1. Teoricamente,&recéaide outros processos, essa situacao
ocorre em populacdes recentes com poucas geragoes, guaedentos de recombinacdo entre 0s
locos ndo foram suficientes para o surgimento de outros fila@sd Neste caso, as frequéncias
dos hapldétipos em repulséaalf e aB) sédo iguais a zero. Do mesmo modo, 0 minimo valor de
D (D = —0,25) ocorre somente quando haplétipos em repulsiiogaB) estdo presentes numa
determinada populacéo, sendo que a soma das suas frequéeetaser equivalente a 1. Apos
muitas geracdes, e com elas muitas oportunidades de ratagabi espera-se que esse cenario seja
possivel para muitos locos. No entanto, isso tudo dependetée outros fatores, da fracdo de
recombinacao entre os locos, ja que quanto menor a distanic&eles menor a probabilidade de
ocorrer um evento de recombinacao e, com isso, o surgimemtowbs haplotipos. Essas ideias sdo
melhor discutidas no item 2.3.5.

Neste topico, foi mostrado que dois locos bialélicb® B estdo em DL quand® # 0.

Na verdade, esses locos podem estar em DL, pois o fato dasteqieo apresentar um valor
diferente de zero nédo é suficiente para afirmar que estaoadsspreferencialmente. Em outras
palavras, os locos apenas estarédo associados de maneaigai@oia se o valor calculado para o DL
for estatisticamente significativo (SLATKIN; EXCOFFIER996; WEIR, 1996; MCVEAN, 2007;
SLATKIN, 2008; HEDRICK, 2010). Nesse sentido, varios tesstatisticos tém sido utilizados,
sendo que 0s mais comuns séo o teste de qui-quadrado e oxtstee Fisher (SLATKIN, 1994;
LEWONTIN, 1995; SLATKIN; EXCOFFIER, 1996; WEIR, 1996; FLINGARCIA; THORNS-
BERRY; BUCKLER, 2003; GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005; SLATKIN2008). O teste de
qui-quadrado, que foi bastante utilizado pela simplicedeaimputacional exigida, é tido como ade-
guado quando o numero esperado de haplotipos nédo é tdo pequera amostra populacional
(SLATKIN, 1994; WEIR, 1996; MCVEAN, 2007; HARTL; CLARK, 200). Em contrapartida, o

teste exato de Fisher, que passou a ser facilmente utilzad®m surgimento de algoritmos sofisti-
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cados (MEHTA; PATEL, 1983; GUO; THOMPSON, 1992), pode sepmygado para maiores e

menores quantidades de haplétipos decorrentes de umaramopulacional (SLATKIN, 1994;
MCVEAN, 2007; FOULKES, 2009). Por esta razédo, pode apresenaior poder na deteccéo do
DL quando comparado ao teste de qui-quadrado (LEWONTINSL990 entanto, ambos sdo con-
siderados inapropriados quando frequéncias tao baixag$@las em funcéo da presenca de alelos
raros oriundos de locos polimorficos, o que muito dificult@eedgcdo de DL (LEWONTIN, 1995).
Neste caso, € dificil determinar qual desses testes € o gdegsiado (LEWONTIN, 1995).

Detalhes a respeito dos procedimentos estatisticos eédwslna deteccdo de DL podem ser

encontrados em Weir (1996).

2.3.2.2 Pares de Locos Multialélicos

Noitem 2.3.2.1, o calculo do DL foi apresentado considevana os locos! e B sdo bialélicos,
de modo que quatro diferentes haplétipos poderiam serifidanibs numa amostra populacional.
Grande parte da teoria e do entendimento envolvendo o DLgeroe nesse contexto até os dias
de hoje (SLATKIN; EXCOFFIER, 1996). No entanto, se essesddossem multialélicos, com
X eY alelos, respectivamente, sendo ambos maior que ,Y haplétipos poderiam ser iden-
tificados numa amostra da populagdo. Assim, um numero déthggd acima de quatro poderia
ser encontrado, aumentando a probabilidade da amostranfey todas as possiveis combinacdes
alélicas (SLATKIN; EXCOFFIER, 1996). Neste caso, onde oacense torna mais complexo, a
deteccdo de associacdes preferenciais entre os JbeaB poderd ndo ocorrer, 0 que ndo garante
que seus alelos estejam associados aleatoriamente, owdibrexde ligacdo. Portanto, por mais
que o poder na deteccdo de associacdes preferenciais sejecoresiderando locos multialélicos
(SLATKIN, 1994), a falta de representatividade amostragpoomprometer essa verificagéo e, com
isso, gerar conclusdes equivocadas a respeito do DL parardeaida populacao.

Mesmo que a diversidade de haplétipos de uma populacd@Estitotalmente presente em
uma amostra, o grau do DL entre dois locos multialélicos éabgs complexo para ser represen-
tado em um Unico coeficiente, como acontece no caso de dais lbalélicos (ZAPATA, 2000;
MCVEAN, 2007; HEDRICK, 2010). Assim, até o momento, nenhuomagito satisfatorio foi
desenvolvido para o calculo do DL neste contexto (ARDLIE;UG.YAK; SEIELSTAD, 2002,
SLATKIN, 2008), apesar de alguns ja terem sido propostoB.(E975) propds uma medida pro-

porcional a uma distribuicdo de qui-quadrado, enquantaitle987) propds uma extenséo da
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medidaD’ inicialmente desenvolvida para dois locos bialélicos {teen 2.3.6). Apesar de estudos
terem mostrado que a Ultima sugestdo pode ser adequada TERAPBO0), a mesma nao parece
ter tido grande aceitacdo (ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, @P; SLATKIN, 2008). Isso
pode ser observado, por exemplo, em trabalhos realizadw$iamanos no inicio dos estudos de
associagdo, uma vez que foram utilizados testes estasisgtiono medidas do DL entre pares de
locos microssatélites (ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 20p2Porém, como esses testes nao
sdo medidas proprias do DL, muitas incertezas comecaranga ayartir da sua utilizacdo na
deteccao de associacOes preferenciais. Assim, essaaclies, aliadas as altas taxas de mutacéo
dos microssatélites e ao rapido surgimento dos polimorisdeobase Unica (Single Nucleotide
Polymorphisms - SNPs), parecem ter reduzido o interessesmalas microssatélites nos estudos
envolvendo DL e mapeamento associativo em humanos (ARDKRE)GLYAK; SEIELSTAD,
2002; SLATKIN, 2008). Em plantas, varios desses estudataai®m sido realizados com esses

marcadores, sendo muitos deles derivados de ESTSs, as epiasentam regides mais conservadas.

2.3.2.3 Mdltiplos Locos Bialélicos

Numa situagédo mais complexa, considere trés locos fisidatigadosA, B e C, todos bialéli-
cos (A ea; Beb;, C ec), em uma geracddy qualquer de determinada populagéo. Oito diferentes
gametas, ou haplotipos, podem ser identificaddsC', ABc, AbC, Abe, aBC', aBe, abC' e abc. Se
esses locos estiverem em equilibrio de ligacdo (DL = 0), 3 sema situacdo de independéncia
ou associacgao aleatdria entre os seus alelos, as freqge@hsiervadas dos haploétipos seréo exata-
mente equivalentes as suas frequéncias esperadas, asajtespondem ao produto das respectivas

frequéncias alélicas:

Haplotipo 1: fipc = fafsfc

Haplotipo 2:  fap. = fafsfe
Haplotipo 3:  fae = fafofc
Haplotipo 4:  fare = fafofe
Haplotipo 5:  fuse = fafsfe
Haplotipo 6:  fupe = fufB/fe
Haplotipo 7:  fuc = fufufc

Haplotipo 8:  fue = faofofe
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Porém, se esses locos ndo estiverem em equilibrio de ligdtde: 0), de modo que seus
alelos estejam combinados de maneira ndo-aleatoria, tergmeial, as frequéncias dos haplétipos
apresentardao desvio®] em relacdo as suas frequéncias esperadas, os quais rekees DL's
entre os possiveis pares de locdsg(B; A e C; B e () e entre a interagdo dos trés locas (3 e
C) (GEIRINGER, 1944; BENNETT, 1954):

Haplotipo 11 fapc = fafsfc + faDpc + [sDac + fcDap + Dapc
Haplotipo 2:  fap. = fafsfe — faDpc — [sDac + feDap — Dapc
Haplotipo 3: fac = fafofe — faDpe + feDac — fcDap — Dapc
Haplotipo 4:  fape = fafofe + faDpc — feDac — feDap + Dapc
Haplotipo 5: fipe = fofsfc + faDse — [Dac — fcDap — Dapc
Haplotipo 6:  fope = fofsfe — faDpc + [Dac — feDap + Dapc
Haplotipo 70 fuc = fufefc — faDse — feDac + fcDap + Dapc
Haplotipo 8:  fu. = fufofe + faDpe + feDac + feDap — Dapc

De forma geral, € possivel expressar o DL de maior ordem,jaudvido a interacao entre os
trés locos 4, B e ('), como a diferenca entre as frequéncias observada e eapkrddplotipo jun-
tamente com as diferencas entre os DL's dos possiveis patesas, ponderados pelas frequéncias
dos alelos que constituem o haplétipo (WEIR, 1996; MCVEAN2GLATKIN, 2008):

Dapc = fapc — fafsfc — faDpe — feDac — feDas

sendo este, portanto, o conceito basico do DL (LEWONTIN; K@\ 1960) num contexto de
maior ordem, quando a fase de ligacdo entre os locos € caoiahétssas ideias foram inicialmente
apresentadas por Geiringer (1944), sendo posteriormbotdadas por outros autores, tais como:
Bennett (1954), Wright (1969), Franklin e Lewontin (1970)pw e Kimura (1970), Slatkin (1972),
Robinson et al. (1991), Long et al. (1995), Weir (1996), @okee Laubichler (2004), Mueller
(2004), Nielsen et al. (2004), McVean (2007), Kim et al. (208 Weir (2008).

Em comparacéo ao item 2.3.2.1, é importante notar que apendsco bialélico a mais foi
suficiente para duplicar a quantidade de haplotipos passiuena amostra de determinada popu-
lacdo. Se os locag, B e C fossem multialélicos ao invés de bialélicos, certamentangptexidade
seria ainda maior na detecgcédo de associacdes significatisés que a quantidade de haplotipos

numa amostra poderia crescer exponencialmente. Em owatlaggs, quanto maior a quantidade
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de haplétipos, em funcéo das diferentes combina¢desasddiios locos, maior a chance de uma
amostra nao ser representativa da populagéo e, com isstaundiecer a deteccdo de associagoes
preferenciais significativas. A Tabela 1 mostra o cresciméda quantidade de haplétipos com o

aumento do numero de locos e alelos, evidenciando a cordptbxreferida anteriormente.

Tabela 1 -Numero de haplétipos de acordo com o niimero de locos e alelos

N° de Locos N° de Alelos

Dois Trés Quatro Cinco...
Dois 4 9 16 25 ...
Trés 8 27 64 125 ...
Quatro 16 81 256 625 ...
Cinco 32 243 1024 3125 ...

Franklin e Lewontin (1970) e Slatkin (1972), entre outro®eas, jA mencionavam que a teoria
baseada em dois locos poderia subestimar seriamente o Bsidecando que a real segregacao
cromossOmica ocorre no contexto de multiplos locos. Apdegresquisas recentes em humanos
mostrarem que o DL entre pares de locos pode gerar inforreagdio Uteis do genoma (WEIR,
2008), é pouco provavel que sua complexidade esteja senfioada de maneira satisfatoria.

Poucas abordagens tém sido propostas para o calculo do Bd_realtiplos locos/sitios (KIM
et al., 2008), muito provavelmente pela dificuldade em teztaociacdes entre alelos nesse con-
texto (WEIR, 2008). De qualquer forma, Slatkin (2008) meneique, apesar do pouco uso pratico
do DL de maior ordem, essa abordagem podera ajudar no magrdémento dos padrdes do DL
encontrados em humanos, complementando a andlise ergeedediocos (WEIR, 1996). Espera-se
gue o DL multiloco também possa ser util para maior entenalion@o contexto histérico-evolutivo
de organismos poliploides, como a cana-de-agucar, camdb para um mapeamento mais refi-

nado de caracteristicas de interesse.

2.3.3 Desequilibrio de Ligacdo em Dipléides - Fase de Ligag®esconhecida

Muitas vezes, dependendo da espécie e da finalidade do esfialé possivel obter amostras
contendo diretamente os haplétipos para um conjunto de ldealeterminada populacao (HILL,
1974; EXCOFFIER; SLATKIN, 1995; SLATKIN; EXCOFFIER, 1998VEIR, 1996; SLATKIN,
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2008; HEDRICK, 2010). Neste caso, o DL ndo pode ser calcupedos conceitos anteriores,
visto que a fase de ligacdo néo é conhecida. Com o surgimesttédnicas moleculares, onde
muitos dados passaram a ser obtidos com o uso de marcadtmedrficos, o problema de fase
desconhecida tornou-se bastante frequente (EXCOFFIERTISIN, 1995). Para o caso de dois
locos bialélicos, por exemplo, a fase de ligagdo ndo poddisgtamente obtida devido ao con-
fundimento dos individuos duplamente heterozigotos (SUNF EXCOFFIER, 1996; SLATKIN,
2008; HEDRICK, 2010), independentemente se os marcadaced@ninantes ou codominantes
(HILL, 1974). Assim, € possivel estimar o DL apenas entrenoed (HILL, 1974; WEIR, 1979;
WEIR, 1996; SLATKIN, 2008; HEDRICK, 2010), e ndo entre suambinacdes alélicas, o que
nao é interessante pela perda de informacéo a respeitaduese distribuicdo do DL ao longo do
genoma (PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001; SLATKIN, 2008). Coasé¢ de ligacdo desconhe-
cida, menor é a probabilidade de detectar associacde$icagimas entre os locos, aumentando-se
as chances de inferir erroneamente a respeito do DL de desstanpopulagéo.

Em funcéo disso, diferentes métodos tém sido propostosqgidesmcédo de haplotipos e suas
frequéncias a partir de dados genotipicos, tais como: iJihoagado de cada cromossomo por PCR
(Polymerase Chain Reaction), permitindo a identificac&etaida fase entre os locos; ii) utilizagcéo
de genealogias e informacdes de parentesco, onde é possiNts vezes, inferir a fase entre os
locos na progénie a partir dos genotipos dos parentais; @ilizacdo de métodos estatisticos, os
quais podem ser baseados em diferentes abordagens, conmeawaxossimilhanca (HILL, 1974;
EXCOFFIER; SLATKIN, 1995; LONG et al., 1995; SLATKIN; EXCOHER, 1996) e coalescén-
cia. Os métodos estatisticos tém sido os mais utilizadassipalmente quando se tem grandes
quantidades de dados, como € o caso dos estudos de assq8BAAKIN, 2008). O método
baseado em maxima verossimilhanga considera que todosas émcontram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg, o que pode nédo ser verdade (EXCOFFIERTKIN, 1995; PRITCHARD;
PRZEWORSKI, 2001). Além disso, ndo parece ser apropriadodp se tem amostras pequenas,
gerando incertezas quanto as estimativas obtidas, painogmte em relacdo aos haplétipos mais
raros (EXCOFFIER; SLATKIN, 1995; SLATKIN, 2008). Slatki2@08) recomenda a utilizacéo de
um método que leva em consideracao esses aspectos, poisiho medo que o DL pode ser vici-

ado quando a fase de ligacdo nao é conhecida, pode tambéroamstase de ligacdo equivocada.



30

2.3.4 Desequilibrio de Ligacdo em Poliploides

Ao contrario dos diploides, os gametas podem néo ser hppsdim polipldides, como é o caso
da cana-de-acucar. A quantidade de cromossomos em um gaatiptdide dependera da ploidia
da espécie ou até mesmo da ploidia do grupo de homologiagjéwntos aneupléides durante a
segregacdo podem ser frequentes. Em uma espécie teteguloido a batata por exemplo, des-
considerando inicialmente a aneuploidia e a variacao ddiglentre individuos, quatro copias do
namero basico de cromossomos sao esperadas. Neste caameaiagsao formados por dois cro-
mossomos, sendo, portanto, diplotipos. Ja em uma espém@pldele, também desconsiderando
0S aspectos anteriores, dez copias do numero basico dessomos sdo esperadas. Assim, 0S
gametas sao formados por cinco cromossomos, sendo, popantaplotipos. A quantidade de ga-
metas possiveis nessas espécies dependera dos diferentessomos, 0s quais sao proporcionais
ao numero de locos e alelos. O exemplo a seguir mostra essas. id

Considere dois locos fisicamente ligadbs B, ambos bialélicos4 e a; B eb), numa geragao
N qualquer de determinada populacdo. Se essa populacagplitiddi quatro gametas poderéo ser
encontrados, sendo estes equivalentes ao niumero de paplptssiveisAB, Ab, aB e ab). No
entanto, se essa populacéo for tetraploide ou decaplaitke quantidade maior de gametas podera
ser encontrada, ndo sendo esta, portanto, equivalenteains haplotipos anteriores. Nestes casos,
0s gametas séo resultados de diferentes combina¢fes Hapk#fpos. Se os locas e B fossem
multialélicos ao invés de bialélicos, uma quantidade amdimr de combinacdes poderia ser encon-
trada em funcdo do aumento do niumero de haplotipos pos@iVSISER, 1947; CROW; KIMURA,
1970), o que também ocorreria no contexto de multiplos ldmia#licos ou ndo. Portanto, atraves
desses e outros aspectos, como o fendmeno da dupla redugétopoliploides (GALLAIS, 2003),
€ possivel notar maior complexidade para estimacao dostgamesuas frequéncias em espécies
com ploidias mais elevadas, influenciando diretamente loalcado DL entre locos.

Mesmo que 0s gametas e suas frequéncias pudessem ser @bpidd# de dados genotipi-
cos, nenhuma medida que capitalize a complexidade do DL dipigdes foi desenvolvida até
o momento. Devido a heranca polissémica, onde varios creonoss segregam conjuntamente
para a formacdo de um gameta (GALLAIS, 2003), o DL em polg#sipode ocorrer de diferentes
formas: i) entre alelos de diferentes locos, tanto num mdsaptdtipo quanto em haplétipos dis-
tintos de determinado grupo de homologia; e ii) entre aldloesm mesmo loco, estando estes em

haplétipos distintos de determinado grupo de homologiaocmostrado por Gallais (2003). Esse
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autor designou os DL's do primeiro e segundo casos como diibeps de ligacdo e panmitico,
respectivamente, e mostrou em detalhes esses conceitosgparcies tetraploides. Para espécies
com ploidias mais elevadas, como a cana-de-acUcar, nenabondagem tedrica sobre o DL, a
nivel gamético, foi desenvolvida até o momento. Em func&edjio DL nessa espécie tem sido

normalmente estudado apenas entre locos, quando a fagackolié desconhecida.

2.3.5 Reducao do Desequilibrio de Ligacdo ao Longo das Gefss

Nos itens anteriores, o calculo do DL foi apresentado cenaitio haplétipos com dois e trés
locos fisicamente ligados, no contexto de locos bialélicosd@loides. A maior complexidade
na deteccao do DL devido a existéncia de locos multialébpesnas foi comentada, de modo que
nenhuma abordagem mais detalhada foi apresentada. A€sita,tapico, sera discutido o compor-
tamento do DL ao longo de geragdes de cruzamentos numa gbardaais simples, levando em
consideracgdo pares de locos bialélicos em uma populac@&idgipOportunamente, esses conceitos
sao expandidos para o contexto de organismos polipléides) € o caso da cana-de-agucar.

Considere dois locos fisicamente ligadbs B, ambos bialélicos{ e a; B e b), numa geracao
N qualquer de determinada populagéo. Quatro diferentestifagd podem ser identificadod:3,

Ab, aB e ab. Com as diferentes combinacdes desses haplétipos, queeatam, respectivamente,
as frequénciagag, fan fup € fu, dez possiveis gendtipos podem ser encontrados na populaca
Esses genotipos, suas respectivas frequéncias e as fcepiésperadas dos haplotipos na geragédo
N +1, levando em consideracao uma fracao de recombinagatre os locos! e B, s&o mostrados

na Tabela 2 (HARTL; CLARK, 2007; HAMILTON, 2009; HEDRICK, 20). Cada um desses
locos pode estar em equilibrio de Hardy-Weinberg, de modosguis alelos estejam associados
aleatoriamente (local: fa = p, fo = ¢, faa = P* faa = 204, fua = ¢*, P+ ¢ = 1; loco B:

fe =71 fy = s, fegg = 12 fm, = 2rs, fu, = s°, 7 + s = 1). Caso forem detectados desvios
em relacéo a essas frequéncias, indicando a influénciaghesfevolutivas, esses locos néo estaréo
em equilibrio de Hardy-Weinberg. De qualquer forma, edsagiio € novamente estabelecida com
apenas uma geracao de recombinacdo (CROW; KIMURA, 1970TKLM, 2008).
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Tabela 2 -Genotipos e suas frequéncias na geragamfrequéncias esperadas dos haplétipos na gerdgad

Genotipos  Frequéncias AB Ab aB ab
ABIAB 2. 2. - - -
ABIAb 2faBfav JaB[fab JaBfav - -
AblAb 2, - £, _ _
ABlaB 2faBfaB faBfaB - fagfap -
ABlab 2faBfan (L —71)faBfan (r)faBfav (r)faBfab (1 =7)faB fab
AblaB 2favfaB (r)fabfaB A =r)favfap (L —=7)favfaB (r)fabfaB
Ablab 2fapfab - favfab - favfap
aBlaB 33 — — 33 -
aBlab 2faB fab - - JaB fab JaBfab
ablab 2 - - - o

De acordo com a Tabela 2, é possivel obter as frequénciasagtigipos ') na geracaaov + 1

através da soma das respectivas colunas:

Haplotipo 1: fu5 = fig + fasfas + fasfap + (1 —7) fapfa + (7) favfas
fap = fap —rDy

Haplotipo 2: f, = fapfas + [, + () fapfa + (1 —7) fasfan + Favfas
fay = fav+ 7Dy

Haplotipo 3. f.5 = fapfas + (1) fapfa + (1= 7) favfus + [25 + fan fab
fap = fap + 71Dy

Haplétipo 4: f., = (1 —7) fapfas + (r) favfas + favfas + fanfu + [2
fap = fap —7Dn

ondeDy € o DL referente a geracdo anteriire € a fracao de recombinacéo entre os lodos
e B. Com as frequéncias dos haplotipos e dos alelos ¢; B e b) ha geracaaV + 1, € possivel

calcular o DL resultante:
! ! ! !
DN+1 = fABfab - fAbfaB

Substituindo as expressfes equivalentes a estes hapl@igpds manipulacdes algébricas, tem-

se que:
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Dyniy = (1 —7)Dy

Generalizando:
DN+T = (1 — T’)N+TDN

Pela expresséo anterior, € possivel notar que o DL tendesds&irao longo das geragdes com
cruzamentos aleatérios, sendo que essa reducéo é fung@opo () e da fracdo de recombinacgéo
(r) entre os locos. Assim, quanto menor é a fracdo de recon#imnatre dois locos quaisquer,
menor € a probabilidade de um evento de recombinacédo acerpartanto maior é a associacao
preferencial entre eles devido a ligacao fisica, fazendo goe a queda do DL ocorra mais lenta-
mente (LEWONTIN; KOJIMA, 1960; CROW,; KIMURA, 1970; FALCONE MACKAY, 1996;
LYNCH; WALSH, 1998; GALLAIS, 2003; TEMPLETON, 2006; HARTLCLARK, 2007; OR-
AGUZIE et al., 2007; SLATKIN, 2008; HAMILTON, 2009; HEDRICK2010).

No inicio, comN e T iguais a zero, os locod e B encontram-se em méaxima associacao
preferencial, de modo que se tem o maximo valor possivel @& (D, = 0,25; frequéncias
alélicas iguais:f4 = f, = fs = f» = 0,5). Neste momento, apenas haplotipos em associagao
(AB eab; fap = fu = 0,5, fa» = fop = 0) constituem os genoétipos de uma populacdo, sendo
que a soma das suas frequéncias € equivalente a 1. Com cedlelasrgeracdes, e com elas muitas
oportunidades de recombinacé&o, novos haplotipos comegaingia na populacéo, e o DL maximo
inicial vai se reduzindo gradualmente. A Figura 2 ilustraassideias. E possivel notar que a
queda do DL ao longo das geracgdes, na auséncia de outrassfgtor afetam seu comportamento,
é influenciada diretamente pela fragdo de recombinagétre os locos. Por exemplo, para locos
nado ligados{ = 0,5), 0os quais se encontram separados por maior distanciap poais de 5
geracgOes seria suficiente para quebrar o DL maximo inic@ErR, para locos intimamente ligados
(r = 0,01), onde é rara a ocorréncia de um evento de recombinacdodmai30 geracdes seriam
necessarias para que o DL maximo fosse totalmente rompidagamplicaria uma situacéo de
independéncia ou equilibrio de ligacao.

Com o surgimento de novos haplotipos, € possivel chegar asitoegdo na qual apenas ha-
plotipos em repuls@odb e aB; fap = fu = 0; far = fop = 0,5) estao presentes numa populagéo,
sendo que a soma das suas frequéncias € igual a 1. Neste das@timge seu minimo valor
possivel D, = —0,25; frequéncias alélicas iguaigy = f, = fz = f, = 0,5). E importante notar

que esse valor, apesar de minimo, corresponde & maximaagssopreferencial entre os alelos de
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dois locos quaisquer. Em outras palavras, a intensidadeLdd €&atamente a mesma quando se
tem apenas haplotipos em associagcdo ou apenas haplétipep@sio numa populagédo. A queda
do DL numa populacéo que se iniciou com haplotipos em repalséntece de maneira semelhante
a anterior, tendo-se o grafico da Figura 2 na parte negatiexdaorrespondente ao DL.

A reducdo do DL ndo é funcdo apenas da ligacao fisica entos I(RRITCHARD; PRZE-
WORSKI, 2001; MCVEAN, 2007). Outras forgas evolutivas aego das geracdes podem influen-
ciar no sentido de aumenta-lo, retardando sua reducéoim, assituacéo de equilibrio de ligacdo
numa populacéo. Algumas dessas forcas séo deriva gersetieades natural e artificial, migracéo,
estrutura populacional, endogamia, entre outras (ver2&n7). A acdo desses fatores promove o
surgimento de DL tanto entre locos nédo ligados quanto ligamoquais permanecem em associagcao
preferencial mesmo apos muitas geracoes.

A Figura 3 mostra a queda do DL numa populacdo sob forte irdlaéte selecdo natural. E
possivel observar a existéncia de DL entre locos nao ligades),5) e ligados ¢ = 0,05) mesmo
apos 25 geracdes de cruzamentos, com magnitudes difeentésncao das diferentes fracdes
de recombinacgdo, mostrando claramente a interferénciact@$so de selecdo. No entanto, para
locos intimamente ligados & 0,01), esse fator parece néo alterar de maneira significative@agqu
do DL, uma vez que seu comportamento, neste caso, se mané&me@raquele verificado na
auséncia de forcas. Portanto, ap0s muitas geracfes denamizes, com ou sem forcas evolutivas,
espera-se que o DL remanescente seja devido a locos intmahigados, ou seja, muito proximos
fisicamente. Uma vez que esses locos compartilham um mesttextm historico-evolutivo, o DL
existente entre eles € de grande importancia para o mapeadeQTL's e a sele¢do assistida por
marcadores moleculares.

Em polipléides, mais especificamente tetraploides, a qdedal ao longo das geracdes foi
estudada em detalhes por Gallais (2003). Por meio de alrdAgmdamentalmente tedrica, esse
autor mostrou que os padrdes do DL em uma populacédo tetlepdévem apresentar maior com-
plexidade quando comparados ao de uma diploide, visto quametas, em geral, ndo séo ha-
plétipos. Nesse sentido, considerando que os gametas epldades sdo constituidos por dois
Cromossomos, 0s quais segregam conjuntamente, o DL podesioeatre alelos de um mesmo
loco, situados em haplétipos distintos, e entre alelos deasldiferentes, situados num mesmo ha-
plétipo (associacdo) ou em haplétipos diferentes (repls@ssim, a caracterizacdo completa do

DL em tetrapléides, ou mesmo em outros polipléides, deveiderar essa complexidade. Contudo,
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Figura 2 —Reducéo do desequilibrio de ligagéo (DL) ao longo das gesag@nsiderando quatro fragdes de recombi-
nacao £). No inicio, apenas haplétipos em associacédo séo obsermadmwpulacdad) = 0,25). A queda
do DL acontece em fungéo do tempo e da fragéo de recombinBgdo{ = (1 —r)V*+7 Dy), assumindo
cruzamentos aleatérios e auséncia de forcas evolutivasl(HEON, 2009)
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Figura 3 —Reduc&o do desequilibrio de ligagio (DL) ao longo das gesagéb forte influéncia de sele¢do natural.
Neste caso, forca evolutiva esta atuando juntamente coatadrde recombinacdo na queda do DL. Ao
contrério da Figura 2, o DL n&o é reduzido a zero devido a agé@mdorca (HAMILTON, 2009)

Gallais (2003) apresentou a queda do DL para esta ploidreagmmnsiderando alelos de diferentes
locos em associacdo, conforme pode ser observado na Figutapdssivel notar, neste caso, a

semelhanca na queda do DL entre dipldide e tetrapléide.
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Figura 4 —Reduc&o do desequilibrio de ligagdo (DL) ao longo das gesein populagdes dipldide e tetraploide.
Assumem-se: diferentes fracdes de recombinagéo entre ssfvpbpar de locos, as quais, neste caso, séo
indicadas pela letra; cruzamentos aleatorios; e auséncia de forcas evolutBAEI(AIS, 2003)

2.3.6 Medidas Relativas do Desequilibrio de Ligacao

O conceito basico do DL (LEWONTIN; KOJIMA, 1960), conformep@sto em tdpicos ante-
riores, pode nao ser procedimento adequado quando o @bgetiemparar a magnitude das asso-
ciacoes preferenciais entre diferentes pares de locos. atlsmtece porque esse DL € calculado
com base nas frequéncias alélicas de determinado par de &xquais podem naturalmente variar
guando outro par de locos esta sendo considerado. O exers@fua mostra essas ideias.

Considere dois pares de locos fisicamente ligados:3, ambos bialélicos4{ ea; B eb); P e
Q, também ambos bialélico$’(e p; Q e ¢). Para esses pares, quatro diferentes haplétipos podem
ser identificados numa geracao qualquer de determinad#ggdpud B, Ab, aB e ab, para 0s locos
AeB; PQ, Pq, pQ e pq, para os locog’ e (). Esses locos podem estar em DL, e os respectivos

valores desse parametro podem ser calculados atravégdaéricias dos seus haplatipos:
LocosAeB: Dag = fapfa — favfaB

LocosP € Q: Dpo = frofeg — frefro

Através desses calculos, supondo significancia estatistipossivel verificar qual dos pares de

locos apresenta maior grau de DL, ou seja, maior associaeéergncial entre os seus alelos. No
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entanto, essa comparacao nao é apropriada, uma vez quewsitias alélicas referentes a um par
de locos podem néo ser as mesmas referentes a outro par si¢H&DRICK, 1987; LEWONTIN,
1988). Em outras palavras, 0 maximo DL que o par de lotBgpode apresentar ndo € necessaria-
mente 0 mesmo maximo que o par de lo¢dg pode apresentar, dificultando afirmar, pela medida
do DL acima, qual dos pares esta mais fortemente associadideligacdo fisica.

Assim, com o objetivo de possibilitar a comparagéo do DLeepéires de locos numa populacéo,
ou até mesmo de um loco em diferentes populacfes, contefederdes frequéncias alélicas, ou-
tras medidas foram propostas. Essas medidas foram revisata@etalhes por Hedrick (1987) e
Devlin e Risch (1995). Hedrick (1987) e Lewontin (1988) clammatencéo as dificuldades para
definir a mais apropriada para o célculo do DL, uma vez que,ate$q sao sensiveis a diferentes
processos populacionais que geram associactes pretesgiMCVEAN, 2007; SLATKIN, 2008).

Na sequéncia, sao apresentadas as medidas relativas maisscotilizadas para o calculo do DL.

Lewontin (1964) propds uma medida relativa do DL, designemi@’, que possibilita comparar
os DL’s de diferentes pares de locos, uma vez que 0os maxintoesaedricos sdo levados em

consideracdo, conforme mostra a expressao a seguir.

_ D]

D = 1
Dmam ( )

ondeD’ é a medida relativa do DLI) é o conceito basico calculado com base nas frequéncias dos
haplotipos, eD™* € o maximo valor teérico do DL entre um possivel par de locos.

Para os pares de locos consideradbs (B; P e ()), tém-se que:

Dyp = (2)

Dy, = 3)

QuandoDsp € Dpg forem > 0, os maximos teorico®’y* e DEa* serdo equivalentes aos
menores valores dentre os produfas; e f.f5, € frf, € f,fo, respectivamente. Ja, quanbq g
e Dpq forem < 0, os maximos teorico®’y5* e D" serdo correspondentes aos menores valores

dentre os produtog, f € f.fy, € frfo € f,f,, respectivamente. De outra forma, tém-se que:
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min(fafs, fafs), s€Dap€<0

Dy = ,

min(fafy, fafs), S€Dap€>0

max min(fPvafpfq), SEDPQé<O
Dpg' =

min(fpfq, fpr), serQ é>0

Ao contrario do conceito basico do DL, que pode variar epthe25 e 0,25, 0 D', que é uma
medida relativa, pode variar entre 0 e0l{ D' < 1). ComD’ = 1, indicando que a associacio
preferencial entre alelos é equivalente a maxima teorisgipel, pode-se dizer que pelo menos
um dos quatro haploétipos esta ausente, o que caracterizaituaedo de perfeito DL (ARDLIE;
KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002; SLATKIN, 2008; HEDRICK, 2010)Quando todos os haploti-
pos, em associacao e repulsio, estao preséntésnenor que 1, indicando que eventos de mutag&o
ou recombinacdo ocorreram ao longo das geracdes, 0 que na@tecaa uma situacdo de maxima
associacao preferencial (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BKICER, 2003; SLATKIN, 2008).
Assim, um procedimento direto para saber se os quatro lapddstédo presentes numa populagéo
é verificar o valor da)’. De qualquer maneira, quandd é menor que 1, a magnitude dos valores
obtidos ndo apresenta clara interpretacéo (ARDLIE; KRUSHKYSEIELSTAD, 2002).

Outra medida relativa do DL € &, ou A?, proposta por Hill e Robertson (1968). E normal-
mente indicada pelo quadrado do coeficiente de correlagiede o grau de associagao entre locos
(covariancig de acordo com a variacdo dos seus alelos. Assim como a@anessa medida de-
pende do conceito basico do DL, o qual é baseado nas freqséhas haplotipos. A expressao a

seguir mostra essas ideias.

) Cov(X,Y) D%, B D%,

Ty = V(X)V(Y) N Ixfolvfy  fx(L=fx)fy(1— fy) @

onder%, (coeficiente de determinacéo, ou quadrado do coeficienterdelacdo) é a medida rela-
tiva do DL entre dois locos bialélicos quaisquére Y, Cov(X,Y) é acovarianciaentre esses
locos,V (X) eV (Y) sdo suas respectivas variancibs,,- € o conceito basico do DL entre X e Y, e
fx.v,y S@0 as frequéncias dos alelos referentes aos locos X ¥{ + f, = 1, V(X) = fx fa;
Yify +f,=LVEY)=fvf)

Para os locos consideradot € B; P e (), ttm-se que:
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2 Cov(A, B) B D%B B D%B
ABZ V(AW (B)  fafafsfe  fa(l— fa)fs(1— fz)

(5)

2 _ Cou(PQ) Diq _ Diq (6)
PCTVPWVIQ)  frfufofs fr(l—fr)fo(l— fq)

Do mesmo modo qué®’, »? pode variar entre 0 e D(< r2 < 1). Comr? = 1, indicando
associacao preferencial maxima entre alelos de pares dg, [pode-se dizer que dois dos quatro
haplétipos estdo ausentes na amostra, o que caracterizaituagao de perfeito DL (ARDLIE;
KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002). Neste caso, apenas haplotipmsassociacido podem estar pre-
sentes, mostrando que eventos de mutacdo, recombinaca@gdo nao ocorreram no sentido
de gerar haplotipos em repulsdo. No contexto da selecastidagpor marcadores moleculares,
informacdes a respeito de um loco fornecem completa infgéima respeito do outro loco, sendo
redundante a utilizagdo de ambos no mapeamento de QTL's.

D’ er? sdo as medidas mais comuns utilizadas para o calculo do D¢ emtes de locos bialéli-
cos (ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002; FLINT-GARCIA; THGRNSBERRY; BUCK-
LER, 2003; GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005; HARTL; CLARK, 200MEDRICK, 2010). Em-
bora ambas ndo sejam apropriadas para verifica-lo em as@&caenas, apresentando ou néo
baixas frequéncias alélicas, cada qual possui suas vastagaquanto? capitaliza eventos de
mutac&o e recombinac&o ocorridos historicamefteapenas capitaliza eventos de recombinacéo,
sendo medida mais adequada para detecta-los. No enfanéofortemente afetada por amostras
pequenas, de modo que a comparacao entre locos contends fr@guéncias alélicas torna-se
inadequada com essa medida em funcdo das estimativas rtkameiadas do DL (ARDLIE;
KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002; FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BICKLER, 2003). Por-
tanto, no caso dos estudos de associacdo, onde o tamanhmstazaénlimitado por questdes de
tempo e custo envolvidos nos processos de genotipagemtifgem, deve-se priorizarg para
verificar a extensdo do DL (JORDE, 1995; ARDLIE; KRUGLYAK; EHESTAD, 2002; FLINT-
GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003; ZHU et al., 2008).

A Figura 5 mostra trés situacdes de como locos fisicameraedig) podem exibir diferentes
niveis de DL através das medidAser?. Contudo, essas medidas foram desenvolvidas no contexto

de pares de locos bialélicos e, por isso, ndo sdo aproppadas calculo do DL entre pares de locos
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multialélicos ou varios locos simultaneamente, sends dsédélicos ou ndo. Algumas medidas até
chegaram a ser propostas para o primeiro (HEDRICK, 1987)ensi® (ROBINSON et al., 1991)
casos, mas parece que nao tiveram grande aceitacdo. Asgnos métodos tém sido propostos
principalmente para o calculo do DL entre multiplos locitgls (KIM et al., 2008), o qual esta
sendo alvo de intensa pesquisa a partir do sequenciamei@Nle em humanos, como parte do
Projeto Internacional HapMap.

2.3.7 Fatores que Afetam o Desequilibrio de Ligacéo

Décadas atras, quando a disponibilidade de dados moleswarda era limitada, o DL detec-
tado em uma populacéo era normalmente atribuido a selepatiGnea de locos. Nos dias de hoje,
em especial para locos intimamente ligados, é reconheaglngtacéo e deriva genética sao fatores
importantes no surgimento de DL, assim como recombinac&nagueda ao longo das geracoes
(HEDRICK, 2010). No entanto, esses fatores ndo sdo os unitasanho populacional, estru-
tura de populacdo, endogamia, sistema reprodutivo, ilwezsconversao de genes, entre outros,
também podem afetar o DL de uma populag¢édo (PRITCHARD; PRZR®K), 2001; ARDLIE;
KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002; GALLAIS, 2003; HARTL; CLARK, 207; SLATKIN, 2008;
HEDRICK, 2010). Alguns desses fatores sao discutidos arsegu

As selecdes natural e artificial podem gerar DL entre logzdibs e ndo ligados. No primeiro
caso, a selecao estabelece associagfes preferenciaisienédelo favoravel de determinado loco
e alelos de locos adjacentes, de modo que haplétipos isteinstendo o alelo selecionado per-
manecem na populacdo. Consequentemente, haplétipooentaintendo o alelo deletério sédo
eliminados da populacao (“bottleneck” loco-especifica).segundo caso, a selecao a favor ou con-
tra um carater controlado por locos nao ligados promove Dieeseus alelos (FLINT-GARCIA;
THORNSBERRY; BUCKLER, 2003), 0 qual néo é de interesse panapeamento de QTL's.

A mutacdo exerce papel fundamental na criacdo de DL (SLATRM08). Considere dois locos
ligadosA e B, sendo o primeiro polimorfico, com aleldse a, e 0 segundo monomoérfico, com alelo
B. Dois haplotipos -AB e aB - constituem 0s genoétipos de uma populagédo. Supondo a oc@ré
de mutacao no loc®, este se torna polimorfico, com alel&se b. No inicio, o alelob surge em
apenas um cromossomo, o qual pode conter os akelos a. Em funcéo disso, a frequéncia do
haplotipo contend® € claramente inferior & esperada, mostrando que esse al@otea-se em

DL com os demais alelos do cromossomo. Trés haplotipd®; aB e (Ab ou ab) - passam a
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Figura 5 —Trés cenarios hipotéticos de desequilibrio de ligagéo @it)e dois locos causados por eventos de mu-

tagdo e recombinagdo historicos, mostrando o comportmnlastmedida@' er?. Imagens na coluna
esquerda mostram os estados alélicos dos locos 1 e 2. A a@dunaio representa a tabela de contingén-

cia 2 x 2 de haplétipos e os resultadosldee 2. A coluna da direita representa uma possivel arvore
mostrando o DL present€A) DL absoluto existente quando dois locos compartilham o messtorico

de mutagBes na auséncia de recombinagéo. Ambasr? sdo equivalentes a 1B) DL existente entre

os locos mesmo quando os eventos de mutacdo nao sao towmboemartilhados; auséncia de recombi-
nacdo. Note que os diferentes eventos de mutacio sdo detatenas pot. (C) Equilibrio de ligagdo
(DL = 0) entre os locos com a ocorréncia de recombinacaopertiente dos eventos de mutacdo. Ambos

D" er? sdo iguais a 0. (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003)

constituir os genotipos, sendo que o grau do DL edte B é considerado maximo. Contudo, o

DL é méaximo apenas considerando a medilavisto que esta néo capitaliza eventos de mutacao,



42

0S quais podem reduzir o DL. Assim, a mutacdo é um fator imptetndo apenas por gerar DL,
mas também por reduzi-lo ao longo das geracfes (ARDLIE; KREK; SEIELSTAD, 2002;
HARTL; CLARK, 2007; HAMILTON, 2009; HEDRICK, 2010). Por exeplo, SNPs com altas
taxas de mutacdo podem apresentar nenhum ou pouco DL coraduess adjacentes, mesmo na
auséncia de recombinagdo. Porém, como mutacao é rara en{FRIFEHARD; PRZEWORSKI,
2001; ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002; SLATKIN, 2008), &0 ha evidéncias que esse
fator contribua de maneira significativa para romper o Dlreeasses marcadores.

A deriva genética promove a flutuacéo aleatéria de aleloptigos ao longo das geracdes,
fazendo com que locos se associem de maneira ndo-aledARL(E; KRUGLYAK; SEIEL-
STAD, 2002). Segundo Slatkin (2008), o efeito deste fatoinélar a retirada de uma amostra
pequena a partir de uma grande populacdo. Neste caso, atgorws em equilibrio podem
apresentar algum DL, devido a flutuacdo gerada por uma aanasticiente. Apesar de estudos
mostrarem que a deriva genética, ao interagir com mutacéocombinacdo, poderia ser ignorada
como causa do DL (HILL; ROBERTSON, 1968; OTHA; KIMURA, 196%ua importancia pode
ser verificada em diferentes situacdes. Por exemplo, enlaugif|s que apresentam menor tamanho
efetivo (IV,), a deriva genética tende a ser pronunciada, promovenderdaardo DL em fungéo da
perda de alelos e haplétipos raros (FLINT-GARCIA; THORNSSY; BUCKLER, 2003). Porém,
em populacdes que possuem maior tamanho efetivo, a demnigdta teser reduzida, de modo que o
DL esperado entre locos também tende a ser. Assim, a infai@aaileriva no comportamento do
DL pode ser maior ou menor dependendo do tamanho da popw@atéastudo.

Nesse contexto, o tamanho populacional € um fator impertgue afeta o DL. Em populacdes
gue se encontram em expanséo, derivadas de eventos dewasgratientes, ou que permanecem
isoladas, tendo-se menor tamanho efetivo, € esperadotegarcbh em maiores extensfes ao longo
do genoma (MACKAY, 2001a). No entanto, em populagdes mgjass quais possuem maior
tamanho efetivo e provavelmente passaram por muitas geya&gdportunidades de recombinacéo,
€ esperado encontrar DL em menores distancias no genomaKaNA1994; KRUGLYAK, 1999;
PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001; MACKAY, 2001a). Até mesmo enawgdes populacdes que
apresentam tamanho efetivo constante é esperado enddhtraduzido, presente entre locos inti-
mamente ligados (PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001).

Contudo, grandes populacdes podem sofrer reducdes bmsce tamanho (“bottleneck”),

como por exemplo um isolamento geografico, acarretandoteasia perda de alelos e haplétipos.
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Essa perda promove alteracdes nas frequéncias alélicastaddtipos, culminando em associa-
cOes preferenciais. Assim, locos que encontravam-se eitibeigupassam a estar em DL, e este
eleva-se pela acdo da deriva genética na populacéo subssgaeual apresenta-se com menor
tamanho efetivo. A ocorréncia de um “bottleneck” iniciahtsido a explicacdo do DL detectado
entre locos distantes em varios estudos com humanos (SIMT2008).

Outro fator que afeta substancialmente o DL é a estruturaodel@céo. Possivelmente, esta
€ a principal causa da ocorréncia de falsos positivos end@stle mapeamento associativo (AB-
DURAKHMONOV; ABDUKARIMOV, 2008). A mistura de individuos riundos de diferentes
fragmentos homogéneos (subpopula¢des) de uma populagéaplninar em associacoes prefe-
renciais. O efeito dessa mistura, a qual pode ou ndo seciatel, € evidente em um caso extremo
(SLATKIN, 2008). Por exemplo, para dois locos bialélicds B, considere que uma subpopu-
lacdo é fixada para os aleldse B, enquanto outra é fixada para os aletlasb. Dentro de cada
subpopulacéo, o DL entre os locdse B € zero. Com a migragdo de individuos de diferentes sub-
populacdes, dois haplotipos em associacadd-e ab - passam a constituir a populacado misturada,
de modo que o maximo DL é estabelecido. No entanto, como assecaso extremo, € provavel
gue outros locos estejam em DL dentro de cada subpopulagdmoméo estando fisicamente lig-
ados. Isso pode ocorrer devido a agédo de outras forgas oagpoportunidades de recombinacao.
De qualquer forma, como DL entre locos néo ligados (falssscacdes) pode surgir pela mistura
de diferentes subpopulagdes, € imprescindivel que a @strdé populacédo seja considerada nos
estudos de associacao (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCK,ER003).

Em geral, o DL ocorre de forma aleatéria no genoma e dependspigie e populacdo sob es-
tudo (ORAGUZIE et al., 2007). Assim, o0 estudo da extensaoldé Buito importante, e possibilita
determinar a resolugdo de mapeamento e a densidade de orescadcessarios na identificacdo
de QTL's (NORDBORG et al., 2002; WEI et al., 2006; ZHU et aD08). Se o DL permanecer
em curtas distancias no genoma, uma alta resolucdo de mepiasera esperada, mas uma ele-
vada quantidade de marcadores sera necessaria. Em candegse o DL se estender a maiores
distancias no genoma, a resolucédo de mapeamento tenderdaéxse mas uma quantidade menor
de marcadores sera requerida (YU; BUCKLER, 2006; ORAGUZI&l.e2007; ZHU et al., 2008).

2.3.8 Desequilibrio de Ligacdo em Plantas

A extensdo do DL tém sido estudada em diversas espéciesmagl&amArabidopsis uma
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espécie autdgama, o DL se estende até cerca de 50 Kb (NORDBO&G 2002, 2005). Alguns

estudos entre etnovariedades de arroz e sorgo, espédiEsnimantemente autdgamas, mostram
uma extensdo de DL de até 100 Kb (GARRIS et al., 2003; HAMBLildle 2005). As culturas
gue passaram por um processo de domesticacao sofrerarnfogagaeros na diversidade genética,
aumentando a extensao do DL. Além disso, o melhoramentormotkem elevado o DL pelo uso
de um numero restrito de parentais nos processos de hiédad&mm milho, uma espécie alogama,
ha um declinio rapido no DL em algumas centenas de pares de @@SNAILLON et al., 2001), o
gue muito dificulta o mapeamento por associacao, ja que radlde marcadores sdo necessarios.
Em contrapartida, os materiais de melhoramento de milhempaapresentar DL em distancias de
até 33 cM (STICH et al., 2005), sendo que, entre materidis, gldo foi observada queda no DL
até 500 pb (CHING et al., 2002). O mesmo foi observado entrevatiedades de algodao, onde
o DL se estendeu até 10 cM; entre variedades melhoradas, @ Bstendeu até 30 cM (ABDU-
RAKHMONOV; ABDUKARIMOV, 2008). Em batata, uma espécie afga e polipléide, o DL
permaneceu ao redor de 5 cM (D’HOOP et al., 2010), sendo s@tasima quantidade maior de
marcadores para o mapeamento. Detalhes sobre a extensdoeain Butras espécies de plantas
podem ser encontrados em Flint-Garcia, Thornsberry e Bu¢kD03), Gupta, Rustgi e Kulwal
(2005), Oraguzie et al. (2007), Abdurakhmonov e Abdukavif2®08) e Zhu et al. (2008).

2.3.8.1 Desequilibrio de Ligacdo em Cana-de-acucar

O primeiro trabalho sobre extensdo do DL em cana-de-acacaublicado por Jannoo et al.
(1999b). Esses autores, ao estudarem 59 variedades dagtivas ilhas Mauricio, detectaram DL
entre marcadores RFLP em uma distancia de até 10 cM, alegamio causa a ocorréncia de
“bottleneck” fundador entre as variedades ancestrais.sAnais tarde, Raboin et al. (2008), ao
estudarem 72 clones de diversas estacfes de melhoramentordim, detectaram forte DL nos
primeiros 5 cM de distancia, através da analise utilizang®/1marcadores AFLP. No entanto,
associacfes em uma distancia de até 50 cM também foramatktectpesar de uma queda ter
sido observada ap6s 30 cM. Os autores discutiram que esdBacera 0 esperado em funcao da
historia recente do melhoramento de cana-de-acUcar, aéquaxiacterizada por poucas geracdes
segregantes (10 ou menos) devido a propagacao vegetatespéaie. Além disso, 0 uso recor-
rente de variedades superiores nos cruzamentos tambérnedewatribuido para encontrar DL em

maiores extensdes. Contudo, como grande parte do DL pecewaeen menores distancias, os au-
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tores propuseram uma quantidade maior de marcadores paeantaur a resolucdo de mapeamento.
Esses resultados também foram verificados por Wei et al0f204 quais calcularam a extensao do
DL com base em 16891 marcadores DArT (Diversity Arrays Tetigy) e uma grande populacao
(480 clones) de cana-de-acucar da Australia, a fim de realiapeamento por associacao.

No entanto, esses trabalhos foram realizados com base emgasma diferente do que vem
sendo explorado pelos programas de melhoramento brasjl@rostrando a importancia do pre-

sente estudo como base para o mapeamento associativo o Bras

2.4 Mapeamento Associativo

2.4.1 Mapeamento por Analise de Ligacao vs Mapeamento Assativo

Em plantas, o mapeamento por analise de ligacdo baseia-pemracdes experimentais ori-
undas de cruzamentos controlados, sendo que a busca pa &bldtece em genomas que apre-
sentam blocos génicos maiores, em funcéo das poucas dgadas de recombinacgéo (Figura 6a).
Em contrapartida, 0 mapeamento associativo baseia-se puatagdes naturais, colecdes de ger-
moplasmas, conjuntos de materiais elite, entre outros, @#omue a busca por QTL's acontece
em genomas que possuem blocos génicos menores, devidceambssade recombinagéo historico-
evolutivos (Figura 6b). Neste caso, a resolucado de mapdartere a ser elevada, gerando maior
precisdo na localizacao dos QTL's (ZHU et al., 2008; MACKAYak, 2009).

Embora ambas as abordagens sejam baseadas no DL por ligm¢ca@htre marcador e QTL,
bem como caracteristica (LYNCH; WALSH, 1998), no mapeamessociativo € possivel que DL
entre locos nédo ligados seja considerado caso a estruty@pdéacdo em estudo ndo seja contro-
lada (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003; YU; BUCKER, 2006; ZHU et al.,
2008). Esse controle significa considerar possiveis sulbpgfes ou fragmentos homogéneos den-
tro de uma populacéo heterogénea, de modo que a busca pa, Q&tte caso, seja realizada no
interior dessas subpopulacdes. Além disso, quando pgssiuedamental controlar outros fatores
que também podem gerar falsas associagfes (YU; BUCKLER,; Z@U et al., 2008).

Em geral, o mapeamento associativo, quando comparadolésearnte ligacdo, pode apresentar
como vantagens: i) deteccéo de associacfes genéticaasvadich toda a populacédo e ndo somente
para um cruzamento especifico; ii) maior precisdo e resoldednapeamento na identificacédo de

QTL's; e iii) reducdo dos custos e do tempo da pesquisa, @Easha necessidade do desenvolvi-
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mento de populacdes experimentais (YU; BUCKLER, 2006; ABRMKHMONOV; ABDUKA-
RIMOV, 2008; ZHU et al., 2008).
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Figura 6 —Comparag&o entre os mapeamentos por andlise de ligac@@gsociacdd). O primeiro € baseado em
populac6es experimentais (no cagg) e poucas oportunidades de recombinacao, enquanto o segund
€ baseado em populacdes com varias geracfes e muitas dg@deside recombinacdo. O diamante
amarelo a direita representa o DL entre um alelo mutante eadares intimamente ligados, os quais
permanecem em um mesmo bloco génico ao longo das gera¢Gstsamdo que € rara a ocorréncia de
recombinacao quando locos estdo muito proximos fisicanigrtd et al., 2008)

[

2.4.2 Mapeamento Associativo em Plantas

A crescente utilizacdo do mapeamento associativo em husnanacipalmente para doencas
importantes, tem estimulado seu uso em diversas espéqidasndas (BUTTERFIELD, 2007; ZHU
et al., 2008). Em milho drabidopsis espécies precursoras nesses estudos, 0 mapeamento asso-
ciativo foi inicialmente realizado com base em genes catdg] os quais mostraram-se associados
com caracteristicas importantes, como tempo de florestinegmeso de plantas. Nos ultimos anos,
com o surgimento de plataformas mais eficientes e menossatean processo de genotipagem, o
mapeamento associativo passou a ser realizado ao longdale ggnoma. A primeira espécie ma-
peada com o uso dessa abordagem, a qual consiste na geaatigagima série de individuos com
marcadores moleculares, foi a beterraba. Posteriormauttas espécies, como milhrabidopsis
arroz, trigo, aveia, eucalipto e batata também foram magseaala caracteristicas importantes. De-
talhes a respeito do mapeamento dessas e outras espe@es ggrdencontrados em Flint-Garcia,
Thornsberry e Buckler (2003), Oraguzie et al. (2007), Btigtkel (2007), Abdurakhmonov e Ab-
dukarimov (2008) e Zhu et al. (2008).
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2.4.2.1 Mapeamento Associativo em Cana-de-agucar

O primeiro trabalho sobre mapeamento associativo em cavagatar foi publicado por Wei et
al. (2006). Esses autores, baseado em um painel contendibot®$, detectaram 8 subpopulacdes
com o uso do software STRUCTURE e, a partir delas, possigsiscacdes entre marcadores
AFLP e SSR e resisténcia as principais doencas na Austidiantanto, como os proprios autores
discutiram, essas subpopulacdes podem néo ter sido fidediggmsiderando a natureza dos dados
e a complexidade genética da espécie, aumentando as cliEnéasas associacbes terem sido
observadas. Além disso, discutiram que nédo seria necaggaride densidade de marcadores para
0 mapeamento associativo em cana-de-acucar, ressaltasdong nimero superior ao utilizado
(1068 AFLPs e 141 SSRs) seria fundamental para enconti@giag8es mais consistentes.

Em um trabalho similar, Butterfield (2007) utilizou 275 RFLE 1.056 AFLPs para detectar
associacdes com doencas importantes da cana-de-acUcériczadd Sul, como carvdo e broca
do caule, baseado em um painel constituido por 77 variedbrdpsograma de melhoramento es-
tabelecido naquele pais. Apesar de associacdes signdisddrem sido observadas para ambas as
doencgas, nenhuma estrutura de populacgéo foi detectadal toguerificada com base na dissimi-
laridade de Dice e na analise de agrupamento com o metodatgidoining. Assim, por mais que
o0 autor tenha discutido o contrario, falsas associacfesmpaer sido consideradas, principalmente
pela pouca informatividade dos dados em funcéo da natumdgddide da cana-de-acUcar.

Em um estudo mais recente, Wei et al. (2010) utilizaram Ii6r88rcadores DArT (1.531 do-
minantes e 15.360 codominantes) e uma grande populacael@t8ss) da Australia para realizar
mapeamento associativo em cana-de-acucar. Por meio d#aglkear de modelos mistos, esses au-
tores detectaram diversos marcadores associados contecttéizas agroindustriais importantes,
como toneladas de cana por hectare e teor de sacarose. Mtoenenhuma estrutura de popu-
lacéo consistente foi detectada com base no software STRBEE em informacdes deedigree
mesmo utilizando marcadores mais informativos, mostrgoeanuitas das associagdes observadas
poderdo ndo ser Uteis para a selecdo assistida por marsado@na-de-acucar.

No Brasil, o primeiro estudo sobre mapeamento associatiMcesma-de-acucar foi realizado por
Lopes (2011). Com base em um grupo de 103 individuos estitheteem diferentes regides de cul-
tivo, esse autor detectou marcadores SSRs e AFLPs, queataesn comportamento dominante,
associados com caracteristicas importantes, como nuree@mos, toneladas de cana por hectare

e teor de sacarose. Essa deteccéo foi realizada atravéesigéosmistos, levando em consideracao
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informacdes a respeito da estrutura populacional, quesidiicada através dos métodos baseados
em dissimilaridade genética, componentes principaisegéntia bayesiana, este Ultimo com o uso
do modelo de mistura implementado no STRUCTURE. Apesar thr #er detectado 3 subpopu-
lagBes no grupo de individuos considerado, acredita-se qge dos componentes principais e do
modelo de mistura podem néo ser apropriados com base emdogsaominantes, visto que nao
€ possivel estimar frequéncias alélicas no contexto idiplda cana-de-acucar.

Com base nesses e nos estudos sobre DL, dois aspectos s@ecingtiveis para o mapea-
mento associativo em cana-de-acUcar: i) maior saturac@eioma através do uso de milhares
de marcadores, aumentando a resolugdo de mapeamentang, astEteccao entre marcadores e
QTL's intimamente ligados; e ii) controle eficiente da estra de populagéo, de modo que apenas

associacoes entre locos ligados sejam consideradas peleg@acsassistida por marcadores.

2.5 Métodos para o Controle da Estrutura Populacional

Varios métodos baseados em marcadores moleculares témesidovolvidos para o controle
da estrutura populacional, visando principalmente estdéanapeamento associativo (ZHU et al.,
2008; ODONG et al., 2011). Entre esses métodos, podem sereeados aqueles que tém sido os
mais utilizados: i) método baseado em inferéncia bayesiamementado no software STRUC-
TURE (PRITCHARD; STEPHENS, DONNELLY, 2000; FALUSH; STEPNE; PRITCHARD,
2003; FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2007; HUBISZ et al., 20i) método baseado em
modelos mistos (YU et al., 2006); e iii) método baseado empoorentes principais (PATTER-
SON; PRICE; REICH, 2006; PRICE et al., 2006). Além dessedus, que sdo especificos,
agrupamentos hierarquicos classicos, baseados em distdndissimilaridade genética, também
tém sido utilizados para o controle da estrutura populati@DONG et al., 2011).

O método probabilistico implementado no STRUCTURE tem sidto utilizado para de-
tectar estrutura populacional em humanos e plantas. Sedigio € baseado na utilizacdo de
marcadores nao ligados (PRITCHARD; STEPHENS, DONNELLY)®@0ou fracamente ligados
(FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2003) para inferir de maaeterativa 0 nimero de popu-
lagbes mais provavel a partir de um determinado grupo deithdis. Essa inferéncia pode ser
realizada através de um modelo de ndo-mistura, onde ingisigdo atribuidos exclusivamente a
uma determinada populagcéo, ou um modelo de mistura, ondelivéduos podem apresentar pro-

porcdes gendmicas de diferentes populacdes. Porém, pendiEpde fatores que séo inerentes
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ao tipo de andlise realizada, é prudente considerar quesolsa@os desse método podem néo ser
apropriados (PRITCHARD; STEPHENS, DONNELLY, 2000). Alémsab, seu uso pode nao ser
satisfatério para grandes quantidades de dados, vistorquempo muito elevado normalmente é
necessario para obtencao das estimativas (PATTERSON;EPIREICH, 2006).

O método baseado em modelos mistos possibilita ndo apetirasirea estrutura populacional
de um determinado grupo de individuos, mas também a matparéatesco existente entre os mes-
mos. Essas estimativas sao posteriormente inseridas deitos&le um modelo misto tipico, o qual
é utilizado para a realizacdo do mapeamento associativie &asuas propriedades, esse método
pode ser uma estratégia interessante para complementas enistentes (YU et al., 2006), visto
que a grande maioria das populacdes de plantas, por exeappdsenta certo nivel de estruturacéo
e parentesco entre o0s seus individuos (YU; BUCKLER, 20086, £Hal., 2008).

O método dos componentes principais tém sido consideradorapida e importante ferra-
menta para a deteccao da estrutura populacional (PATTERBRNCE; REICH, 2006; PRICE et
al., 2006). Em linhas gerais, esse método possibilita Saaraem poucos componentes, a variacao
existente em um determinado conjunto de marcadores, gididgoum determinado grupo de indivi-
duos, de modo que € possivel utilizar esses componentemfeaiaa participacdo de cada um dos
individuos em determinadas populagfes. Por ser um métagada em frequéncias alélicas, ndo
pode ser utilizado para detectar estrutura populacionat@m-de-acucar através de marcadores
dominantes, visto que estes nao disponibilizam informad@edoses alélicas superiores.

O método do Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), que € umupgmento classico baseado
em dissimilaridade genética, vem sendo utilizado pardie@riestrutura populacional em varios
estudos com cana-de-acucar (BUTTERFIELD, 2007; RABOIN.e2808; D’HOOP et al., 2010).
Apesar de ser uma analise exploratoria, acredita-se qaemed®do podera ser muito Util para tal
finalidade, uma ideia que se reforgca com os resultados @bpido Odong et al. (2011). Esses
autores, precursores na avaliacdo de métodos hierarquooo® uso de marcadores moleculares,
verificaram que tais métodos podem fornecer informacoésfatatias a respeito da estrutura de
determinada populagéo. Isso porque, em geral, exigem rtempo computacional em comparacao
aos outros métodos, estado estabelecidos em muitos pastaisteEos e sua compreensao € bastante
simples. Ademais, ndo exigem pressuposicdes de marcad@doebgados ou em equilibrio de

Hardy-Weinberg e ligacéo, algo que € verificado em outroeduét
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3 MATERIALE METODOS

3.1 Material

3.1.1 Painel Brasileiro de Variedades de Cana-de-acucar

O desequilibrio de ligagdo e a estrutura populacional foaaaisados com base no painel
brasileiro de variedades de cana-de-acucar (PBVCA), o&gcahstituido por 155 individuos, sele-
cionados a partir da sua importancia para o germoplasmaemasPorém, como algumas dessas
variedades néo estiveram disponiveis até o0 momento daae@ti desse trabalho, as analises foram
realizadas considerando 135 individuos do PBVCA, os gu#oepresentados na Tabela 1. Esse
painel foi desenvolvido principalmente para realizacdondpeamento associativo no Brasil, e
certamente sera Util para outros estudos relacionadosuageseoplasma. A construcao do PB-
VCA foi realizada com base nos seguintes critérios: i) daies mais cultivadas em lavouras
comerciais brasileiras, como RB867515, SP81-3250 e REEH5¥ variedades ancestrais impor-
tantes, como P0OJ2878, Co331, IAC48-65 e NA56-79, as quaiilooiram para obtencdo dos
hibridos atuais e foram definidas a partir das genealogssedenhibridos; iii) principais genitores
utilizados em cruzamentos; iv) genitores utilizados eng@mas de mapeamento, como SP80-
180, SP80-4966, IAC93-3046 e IAC95-3018; v) variedadeseroiais recentemente liberadas; e

vi) variedades/clones promissores dos programas de naefttemto brasileiros.

3.1.2 Marcadores Moleculares e Genotipagem

Um total de 100 marcadores microssatélites (pargwideers, sendo 86 derivados de sequén-
cias expressas (EST-SSRs) e 14 gendmicos (SSRs), foadtligara genotipar 135 individuos do
PBVCA (Tabela 1), possibilitando a amplificagdo de 1.474barpolimorficas. Os microssatélites
obtidos de ESTs foram desenvolvidos por Pinto et al. (20@)weira et al. (2007), enquanto os
gendmicos foram desenvolvidos por Cordeiro et al. (2000)a instituicdo de pesquisa denomi-
nada CIRAD (La Recherche Agronomique Pour Le Developpemestabelecida na Franca.

A genotipagem foi realizada a partir do DNA extraido dos pridios foliares das plantas,
seguindo protocolo descrito por Al-Janabi et al. (1999).rée;0es de amplificacdo foram feitas

com base nos procedimentos descritos por Oliveira et aD7(20A eletroforese dos fragmentos
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Tabela 3 -Painel brasileiro de variedades de cana-de-aglcar (PB\¢@astituido por 135 individuos

ISaccharum officinarun® Saccharum barber Saccharum sinenséindividuo inserido posteriormente.

Origem Variedades

Ancestrais Badila ~ White Transp. Ganda Cherli  Manerid& EK28

Java, Indonésia POJ2364 P0OJ2878 IN84-58

Campos, Brasil CB36-24 CB40-13 CB41-76 CB45-155 CB45-3

CB46-47 CB47-355 CB49-260 CB53-98
Coimbatore, India Co290 Co331 Co419 Co449 Co740
Co0997 NCo0310

Taiwan F31-962 F36-819

Canal Point, EUA CP70-1547 CP52-68 CP51-22 CP53-76

Norte da Argentina NA56-79

Louisiana, EUA L60-14

Tucuman, Argentina  TUC71-7

Hawaii H59-1966 H53-3989

Reunion, Franca R570

Campinas, Brasil IAC48-65 IAC49-131 IAC50-134 IAC51-205 AQ52-150
IAC58-480 IAC64-257 IAC68-12 IAC82-2045 |1AC82-3092
IAC83-4157  1AC86-2210 IAC87-3396 IAC91-1099

Republica do Brasil RB721012 RB72199 RB72454 RB725053 PBZ3
RB732577 RB735200 RB735220 RB735275 RB739359
RB739735 RB75126 RB765418 RB785148 RB806043
RB815690 RB825317 RB825336 RB83102 RB835019
RB835054 RB835089 RB835205 RB835486 RB845197
RB845210 RB845257 RB855002 RB855035 RB855036
RB855077 RB855113 RB855156 RB855206 RB855350
RB855453 RB855463 RB855465 RB855536 RB855546
RB855563 RB855589 RB855595 RB855511 RB867515
RB92579 RB925211 RB925268 RB925345 RB935744
RB965902 RB965917 RB966928

Sao Paulo, Brasil SP70-1005 SP70-1078 SP70-1143 SP70-128R70-1423
SP70-3370 SP71-799 SP71-1406 SP71-6163  SP71-6949
SP72-4928 SP77-5181 SP79-1011 SP79-2233  SP79-2312
SP79-2313 SP79-6134 SP79-6192 SP80-180 SP80-185
SP80-1520 SP80-1816 SP80-1836 SP80-1842  SP80-3280
SP80-4966 SP81-1763 SP81-3250 SP83-2847  SP83-5073
SP89-1115 SP91-1049
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amplificados foi realizada conforme descricéo feita porst@ret al. (2001). A interpretacdo dos
géis foi realizada utilizando-se um sistema binério, oa,g@jesenca (1) ou auséncia (0) de bandas
em um determinado individuo. Quando houve falhas na anggjdic, utilizou-se NA (Nao Am-
plificado) para indicar os dados perdidos. Os géis foranslidanualmente, com o auxilio de um
transluminador, e os seus dados foram transferidos pargplami¢ha para posterior construcéo de
uma matriz, formada pela combinacéo dos marcadores daédsatam os individuos analisados.

No contexto polipldide da cana-de-acucar, a presenca adkabangeriu que determinado alelo,
para um determinado loco, esteve presente em pelo menossioraimossomos que formam um
grupo de homologia, enquanto a auséncia de bandas sugerasg@ mesmo alelo ndo se fez pre-
sente em nenhum dos cromossomos. Assim, os microssatéfiteseram informacdes parciais a
respeito do genoma da cana-de-acucar, refletindo diretames procedimentos para estimacéo do

DL, conforme especificado no item 3.2.2.

3.2 Métodos

3.2.1 Mapa de Ligacao

Para andlise da extensdo do DL ao longo do genoma, foi wiilizamo referéncia o mapa de
ligacdo publicado por Oliveira et al. (2007), construidcagtip da genotipagem da populacéo ex-
perimental oriunda do cruzamento entre as variedades dedmaclcar SP80-180 e SP80-4966.
Apenas marcadores dominantes com segregacdes do tipo I Taea8n utilizados na construcao
desse mapa. No entanto, como o mesmo foi obtido, na épocangiorde uma abordagem de
dois pontos, menos precisa, optou-se por reestima-lo candagpem multiponto, a qual esta im-
plementada na nova verséao do softw@reMap(MARGARIDO; SOUZA; GARCIA, 2007). Essa
abordagem, baseada em Cadeias de Markov Ocultas, fornémeprexisdo na ordenacao dos lo-
cos e na estimacao das suas distancias dentro dos grupossdgregacao. Portanto, posicoes e
distancias mais confiaveis foram obtidas para muitos dosssatélites do PBVCA que estiveram

presentes no referido mapa, refletindo diretamente no$eado DL encontrados.

3.2.2 Analise do Desequilibrio de Liga¢do ao Longo do Genoma

Como foi apresentado, a utilizagdo de 100 microssaté8&EST-SSRs e 14 SSRs) possibilitou

a amplificacdo de 1.474 bandas polimoérficas. Cada uma demsdadrepresentou, para determi-
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nado loco e individuo, todas as possiveis copias de um geipordologia, de modo que as mesmas
nao puderam ser visualizadas no padrao molecular geraddmAgs marcadores microssatélites
se comportaram como dominantes (presenca e auséncia) andeatucar, gerando informacdes
parciais acerca do seu genoma polipldide e altamente ceamen funcao disso, ndo foi possivel
inferir sobre doses alélicas superiores de modo a idemtififerentes classes genotipicas nos dados
das variedades, o que teoricamente possibilitaria a recgés de haplétipos e, a partir destes, a
estimacao de gametas e suas frequéncias por meio de méstatistieos.

Nesse contexto, medidas comumente utilizadas para a eéiint@ DL (0" e r?), as quais S&o
baseadas nas frequéncias dos alelos e dos haplétipos, térapuser aplicadas, sendo que a asso-
ciacao nao-aleatdria entre cada possivel par de marcasrfficada utilizando-se a probabilidade
de Fisher, obtida pela aplicacdo do teste exato (FISHER)1%&ra cada possivel par de marcas,
foi construida uma tabela de contingénzia 2 contendo as frequéncias dos fenétipos moleculares
(1-1,1-0,0—1,0-0) e, desta, calculada uma probabilidaga qual teve significancia verificada

pela probabilidade de FisheP), apresentada a seguir.

(n) o n“!nu!nu!ngﬂnm!
n.1

P:Zp, sendo p =

sendar o0 conjunto de todas as tabelas que poderiam ter sido veaBaaun probabilidademenor
ou igual a da tabela observadag;! as frequéncias dos fendtipos moleculargsen ;! as frequén-
cias marginais correspondentes a linkaolunaj da tabela de contingéncdia 2, en_! a frequéncia
total da tabela observada. Os testes de Fisher entre osdeanegrcas foram realizados através do
pacote “exact2x2” (FAY, 2010), implementado no programd&RDevelopment Core Team, 2011).
Para verificar os pares de marcas que foram estatisticasigniBcativos, o que indica a pre-
senca de DL, foi estabelecido um “threshold”, ou limiarsgie(P = 5 x 10~2), considerando todos
0s testes simultaneamente. No entanto, um limiar dessaitmégmode fazer com que hipoteses
de nulidade ;) de falsas associacdes sejam indevidamente rejeitadasl{o I). Isso quer dizer
gue um ponto de corte de x 1072, neste caso, ndo é apropriado quando mdltiplos testes estdo
sendo realizados, uma vez que falsas associa¢cdes podeaonsitecadas significativas. Assim, a
correcao de Bonferroni (WEIR, 1996) foi utilizada como umgadimento de controle, de modo

gue um limiar equivalente a cada teste foi estabeleciddoomie especificacdes a seguir.
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a = P(pelo menos um teste rejeitd | H, € verdadeira
a =1 — P(nenhum teste rejeitd, | H, € verdadeira
a=1—[1— P(um teste rejeitdl, | H, € verdadeirg”
a=1—-(1-a)*

!
o~ La

ondecx é a probabilidade maxima (limiar) para os testes seremaeraios significativos (no caso,
0,050u5x 1072), o é a probabilidade maxima corrigida através do Bonferrofigeo nimero de
testes realizados. Logo,

’ (6%

o %z (8)

No entanto, a correcdo de Bonferroni € um procedimento ceatde, pois a0 mesmo tempo
que controla o Erro Tipo | pode cometer o Erro Tipo Il. Issomgiga que, por apresentar limitagdes
ao considerar a independéncia de testes multiplos, essdagleon podera desprezar associacdes
significativas entre marcadores ligados, as quais sdo deegse para o contexto deste trabalho.
Nesse sentido, foi utilizado o FDRFalse Discovery RatéBENJAMINI; HOCHBERG, 1995)
como um procedimento alternativo de controle do Erro Tigue considera a proporgéo esperada
de hipéteses nulas indevidamente rejeitadas. AssumindBRRinicial de5 x 1072, ou seja,

5% de falsas associacdes dentre aquelas que foram signddtiv possivel estabelecer um limiar
alternativo (") de modo a verificar quantas associacdes foram realmeniécagvas ( — F DR),

o que indica a presenca de DL. O valordefoi obtido pela seguinte expressao:

v FDR(inicial)i

(07
7TOL

(9)

onder, é a proporcao de testes que nado rejeitam a hipétese de raylidad vetor com os indices
referentes as probabilidades dos testek,&20 namero de testes realizados. O valorrgleque
€ desconhecido a priori, foi obtido através do pacote “@al8TOREY, 2003) implementado no
programa R (R Development Core Team, 2011), o qual pogailoliter os g-valores a partir dos
p-valores (probabilidades de Fisher) dos testes.

Para andlise da extensdo do DL ao longo do genoma, forandeoados todos os marcadores do
PBVCA que estiveram presentes em um mesmo grupo de co-a€grego mapa de ligacao, apos
a localizacdo dos mesmos nos padrdoes moleculares enah@®logaritmos das probabilidades
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de Fisher £ LogP) das associa¢cdes entre os marcadores ligados foram patadoas respectivas

distancias genéticas em centimorgan (cM).

3.2.3 Analise da Estrutura Populacional

Como foi visto, no mapeamento associativo, que é baseadoufggdes com varias geracoes,
€ possivel que locos ligados e nao ligados estejam em DL. @sagundo caso ndo é de interesse
para o mapeamento de QTL's e a selecao assistida por maesadoteculares, € fundamental que
seja controlado, de modo que apenas o primeiro caso sejmlemtn. Nesse sentido, a estrutura
de populacao, sendo talvez o fator que maior contribui patagimento de falsas associagdes, tem
sido comumente analisada em um painel de variedades.

Até o momento, nenhum método foi desenvolvido para detestantura de populacdo em um
polipldide complexo como a cana-de-agUcar, visto que adgramaioria dos dados moleculares
disponiveis apresenta pouca informatividade a respesedgenoma. Assim, neste trabalho, como
analise geral, foram utilizados dois possiveis métodosmativa de detectar estrutura genética no
PBVCA, que sdo: i) método baseado em inferéncia bayesiapéeinentado no software STRUC-
TURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000); e ii) métododeado em dissimilaridade
genética, através do calculo da correspondéncia simplésjraple matching”, entre todos os in-
dividuos 2 a 2 e posterior agrupamento com o algoritmo Neigfbining (SAITOU; NEI, 1987).

No primeiro método, foram utilizados 66 marcadores do PBMG&alizados em grupos de
co-segregacéao diferentes no mapa de ligagédo, conformessup@sicao de locos néo ligados do
modelo probabilistico. As anélises foram realizadas dedaamm 0s seguintes parametros: a) nivel
de ploidia 1, o qual desconsidera a complexidade da camgt=ar pela pouca informatividade
dos dados; b) modelo de ndo-mistura (“no admixture”), o @abui os individuos a uma ou
outra populacdo sem considerar a presenca de proporcéésigan de diferentes populacoes,
sendo recomendado no caso de marcadores dominantes; @) 2@:@dcdes para o comprimento
do periodo de aquecimento, denominado “Burnin”; d) 200.08@cdes para a convergéncia da
Cadeia de Markov via Monte Carlo; €) frequéncias alélicdgpendentes; e f) ajuste do modelo
considerando, a priori, 0 niumero de popula¢fes variandoadéd ( = 1,2, ...,10), cada qual
com probabilidade inicial dé&/K. As andlises foram repetidas por 10 sucessivas vezes, a fim de
obter probabilidades mais confidveis para cada uma dasggdmd (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000), as quais foram comparadas entre si.
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No segundo método, foram utilizados todos os 1.474 mareadulimorficos detectados no
PBVCA, de acordo com a auséncia de pressuposicao de loctigadas. A matriz de dissimilari-
dade genética foi obtida através do pacote “scrime”, implaado no programa R (R Development
Core Team, 2011), e a Neighbor-Joining foi gerada no so&\Rarwin (PERRIER et al., 2003).



58



59
4 RESULTADOS

4.1 Desequilibrio de Liga¢édo ao Longo do Genoma

Um total de 1.085.601 testes exatos de Fisher foi realizadsiderando todas as possiveis com-
binacdes 2« 2 entre os 1.474 marcadores polimérficos detectados no PBEZGA um “threshold”
de5% (P = 5 x 1072), 132.842 (2,24%) associacdes foram estatisticamente significativas; indi
cando a existéncia de DL entre os locos envolvidos. No emtantno muitas delas poderiam ser
falsas em funcé@o da multiplicidade de testes, indicandster@aso, equilibrio de ligagdo entre os
locos, foram estabelecidas as correcdes de Bonferroni ¢ ERfntrando-s& = 4.6 x 1078 e
P = 1,4x10~% como limiares, respectivamente. Com Bonferroni, 2.7885(%) associacdes foram
consideradas significativas, as quais permaneceram atbaigameiro limiar. Com FDR, 30.314
(2,79%) associac6es foram consideradas significativas ao pecsigme abaixo do segundo limiar,
sendo um numero bastante superior ao primeiro, mostrandard@aquele procedimento pode ser
conservativo na deteccao de associacdes preferenciegslerds. Do total de 1.474 marcadores,
1.359 02,2%) estiveram envolvidos com as 30.314 associacdes condatera

Apesar de muitos marcadores terem alguma associacao emsDéswtados mostram que a
grande maioria das associacdes encontra-se em equilitigatdo. Isso representa 1.055.287
(97,21%) associa¢des envolvendo locos independentes, as quadméde interesse para o contexto
desse trabalho. Além disso, grande parte das associacoPs eleve envolver marcadores ndo
ligados, de modo que um namero inferia?,@9% podera ser, de fato, Gtil.

Com o objetivo de detectar DL entre locos ligados e estudaestensao ao longo do genoma,
foram localizados 102 marcadores (EST-SSRs) do PBVCA namatiponto utilizado como
referéncia (ver item 3.2.1), correspondend® ®% do total de polimérficos. Esses marcadores
distribuiram-se entre 66 grupos de co-segregacéao dos 1i@@skde modo que estiveram presentes
em até 16 grupos de homologia. Foram considerados 501B874) testes exatos de Fisher do total
inicialmente realizado, correspondendo as possiveis it@apiies2 x 2 entre os 102 marcadores
mapeados. Desse numero, apenas160/{) associacbes envolveram marcadores ligados pre-
sentes em um mesmo grupo de co-segregacao, compreendfamdotds grupos de homologia. A
multiplicidade de testes foi novamente corrigida atraw@s grocedimentos de Bonferroni e FDR,

obtendo-se” = 9,7 x 107 e P = 6,3 x 10~* como limiares, respectivamente. Com Bonferroni, 18
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(0,35%) associagOes foram consideradas significativas, das gp@igs 5 envolveram marcadores
ligados. Com FDR, a quantidade de associacdes signifisaivaiu para 661(28%), acréscimo
este que nédo contribuiu para detectar mais DL entre mareatigados.

Na Figura 7 sdo mostrados os logaritmos das probabilidagl@sstier, aqui utilizados como
uma medida aproximada do DL, em funcdo da distancia gere¥ticaM. Apenas associagdes entre
marcadores ligados séo apresentadas nesse grafico atodali@0 das 5.151 possiveis envolvendo
locos mapeados. Como é possivel observar, aper$a335() associa¢gdes, envolvendo 9 diferentes
marcadores, foram significativas considerando os limideeBonferroni e FDR, indicando a exis-
téncia de DL por ligacéo fisica. O aumento no limiar atrav@$-DR ndo contribuiu no sentido
de detectar outras associagbes em DL, como pode ser vistapstncia de pontos no trecho que
separa ambos os procedimentos. Apesar de poucas assec¢egie apresentado DL, o que pode
comprometer uma verificagcdo confiavel dos seus padrdes agéoeh distancia, é possivel inferir
a presenca de forte DL nos primeiros 15 cM, tendo-se uma caEtiaessa distancia.

A Figura 8, em complementacé&o a anterior, mostra o nimerssie@coes significativas e ndo-
significativas a cada 5 cM. De fato, forte DL € observado atéM5principalmente nos primeiros
5 cM, como também tem sido verificado em outros estudos (JARNNGOal., 1999b; RABOIN et
al., 2008; WElI et al., 2010). Apesar de uma queda ter sidorebda apos a primeira distancia, é
possivel notar a presenca de DL entre marcadores que peramaad5 cM em um mesmo grupo de
co-segregacéo, indicando a existéncia de associacoesgureiiis em maiores extensées. Jannoo
et al. (1999b), Raboin et al. (2008) e Wei et al. (2010) taml@tectaram DL em distancias

superiores a 50 cM, tendo-se uma queda a partir de 30 cM.

4.2 Estrutura Populacional

Os logaritmos das probabilidades a posterilog (X |K)) obtidos através do STRUCTURE,
referentes ao conjuntd dos 135 individuos do PBVCA de acordo com 10 subpopulagige$-
tabelecidas a priori, sdo apresentados na Tabela 4. Fovpbslsservar que da primeira até a quarta
subpopulacéo as probabilidades permaneceram quase feeaitas ao longo de 10 analises reali-
zadas, mostrando uma convergéncia confidvel da Cadeia d®W\&a Monte Carlo. A partir da
quinta subpopulacéo, probabilidades varidveis passasnabtidas, as quais, em geral, oscilaram
de maneira gradativa com o aumento das subpopulacdes.

Uma inspecao da Figura 9, que apresenta as probabilidadésasi médias e maximas das
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Figura 7 —Desequilibrio de ligagdo«{LogP) em fungdo da distancia genética em cM. Os limiares correpues
as correcdes de Bonferroni e FDR estéo indicados em escgdthica, mostrando as associagoes sig-
nificativas (em DL) e ndo-significativas acima e abaixo dos s&lores, respectivamente. As distancias
genéticas foram obtidas através da fungédo de mapeamerako@KOSAMBI, 1944)

analises para cada uma das 10 subpopulacdes, mostra quelo maa 4 subpopulacde& (= 4)

foi o que apresentou a maior probabilidade média dentrestodomodelos avaliados. A partir
do modelo com 5 subpopula¢éés (= 5), as probabilidades médias foram decrescendo gradati-
vamente, ao passo que as variacdes entre probabilidadesasia maximas foram aumentando.
Nesse sentido, 0 modelo com 10 subpopulacfies-(10), apesar de ter apresentado uma elevagao
na probabilidade média em relacdo ao exatamente antéfice ©), foi aquele que apresentou a

maior variacdo considerando as 10 analises realizadas.
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Figura 8 -Numero de associagdes significativas e ndo-significativasla 5 cM entre 60 associagdes envolvendo
pares de marcadores no mesmo grupo de co-segregacao

Apesar dos resultados anteriores permitirem a inferéreid & 4, sugerindo a existéncia de
4 subpopulagdes no PBVCA, isso nao deve ser considerado meirmancontestavel. Pritchard,
Stephens e Donnelly (2000) mencionam que a inferéncia pojmal através do STRUCTURE
deve ser encarada com certo cuidado, visto que dependeidg fadnres, como o nimero de popu-
lagbes estabelecido a priori, a quantidade de analisézagas para cada populagéo, o comprimento
do periodo de aquecimento (“Burnin”), as iteracdes paraergéncia da Cadeia de Markov Via
Monte Carlo, e entre outros. Assim, os resultados obtidosasse tipo de analise, a qual é baseada

em inferéncia bayesiana, sdo inerentes as suas propregediendo, muitas vezes, nao fornecer
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estimativas realistas d& para um determinado conjunto de individuos. Portanto, éitapte
sempre verificar se a inferéncia populacional obtida est&cdalo com o esperado biologicamente
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).

Tabela 4 -t ogaritmos das probabilidades a posteridsiz(Pr(X|K)), referentes a 135 individuos do PBVCA, de
10 andlises realizadas no STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENSNELLY, 2000) para cada uma
das 10 subpopula¢cbe&] estabelecidas a priori. A linha destacada em negritogeferao nimero de
subpopulacdes mais provavel do PBVCA e suas probabilidanietas nas analises

K Andlises
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 —4.522,1 —4.522,2 —4.5222 —4.5221 —4.5222 —4.5222 —4.522,1 —4.522,2 —4.522,2 —4.522,2
2 —4.343,9 —4.343,5 —4.343,9 —4.343,9 —4.343,9 —4.343,6 —4.343,8 —4.343,7 —4.343,9 —4.343,6
3 —4.205,7 —4.205,7 —4.205,6 —4.205,4 —4.205,2 —4.205,9 —4.2053 —4.205,7 —4.205,7 —4.2054
4 —4.129,8 —4.129,0 —4.128,5 —4.129,0 —4.128,9 —4.129,5 —4.128,8 —4.129,0 —4.129,1 —4.128,9
5 —4.123,3 —4.138,7 —4.145,0 —4.124,0 —4.1235 —4.1222 —4.1231 —4.127,9 —4.1233 —4.188,9
6 —4.199,0 —4.123,0 —4.231,1 —4.149,3 —4.123,9 —4.169,4 —4.2951 —4.187,8 —4.155,2 —4.123,0
7 —4.395,6 —4.238,8 —4.3222 —4.411,3 —4.341,9 —4.305,0 —4.427,5 —4.414,7 —4.138,9 —4.260,5
8 —4.302,3 —4.407,0 —4.229.6 —4.403,3 —4.172,8 —4.430,5 —4.449,8 —4.451,6 —4.466,8 —4.204,4
9 —4.475,1 —4.322,7 —4.466,7 —4.467,4 —4.416,6 —4.4226 —4.384,6 —4.312,6 —4.462,2 —4.431,8
10 —4.483,6 —4.462,9 —4.163,8 —4.109,1 —4.302,3 —4.143,9 —4.356,5 —4.322,1 —4.169,5 —4.463,3

A Figura 10 apresenta graficamente as probabilidades ajoost& (X | X)) dos 135 individuos
do PBVCA, considerando o modelo com 4 subpopula¢c®es={ 4) anteriormente selecionado.
Como tal modelo apresentou probabilidades consistenteago das analises realizadas (Tabela 4),
selecionou-se ao acaso os resultados da analise 2 parsergEEio na Figura em questao. Nesta,
€ possivel visualizar os 4 grupos obtidos, através de cariésiidas conforme maior ou menor
probabilidade. Com base na escala apresentada, a cor kiarmdicou a maxima probabilidade
(P(X|K) = 1,0) de um individuo estar em um determinado grupo, de modo que secde-
clara indicou a menor probabilidad® (X |K) = 0,0) disso ocorrer. Assim, a subpopulacéo 1,
indicada na primeira coluna, foi constituida por 49 indidd concentrados na regido mediana
do gréfico (exceto RB855465 e SP80-180, que permanecerararteauperior), dos quais 42
(85,72%) apresentaram probabilidades acim@de A subpopulacao 2, situada na segunda coluna,

foi formada por 32 individuos localizados na regido supetiografico, dos quais apenasi2t %)
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Figura 9 —Vvalores minimos, médios e maximos dos logaritmos das pilidtetes a posteriori¢g Pr(X|K)), refe-
rentes a 135 individuos do PBVCA, de 10 andlises realizadasgada uma das 10 subpopulac@€} (
estabelecidas a priori. A seta representada indica o nltkeesabpopula¢des mais provavel do PBVCA

tiveram probabilidades abaixo d&. A subpopulagéo 3, presente na terceira coluna, foi cormpost
por apenas 7 individuos espalhados na regido superior flcagisendo que somente 14(3%) néo
apresentou probabilidade maxima. E, por fim, a subpopuldcéwstrada na ultima coluna, foi
constituida pelos 47 individuos restantes situados naaegierior do grafico, sendo que apenas 3
(6,3%) mostraram probabilidades inferiore$ 4.

A Tabela 5 apresenta as 4 subpopulacdes do PBVCA detectazaassado STRUCTURE. Foi
possivel notar que, com excecdo a subpopulacéo 3, todasnassdgpresentaram individuos dos
diferentes programas de melhoramento brasileiros, beno ctamoutros germoplasmas existentes
pelo mundo. Além disso, foram observadas variedades aaisasas 3 primeiras subpopulagdes.

Visando comparar com os resultados anteriores, foi cddstuum grafico de Neighbor-Joining,
0 qual esta apresentado na Figura 11, para os 135 individuB8WCA, a partir da dissimilari-
dade genética obtida pelo método “simple matching”. Ao @it do método probabilistico, que
€ baseado em analise inferencial, o agrupamento do Neiglobtng é realizado de maneira explo-
ratéria, e normalmente fornece umaideia da relagcéo enineiwgduos (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000). Assim, pelos padrdes verificados na Figlta foi possivel notar grande
semelhanga com o agrupamento realizado pelo STRUCTUR#iriib deste apenas quanto aos 6
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SP80-4966
SP80-180
SP79-2312
IN84-58
SP77-5181
SP72-4928
SP80-1836
RB855595
RB855465
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1AC83-4157
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SP71-6949
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CB40-13
SP83-2847
IAC87-3396
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1AC82-2045
RBB855546
RB815690
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RB83102
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H59-1966
SPB1-1763
RB725828
Gandacheni
1AC58-480
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CP52-68
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1AC52-150
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SP81-3250
SP80-3280
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SP80-1842
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SP80-1520
SP79-6134
SP79-2313
SP79-2233
SP79-1011
SP71-6163

SP70-1284
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RBI35744
RB92579
RB925345
RBY25268
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RBB855463
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RBB845210
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RBB825336
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Figura 10 —Gréfico dos 135 individuos do PBVCA (eixo y) e 4 diferentegomgulagdes (eixo x) obtidas pelo método
probabilistico implementado no STRUCTURE. Quatro grarmbédisnas numeradas e separadas por re-
tas pontilhadas podem ser observadas, correspondenda aiceddas 4 subpopulacdes. Regibes em
vermelho no interior dessas colunas indicam o conjunto digitiuos agrupados na subpopulagéo cor-
respondente, de acordo com as probabilidades a postenstradas na escala de cores a esquerda, as
quais variam d@,0 (probabilidade zero) at&0 (probabilidade méaxima)
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Tabela 5 —Estrutura Populacional do PBVCA detectada pelo métodagtmitistico implementado no STRUCTURE.

As 4 subpopulacdes detectadas estéo representadas coentéifecores

Subpopulacgbes Individuos
Subpopulagdo 1 SP80-1520  SP80-1816  SP80-1842  SP80-185 SP80-3280
SP81-3250 SP83-5073 RB965902 RB965917 RB966928
SP70-1078  SP71-1406 CB36-24 Maneria SP70-1005
IAC50-134  SP70-1423 RB75126 TUC71-7 NCo310
SP79-6192 CB47-355 F31-962 IAC51-205  IAC52-150
CB53-98 RB721012  SP70-3370 CP52-68 F36-819
IAC58-480 Gandacheni RB725828 SP81-1763 H59-1966
CP51-22 RB83102 RB72199 RB815690 RB855546
IAC82-2045 Co449 Co0997 Co0290 R570
IAC87-3396 SP83-2847 RB855465  SP80-180
Subpopulagdo 2 CB40-13 RB732577  SP71-6949 Co331 CB46-47
CB45-155 POJ2364 L60-14 RB725053 SP89-1115
IAC49-131  SP91-1049 IAC82-3092 Co740 SP71-799
IAC83-4157 1AC86-2210 RB855511 IAC48-65 IAC91-1099
P0OJ2878 RB835205 CP70-1547 RB855536 EK28
RB825317  SP80-1836  SP72-4928 SP77-5181 IN84-58
SP80-4966  SP79-2312
Subpopulacédo 3 RB855206 Badila RB855077 RB855589 White Transp.
RB735200 RB855595
Subpopulagédo4 CB41-76 CB45-3 CB49-260 Co419 CP53-76
H53-3989 IAC64-257 IAC68-12 NA56-79 RB72454
RB735220 RB735275 RB739359 RB739735 RB765418
RB785148 RB806043 RB825336 RB835019 RB835054
RB835089 RB835486 RB845197 RB845210 RB845257
RB855002 RB855035 RB855036 RB855113 RB855156
RB855350 RB855453 RB855463 RB855563 RB867515
RB925211 RB925268 RB925345 RB92579 RB935744
SP70-1143  SP70-1284  SP71-6163 SP79-1011  SP79-2233
SP79-2313  SP79-6134

individuos indicados pelas setas representadas. Pqgrtmseado na semelhanca com um método
inferencial, pode-se dizer que o Neighbor-Joining tambégesu a existéncia de 4 subpopulacdes
no PBVCA, as quais podem ser observadas através das diei@res atribuidas aos ramos, que

correspondem as subpopulacdes com as mesmas cores autasera Tabela 5. Esses resultados,
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obtidos com base nos 1.474 marcadores polimérficos do PBY@Afram que esse agrupamento,
sendo um método hierarquico classico, pode fornecer irdods valiosas quanto a estrutura de
determinada populacéo.

De maneira geral, os agrupamentos apresentados por amino&t@dos mostraram estar de
acordo com informacgdes oriundas pledigree Isso pode ser constatado, por exemplo, pela exis-
téncia de irméos completos dentro das subpopulagdes alddscicomo foi 0 caso das variedades
SP80-1816, SP80-1842 e SP80-3280 na subpopulacédo 1, asiglodcruzamento entre as va-
riedades SP71-1088 e H57-5028, e das variedades RB84589845R10 e RB845257 na subpopu-
lacdo 4, originarias do cruzamento entre as variedades #8782 SP70-1143. No entanto, em
ambos os métodos, alguns irmaos completos permaneceraobpopsilacdes diferentes, como foi
0 caso da variedade SP80-1836, que esteve na subpopulagdddisna completa do grupo de
variedades SP apresentado anteriormente, e da varied&®E55E, que também esteve na sub-
populacao 2 sendo irma completa do grupo de variedades RBadoscima.

Ademais, foi possivel observar que as variedades ancebtasieria Saccharum sinengeGan-
dacheni Saccharum barbe)j Badila Saccharum officinarujre White Transp. $accharum offi-
cinarum) foram todas atribuidas, em ambos os métodos, para algusnd dabpopulacdes de-
tectadas, o que nao foi verificado, para as trés primeirasdaates, no estudo inicial realizado
por Lima et al. (2002). Apesar dos métodos aqui utilizadosnteapresentado diferencas na
atribuicdo subpopulacional das ancestrais, como ocoweraso da Badila, é possivel especular
que as mesmas possam ter contribuido com maior proporcéEudeyenomas para os individuos
que permaneceram em seus respectivos grupos, informagaquespoderd ser muito Gtil para o
mapeamento associativo de caracteristicas de interesse.

Comparando-se os agrupamentos da Tabela 5 com aquelesrapdes na Figura 11, foi pos-
sivel observar que 6 individuos, do total de 135 do PBVCA, foéam atribuidos as mesmas sub-
populacdes em ambos os métodos. Apesar do STRUCTURE sedbase um modelo proba-
bilistico, uma quantidade bem menor de marcadores (6@ f4v utilizada em comparacao ao
Neighbor-Joining, levando a imaginar que este Ultimo n@foolssa ter indicado o real agrupa-

mento daqueles individuos.
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Figura 11 —Neighbor-Joining construida para 135 individuos do PBVQradir da dissimilaridade genética obtida
pelo método “simple matching”. Os individuos indicados @mesma cor pertencem a mesma subpopu-
lacdo. Os agrupamentos representados pelas diferentss & equivalentes aqueles que tiveram as
mesmas cores na Tabela 5. As setas indicadas representamddsiduos que ndo permaneceram no
mesmo agrupamento em comparag¢éo com o método probabilistic
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4.3 Desequilibrio de Ligacao Dentro de Subpopulacdes

Com a deteccéo de 4 subpopulacdes no PBVCA (Figura 10), &siipel estudar o comporta-
mento do DL no interior de cada uma delas, com base na press@pao modelo probabilistico
inicialmente utilizado. Essa pressuposi¢do assume qos @ ligados devem estar em equilibrio
de Hardy-Weinberg e em completo equilibrio de ligacdo neriat de cada subpopulagéo, con-
siderando a estrutura populacional como unico fator nomenmggo de falsas associacées. Assim,
neste caso, qualquer DL detectado dentro de subpopulagdesgser atribuido a ligagéo fisica, o
gue é de grande interesse no contexto deste trabalho.

Nesse sentido, foram realizados, dentro de cada subpdpultestes exatos de Fisher con-
siderando todas as possiveis combinagbes2 entre marcadores polimorficos, 0os quais, neste
caso, variaram de acordo com o agrupamento (populacéo b:m8&adores; populacdo 2: 1332
marcadores; populacédo 3: 765 marcadores; populacao 4:Mar&dores). Em funcédo da multi-
plicidade de testes, utilizou-se a correcdo de FDR parztadetassociacbes em DL, obtendo-se os
seguintes limiares: i) subpopulacdoR:= 2,1 x 1075; ii) subpopulacéo 2P = 8,6 x 10~7; iii)
subpopulacéo 3: limiar ndo verificado; e iv) subpopulacaB 4: 5,6 x 1075,

Na subpopulacéo 1, de um total de 877.150 testes, 42 asdesitayam significativas, envol-
vendo 77 diferentes microssatélites. Na subpopulacédo 2s88ciacdes foram significativas de
886.446 possiveis testes, envolvendo 46 diferentes rsatélges. Na subpopulagédo 3, nenhuma
das 292.230 associacdes testadas foi significativa, nastrauséncia de DL com base nos mar-
cadores utilizados. E, por fim, na subpopulacao 4, 75 aggmsanostraram-se em DL de um total
de 658.378 testes, tendo sido observado 115 diferentesduaies microssatélites.

Esses resultados sugerem a possibilidade de mapeamenfbL#enQ interior das subpopu-
lacbes 1, 2 e 4, claramente envolvendo uma quantidade bastaluzida de marcadores aqui as-

sumidos como fisicamente ligados.
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5 DISCcUSSAO

A analise do DL envolvendo 1.474 microssatélites mostrauaygrande maioria das associa-
cdes encontra-se em equilibrio de ligacdo. Apenas% (Bonferroni) e2,79% (FDR) do total
de associa¢des envolveram marcadores em DL, o que podaringiign primeiro momento, uma
proporcao bastante reduzida de associacdes preferendiaientanto, ao contrario do que possa
parecer, a proporcdo de DL detectada no presente estudmmsastbastante superior aquela veri-
ficada em outros trabalhos.

Jannoo et al. (1999b), ao utilizarem o teste de Fisher e ag@wrde Bonferroni para verificar
DL entre 1.057 RFLPs em cana-de-acUcar, detectaram 59ias®es preferenciais das 558.096
possiveis, correspondend® 1% de DL. Wei et al. (2006), baseados em 1.068 AFLPs gerados
a partir da genotipagem de 154 clones de cana-de-acUcamntearam, apos também utilizarem
0 Bonferroni, 736 associagbes em DL de um total de 569.778stele Fisher, correspondendo
a 0,13% de associacgfes preferenciais. Raboin et al. (2008), dpanéim 1.537 AFLPs obtidos
através de um painel mundial de cana-de-acuUcar, obtive@ e 0,04% de associacdes em DL
com o uso do Bonferroni e de um limiar empiricd( de falsas associagfes), respectivamente,
a partir de um total de 1.180.416 testes de Fisher. Com excegdltimo, todos esses estudos
utilizaram apenas o Bonferroni para uma deteccao apr@gpdadL, o qual tem se mostrado con-
servativo com o0 aumento no numero de testes. No presentdhioalapesar de uma proporcao
consideravel de DL ter sido verificada com o Bonferroni, aesgiio através do FDR promoveu um
acréscimo substancial no numero de associa¢des prefgsgmbstrando que esse procedimento
pode ser decisivo quando milhares de testes estao enve\Rdo mais que falsas associacdes pos-
sam ser consideradas significativas, maiores sdo as chdmcksectar DL entre locos ligados, o
gue é essencial para o mapeamento de QTL's.

No entanto, uma das possiveis raz6es do DL ter sido muitaisup® presente estudo, até
mesmo com o Bonferroni, foi a utilizacédo de todos os maredmdependentemente das suas fre-
qguéncias no PBVCA. O uso de marcadores que apresentaramsnimiaior qued5%) e poucas
(menor ques%) bandas, considerando os 135 individuos do PBVCA, podeotatribuido para
inflacionar determinados fenétipos moleculares, acardet@m DL devido as menores probabili-

dades obtidas com relacéo aos testes de Fisher. Esses onesca@lo foram aqui retirados basica-
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mente por dois motivos: i) marcadores com poucas bandaspoalger alelos raros eventualmente
importantes para 0 mapeamento de caracteristicas desseer i) marcadores com muitas ban-
das podem néao conter o alelo correspondente em elevad@mfi@guna populacao, visto que nao &
possivel inferir sobre doses alélicas em cana-de-acucartia ¢ge dados dominantes. Ademais, o0
namero de locos do presente trabalho, embora adequado,ei@eeéo o suficiente para permitir

estudos confiaveis caso o numero de marcadores fosse reduzid

Através de 60 associacfes envolvendo marcadores ligaa®gudis apenas 5 foram significa-
tivas, foi possivel observar forte DL em uma distancia del&téM, principalmente nos primeiros
5 cM, tendo-se uma queda em maiores extensdes. Essa queslgmficou auséncia de DL, visto
gue associac0Oes preferenciais foram detectadas entradoags que apresentaram distancia supe-
rior a 60 cM. Apesar de poucos marcadores ligados terem atddizados no mapa de referéncia,
o DL extensivo aqui obtido, que também foi detectado em swgstudos (JANNOO et al., 1999b;
RABOIN et al., 2008; WEI et al., 2010), ilustra a histériaeate do melhoramento de cana-de-
acucar no Brasil, a qual é constituida por poucas geracoescdmbinacdo devido a propagacao
vegetativa da espécie, tendo sido formada a partir de umadgu@m com tamanho efetivo reduzido
em funcdo de um “bottleneck” ancestral. Além disso, o forteesso de sele¢éo e o uso recorrente
de variedades superiores nos cruzamentos certamente @spdicar parte do DL detectado em
maiores extensfes (RABOIN et al., 2008). Isso porque ad&elegim fator de grande importancia
no surgimento de DL entre locos ligados e néo ligados, e o esgeditores superiores normal-
mente acarreta no cruzamento entre individuos aparentagosovendo o aumento do coeficiente
de endogamia e a reducao do tamanho populacional efetivo.

Apesar dos resultados indicarem DL extensivo no PBVCA, n@acentracdo de associacoes
preferenciais foi verificada em pequenas distancias (atd/f)z0 longo do genoma. Isso significa
gue, na verdade, associa¢goes mais consistentes entredorasca QTL's poderéo ser detectadas,
0 que seria de grande interesse em um programa de selecstadassd Brasil. No entanto, para
tal finalidade, uma quantidade elevada de microssatéétésisecessaria, 0 que demandaria maior
tempo e investimento para o desenvolvimento de npvinserse a genotipagem.

A extensao do DL com base em poucas associa¢oes entre nraschgiados n&o parece ter sido
comprometida no presente estudo. Raboin et al. (2008)tdedet 163 associacdes em DL de um
total de 1.488 possiveis entre locos ligados, correspaltdamma proporgédo de aproximadamente

11,0%. Neste trabalho, como foi apresentado, 5 associacdes figaificativas de 60 possiveis,
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correspondendo a aproximadament¥s. Portanto, um namero bastante proximo.

Quanto a estrutura de populagéo, os resultados obtidosirsugea presenca de 4 subpopu-
lacbes no PBVCA. A andlise realizada no STRUCTURE, baseadane modelo probabilistico,
claramente mostrou o comportamento instavel das proali#is a posteriori a partir da quinta
subpopulacao. Isso deve ter ocorrido pelo fato que as subpgijes {) a priori séo estabeleci-
das aleatoriamente, fazendo com que o modelo apresenthjlidades instaveis e ndo confiaveis
no momento da convergéncia de subpopulacdes que, de fatdemé@m representar o conjunto de
dados. Em outras palavras, se tivessem sido assumidas,nggranacasional, 4 subpopulacdes a
priori, esse comportamento nao teria sido verificado. Arérfeia a favor de 4 subpopulagdes no
PBVCA foi certificada com o grafico de Neighbor-Joining, qpeesentou padrdes muito seme-
Ihantes com o método probabilistico. Ambos mostraram gedye parecem estar de acordo com
informacgdes oriundas dgeedigree

Desses padrées, foi possivel observar que houve uma tead@nagrupamento de individuos
oriundos de um mesmo cruzamento, bem como individuos comaapen dos parentais em co-
mum. Porém, varios irmaos completos permaneceram em suilagops diferentes, mostrando o
contrario do que seria esperado do ponto de vista teéricoeMde, é bastante possivel que indi-
viduos genealogicamente aparentados de cana-de-acieserem grandes distancias genéticas,
fazendo com que, eventualmente, permanecam em subpopsi@iférentes. Isso porque imagina-
se que a elevada ploidia da espécie pode fazer com que pakttemamente complexos de re-
combinacgdo acontecam, gerando um numero consideravehdémes diferentes.

No entanto, é pouco provavel que individuos de determinatpapulacdo ndo apresentem
propor¢cdes gendmicas de outras subpopulacdes, como tohaksneste trabalho com o uso do
modelo de ndo-mistura (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, @D0sso seria insatisfatorio
considerando que varios irmédos completos foram atribudaddderentes grupos, o que levaria a
pensar que seus genomas nao apresentam proporcdes comungrdbde, aquele modelo foi
utilizado em funcédo do comportamento dominante dos miatéktes aqui analisados, 0s quais
disponibilizaram pouca informatividade a respeito do geaadla cana-de-agucar. Assim, por mais
que o agrupamento aqui verificado corrobore com informagdiaadas depedigree acredita-se
gue o modelo de mistura possa ser mais realista acerca dauespopulacional em cana-de-acucar.
N&o apenas considerando o PBVCA, o qual foi desenvolvidandes representar o germoplasma

brasileiro, onde muitos individuos devem mesmo compartpiopor¢cdes gendmicas comuns. Mas
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também germoplasmas diferentes, devido a ancestralidadens a partir de poucos individuos,
bem como ao intercambio de variedades existente entre asoses

A analise do DL respeitando a estrutura de populacédo rewefmssibilidade de mapeamento
de QTL's dentro das subpopulacdes 1, 2 e 4. E possivel espepid microssatélites podem estar
fisicamente associados a QTL's que controlam caractex$stie interesse, o que seria de grande
importancia para um programa de selecdo assistida por doesamoleculares. No entanto, uma
guantidade muito reduzida desses microssatélites mesgreavolvida com associacdes preferen-
ciais de interesse, indicando baixa cobertura do genonte® &aoncentracdo de DL em pequenas
distancias, como foi visto no presente trabalho, uma cotsegendmica dessa natureza pode néo
contribuir para a deteccdo de marcadores e QTL's intimagrigga@dos. Essa contribuicdo se torna
ainda mais limitada considerando o comportamento domenao$ marcadores obtidos, os quais
ndo representam o genoma da cana-de-agucar no seu coetha@oliploide.

A existéncia de DL por ligagéo fisica dentro de subpopulag@se ser vista com certa ressalva.
N&o apenas por limitacdes do presente estudo, mas tambérogmeexto que envolve a cana-de-
acucar e o seu melhoramento. Assim, considerando que pgacasies se passaram desde as
variedades ancestrais até os hibridos atuais (JANNOO, ét98I9b; WEI et al., 2006), é bastante
improvavel que o DL detectado dentro de subpopulagesgejea por ligacéo fisica. Além disso,
o forte processo de selecdo no melhoramento (HUANG; AITKERORGE, 2010) e a presenca
de parentesco entre individuos pertencentes a uma mespapsidcio (YU; BUCKLER, 2006)
reforcam a ideia de que falsas associacdes podem ter seldatts.

Os resultados obtidos no presente estudo representam agoavaentendimento do processo
historico-evolutivo da cana-de-agucar no Brasil, e cegtaimserdo importantes para a futura reali-
zagcdo do mapeamento associativo. No entanto, além daguedga foram discutidos, outros as-
pectos importantes devem ser apresentados com o objetafarii@orar pesquisas subsequentes.

O painel de variedades utilizado neste estudo foi deseidobegundo critérios importantes
(ver item 3.1.1). Através desses critérios, foi possivelpar diversos materiais de grande im-
portancia para o germoplasma brasileiro, acreditando sfigetenha sido representado de maneira
adequada. No entanto, devido a pratica rotineira de cruz@mmendogamicos nos programas de
melhoramento, esse painel acabou sendo naturalmenté@wgispor individuos que estreitam re-
lacBes de parentesco entre si, as quais tém sido muito iampestno momento da realizacédo do
mapeamento associativo (YU; BUCKLER, 2006; YU et al., 2008 et al., 2008).
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Yu e Buckler (2006) e Yu et al. (2006) mencionam que 0 mapetmassociativo pode ser tao
mais vantajoso quanto maior for a independéncia entre dddis de uma populagéo, tendo-se a
reducdo da endogamia e o aumento do tamanho efetivo. Ryrééin da estrutura populacional,
que foi verificada no presente estudo, informacdes de mm®mtio painel brasileiro, ja disponiveis
para muitos dos seus individuos (LIMA et al., 2002), bem caimaimilaridade genética baseada
em marcadores moleculares também deverdo ser considgedas futura realizacdo do mapea-
mento associativo no Brasil.

Outro aspecto importante, como ja foi comentado anteriotep€ a natureza dos dados utiliza-
dos. Em cana-de-agucar, 0os microssatélites, que sao reesddco-especificos do tipo codomi-
nante, se comportaram como marcadores dominantes (paesenuséncia), gerando informagdes
parciais acerca do seu genoma poliploide e altamente campten funcéo disso, néo foi possivel
detectar doses alélicas superiores de maneira a verifigaelies classes genotipicas no padréo
molecular das variedades, o que possibilitaria a recag@trde haplétipos e, a partir destes, a esti-
macao das frequéncias alélicas e gaméticas. Nesse cqridxtopoderia ser estimado com base
no modelo tedrico apresentado por Gallais (2003), o qualrfipposto para organismos tetraploides.
Assim, o DL néo seria simplesmente obtido a partir da presersgiséncia de bandas, mas sim das
frequéncias alélicas e gaméticas, considerando: i) Dleal&los de um mesmo loco, presentes
em hapldtipos diferentes; e ii) DL entre alelos de locosrdiftes, podendo estar em um mesmo
haplétipo (associacdo) ou em haplotipos diferentes (s@plil(ver item 2.3.4 para detalhes).

Como o DL nao pbde ser aqui verificado de acordo com a abordagtanor, o teste exato de
Fisher foi utilizado como uma medida aproximada para sewulwal Ardlie, Kruglyak e Seielstad
(2002) mencionam que esse teste, muito usado no inicio tladossde associacdo em humanos,
pode nao fornecer estimativas confiaveis do DL pelo fato dese& uma medida prépria, como
as tradicionaisD’ e 2. De fato, o uso de p-valores para medir o grau de associa¢éolecos
pode nao ser, a rigor, apropriado, visto que ndo ha forcaidéresia para tal. Além disso, pode ser
inadequado comparar os resultados obtidos no present®esim outros que também utilizaram
o teste de Fisher para calcular o DL, ja que os p-valores éracms dependem fortemente das
amostras que estdo sendo consideradas (ARDLIE; KRUGLYAKESSTAD, 2002).

E importante lembrar que a extens&o do DL e a estrutura deégugjuforam obtidas com infor-
macdes de um mapa genético pouco preciso, o qual foi utilipach obtencdo das distancias entre

marcadores e suas posi¢coes. Apesar de um avanco ter sidgaaloacom o uso de uma abordagem
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multiponto, apenas marcadores em dose Unica do tipo 1:1 & utilizados na construcéo
desse mapa, o que certamente ndo representa o contextidigelg complexo da cana-de-agucar.
Com o uso de marcadores mais informativos, apresentandusdifios de segregacédo de maneira
a estender o polimorfismo ao longo do genoma, mapas gengétaesonfiaveis certamente serao
obtidos. Mesmo que o sequenciamento gendmico se torne widade em cana-de-acucar em
funcéo do surgimento de plataformas cada vez mais acessiueso de mapas genéticos confiaveis
sera indispensavel (LEWIN et al., 2009) para analise dane&tedo DL e da estrutura populacional,
guando esta necessitar de informacdes de marcadores roapead

No presente estudo, uma visdo global sobre DL e estruturalgmpnal foi apresentada com
base em 135 individuos do PBVCA, o qual foi desenvolvido pamesentar o germoplasma
brasileiro. Apesar de microssatélites gendmicos e de sem@sexpressas terem gerado 1.474
marcadores polimdrficos, nimero este equivalente ou susipolimorfismo detectado em ou-
tros estudos (JANNOO et al., 1999b; RABOIN et al., 2008; Wtle 2010), informacdes parciais
acerca de um genoma poliploide e altamente complexo foramideradas. Em funcéo disso,
acredita-se que os resultados aqui obtidos sejam validisspaia futuros direcionamentos do que
aplicacbes propriamente ditas, ja que um longo caminhdgareser percorrido para desvendar a
complexidade do genoma da cana-de-agucar. No momento eessgidissertacdo esta sendo con-
feccionada, avancos estdo sendo obtidos na construcagoas aealigacao e no estudo do DL com
base em marcadores SNPs, 0s quais sdo mais informativasrpecérem doses alélicas superiores
e, assim, identificarem muitas das classes genotipicasdivéduos. Espera-se com isso carac-
terizar de maneira precisa o DL e a estrutura de populacarereés ao PBVCA, considerando a
grande complexidade genética da cana-de-acgUcar, o quieisdedmental para maior entendimento
sobre o contexto histérico-evolutivo dessa espécie nalBrasapeamento mais refinado de QTL's

relacionados a caracteristicas de interesse.
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6 CONCLUSAO

Basicamente, observou-se que o desequilibrio de ligacgetee aproximadamente a partir
de 5-15 cM. Além disso, notou-se que o painel brasileiro &tiimrido por 4 subpopulacdes. Assim

sendo, um avanco.
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