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RESUMO

PAES, Geisa Pinheiro, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2014
Desequilibrio de ligacdo e mapeamento associativo em populacdes de milho-pipoca
relacionadas por ciclos de sele¢d@rientador: José Marcelo Soriano Viana. Coorientadores:
Fabyano Fonseca e Silva e Eveline Teixeira Caixeta.

Desequilibrio de ligacdo (LDg definido como a associacdo nao aleatéria entre alelos de
diferentes locos em uma populagdo e mapeamento associativo (MA) refere-se a associagado
estatistica significativa entre o marcador molecular e a caracteristica fenotipica. Os objetivos
deste trabalho foram: (1) ewtir o desequilibrio de ligagdo em populacées de milho pipoca
relacionadas por ciclos de selecdo utilizando marcadores SNP, (2) comparar as populacées
quanto ao grau de LD, (3) avaliar alteracbes de frequéncias alélicas e (4) identificar
associagfes significativas entre marcadores e caracteristicas relacionadas a qualidade do
milho pipoca. No total foram avaliadas 465 amostras, sendo 354 amostras pertencentes a
populagdo ‘Vigosa’ e 111 amostras pertencentes a populacdo ‘Beija-flor’, ambas as
populacdes pertencentes ao germoplasma do Programa de Melhoramento de Milho-Pipoca da
Universidade Federal de Vigosa. As populacdes foram submetidas aos seguintes ciclos de
selecdo: Vicosa ciclo 1 e Beija-Flor ciclo 1, obtidas ap6s um ciclo de selecéo entre e dentro de
familias de meios-irméos, Vicosa ciclo 4, obtida ap6s quatro ciclos de selecdo entre e dentro
de familias de meios-irmaos, Vicosa ciclo 2 familias de irméos completos (FIC), obtidas apés
dois ciclos de selecao entre e dentro de familias de irmédos completos, \dicolsada por

selecdo de progénieg. Foram utilizados 96 marcadores SNP devidamente selecionados em
regides de QTL pré-identificadas para qualidade. Os seguintes caracteres foram mensurados:
capacidade de expanséo (ml/g), densidade dos gréos (g/ml), esfericidade dos gréos e peso de
100 gréaos (g). Em comparacdo a Vigosa cO, utilizada como populagdo de referéncia os
maiores valores médios de LD por grupo de ligacdo foram encontrados em Vigosa c2 fic
(D’=0,8911; r2=O,1905), assim como para SNPs ligados e ndo ligados (D’=0,8911;
r’=0,1905). Na andlise de MA foram encontradas associacoes significativas (p < 0,05) para
todas as caracteristicas avaliadas, sendo treze associacdes relacionadas comisticaracter
capacidade de expanséo, vinte e trés com a esfericidade dos graos, oito com o0 peso de 100

graos e dezessete com a densidade dos graos.
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ABSTRACT

PAES, Geisa Pinheiro, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, february [20kdge
disequilibrium and association mapping in popcorn populations related by selection
cycles. Adviser: José Marcelo Soriano Viana. Co-advisers: Fabyano Fonseca e Silva and
Eveline Teixeira Caixeta.

Linkage disequilibrium (LD) is defined as the non-random association between alleles of
different loci in a population and association mapping (MA) refers to a statistically significant
association between molecular marker and phenotypic trait. The objectives of this study were
(1) estimate the linkage disequilibrium in populations of popcorn related by cycles of
selection using SNP markers, (2) compare the populations in the degree of LD, (3) evaluate
changes in allele frequencies and (4) identify significant associations between markers and
quality related characteristics of popcorn. In total 465 samples were evaluated, with 354
samples belonging to the population 'Vicosa' and 111 samples belonging to the population
‘Beija-Flor’, both populations belonging to the germplasm Improvement Program popcorn,
Federal University of Vigcosa. The populations were subjected to the following cycles of
selection: Vicosa cycle 1 and cycle 1 Beija-Flor, obtained after one cycle of selentag a

and within half-sib families, Vicosa cycle 4, obtained after four cycles of selection among and
within half-sib families, Vigosa cycle 2 full-sib families (FIC), obtained after two cycles of
selection among and within full-sib families, Vicosa S4, obtained by selection of progeny S4
Ninety-six SNPs markers in properly selected QTL regions for quality, already identified
above were used. The following characters were measured: capacity expansion (ml/g), grain
density (g/ml), sphericity of grains and 100 grains weight (g). In comparison the Vigosa cO
used as the reference population for the highest mean values for LD linking group found in
Vicosa c2 fic (D' = 0,8911%= 0,1905) as well as to related and unrelated SNPs (D' = 0,8911
r2=0,1905) . Regarding the MA significant associations (p < 0.05) were found for all traits,
with thirteen associations related to the feature expandability, twenty three with the sphericity

of the grains, eight with the weight of 100 grains and seventeen density of the grains.
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INTRODUCAO

Desequilibrio de ligacdo (LD) € a associacdo nao aleatéria entre alelos de diferentes
locos em uma populacaém relacdo a marcadores bialélicos, as estatisticas mais usadas para
expressar o LD séo o valor absoluto da diferenca entre as frequéncias gaméticas observada e
esperada sob equilibrio de ligacdo génica (D), a proporcao de D em relagdo ao valar maxim
na populacdo (D') e o quadrado da correlacdo entre os valores de alelos de doid)locos (r
(Flint-Garcia et al., 2003).

Varios fatores podem influenciar o LD. Alguns séo responsaveis pelo aumento no LD,
incluindo autofecundacgfes, pequenos tamanhos populacionais, isolamento genético entre
linhagens, subdivisdo populacional, baixa taxa de recombinacdo, mistura populacional,
selecdo artificial e natural, dentre outros. Alguns outros fatores sdo responsaveis pela queda
do LD, incluindo acasalamento ao acaso, elevadas taxas de recombinagcdo e mutagdes, dentre
outros. Existem fatores que podem aumentar ou quebrar o LD, ou podem aumentar o LD entre
determinado par de alelos e diminuir o LD entre outros pares de alelos. Por exemplo, a
mutacéo pode romper o LD entre pares de alelos que envolvem alelos selvagens, e promover
LD entre os pares de alelos dos mutantes envolvidos (Gupta et al., 2005).

Estudos tém sido realizados para investigar o LD no milho, utilizando diferentes tipos
de populacdes e de marcadores. Yanli Lu et al. (2011), analisaram um total de 287 linhagens
tropicais e 160 linhagens temperadas que foram genotipadas com 1943 marcadores SNPs e
comparadas quanto a queda de LD. Significativa variacdo na queda da distancia de LD (2-100
kb) foi encontrada em todo o genoma. Em média a queda da distancia de LD (10-100 kb) no
germoplasma temperado foi de duas a dez vezes maior do que no germoplasma tropical (5-10
kb), concluindo que o milho tropical possui uma réapida queda do LD que fornece maiores
possibilidades para a selecdo. J& Stich et al. (2005) estudaram o desequilibrio de ligacéo (LD)
em relacdo 147 linhagens elites de milho da Europa (dent e flint) e dos Estados Unidos (stiff
stalk e non stiff stalk). Foram utilizados 100 marcadores SSR. O LD foi significativo para
49% dos pares de marcas nas 80 linhagens flint e para 56% dos pares de marcas nas 57
linhagens dent. A proporcéo entre locos em LD e em equilibrio foi de 1:1, nos grupos dent e
flint. A proporcéao de pares de locos em LD em cada cromossomo variou entre 27 e 86% no
grupo flint e entre 33 e 93% no grupo dent. O nimero total de blocos de desequilibrio foi

maior no grupo flint, em comparacéao ao grupo dent. Contudo, o grupo dent apresentou blocos



de LD de maior tamanho. Os maiores blocos de LD foram encontrados nos cromossomos 2
(105 cM) e 8 (103 cM), em relacdo aos grupos flint e dent, respectivamente. O tamanho
médio dos grupos de LD foi de 33 cM.

Com o objetivo de investigar a extensdo e a distribuicio do LD entre pares de
marcadores AFLP e comparar os resultados com os obtidos utilizando marcadores SSR, Stich
et al. (2006) utilizaram 72 linhagens elite européias, genotipadas com 452 marcadores AFLP e
93 marcadores SSR. O LD foi significativo (p < 0,05) para 15% dos pares de marcadores
AFLP e para 49% dos pares de marcadores SSR em cada um dos dois grupos de germoplasmz
utilizados flint e dent. Em ambos 0s grupos, a proporgédo de pares de locos ligados e nao
ligados em LD foi maior para AFLPs que para SSRs. A observacdo de LD devido a ligacao
para ambos os tipos de marcadpsugeriu que 0 uso de mapeamento associafpassivel
utilizando tanto marcadores AFLPs quanto SSRs. Segundo Remington et al. (2001) estudos
de associacdo com base em LD podem fornecer alta resolugédo para a identificacds de gene
que podem contribuir para a variacdo fenotipica. Em um estudo realizado utilizando 102
linhagens de milho ele observou que o LD intragénico geral caiu rapidamente com a distancia
(r* < 0,1 dentro de 1.500 pb), porém, as taxas de declinio foram muito variaveis entre os
genes. Linhagens recombinantes apresentaram um bom resultado para o mapeamento de locos
de caracteristicas quantitativas (QTLs) em regibes de 10-30 cM. Portanto, estudos de
associacdo com base em desequilibrio de ligagdo podem permitir a identificacdo dos genes
representados por QTLs.

Mapeamento associativo é a identificacdo de QTL com base em associacdo estatistica
significativa entre fen6tipo e marcador molecular, devida a desequilibrio de ligacdo entre o
marcador e pelo menos um QTL (Gupta et al., 208%3s principais vantagens em relacdo ao
mapeamento de QTL sdo uso de populacdes naturais ao invés de populacdes derivadas de
cruzamentos entre linhas puras ou linhagens e potencialmente maior nimero de alelos por
loco (Flint-Garcia et al., 2005). No entanto, 0 mapeamento associativo s6 é capaz de
identificar efeitos fenotipicos de alelos com frequéncia razoavelmente alta na populacéo.
Além disso, a eficiéncia do mapeamento associativo € significativamente influenciada pela
estrutura da populacdo, o que pode gerar associagcdes espurias, isto €, entre marcador e QTL
nao ligados (Sorkheh et al., 2008).

Phumichai et al. (2012) realizaram um estudo utilizando um conjunto de 60 linhagens
de milho para identificar associa¢des entre 48 marcadores &3&sisténcia ao mildio. A

andlise de variancia revelou associac¢des significaffwas 0,05) entre trés marcadores e a

10



caracteristica avaliada. Estes trés locos SSR significativos ainda ndo tinham sido relatados em
estudos de mapeamento anteriores. Assim, os resultados sugerem que novas variacoes alélica
associadas a resisténcia ao mildio nessas colecfes de germoplasma deverdo ser Uteis par:
ajudar a identificar novas linhagens que possam transportam os alelos de resisténcia ao mildio
em programas de selegao assistida por marcadores.

J4 Belo et al. (2008) utilizaram mapeamento associativo para identificar locos
relacionados ao teor de acido oléico em grdos de milho. Foram utilizados haplétipos para
8.590 marcadores SNPs em 553 linhagens de milho e um pico principal de associacao foi
identificado no cromossomo quatro. A associacdo mais significativa foi entre o marcador
MZA10924 e o teor de &cido oléico (p < 3,7 X*4@a subpopulacéo 1, mapeado entre 380 e
384 cM no mapa genético). Este pico de associacao foi altamente significativo em trés das
seis diferentes subpopulacfes de linhagens testadas (subpopulacdes 1, 3 e 4 e material
complementar S4). Na subpopulacdo 1, a largura do pico com P-valor para a associagdo do
marcador MZA10924 com o teor de acido oléico se estendeu por 7 cM, aproximadamente. A
analise da subpopulacdo 1 também identificou picos menos proeminentes da associa¢do nos
cromossomos 3, 7, 8, e 10, que nao foram evidentes em outras subpopulacdes. Um anico
marcador (MZA10275 mapeado entre 158 e 162 cM no cromossomo 6 do mapa genético)
mostrou associacdo altamente significativa ( p < 6,7 X) It subpopulacdo 1. No entanto
marcadores adjacentes nao foram significativamente associados, em contraste aos outros
marcadores significativos que ocorreram nos outros grupos.

Devido ao grande polimorfismo encontrado no genoma do milho, o uso de marcadores
do tipo SNP tem se mostrado uma excelente ferramenta para programas de selecao assistida,
construcdo de mapas de ligacao, identificacdo de QTLs, diagnose genética, analise genética de
estrutura de populacdes, analises filogenéticas, etc. (Ching et al., 2D0&xpeamento
associativo tornou-se um método de alta resolucdo para mapear locos de caracteristicas
quantitativas com base em desequilibrio de ligacéo e representa uma grande promessa para &
identificacdo de genes relacionadmsaracteristicas genéticas complexas (Yu e Buckler,
2006). Assim, os objetivos deste trabalho foram: (1) estimar o desequilibrio de ligacdo em
populacdes de milho pipoca relacionadas por ciclos de selegéo utilizando marcadores SNP,
(2) comparar as populacdes quanto ao grau de LD, (3) avaliar alteracfresjuBncias
alélicas e (4) identificar associagfes significativas entre os marcadores e as caracteristicas
relacionadas a qualidade do milho pipoca (capacidade de expanséo, esfericidade, peso de cem

graos e densidajle
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MATERIAIS E METODOS

Populacdes

O total de 465 amostras foi utilizado neste estudo, sendo 354 amostras pertencentes a
populagdo ‘Vicosa’ e 111 amostras pertencentes a populacdo ‘Beija-flor’, ambas as
populacdes pertencentes ao germoplasma do Programa de Melhoramento de Milho-Pipoca da
Universidade Federal de VigcasAs populacbes foram submetidas aos seguintes ciclos de
selecdo com base em capacidade de expaNsgmsa ciclo 1 e Beija-Flor ciclo 1, obtidas
apos um ciclo de selecdo entre e dentro de familias de meios-irmaos, Vigosa ciclo 4, obtida
apos quatro ciclos de selecdo entre e dentro de familias de meios-irméos, Vicosa ciclo 2
familias de irméos completos (FIC), obtidas ap6s dois ciclos de selecdo entre e dentro de
familias de irmaos completos, Vicosa 8btida por selecdo de progénias @ nimero de
individuos de cada populacao variou entre 63 e 73, tendo Vigosa c0 72 individuos, Vicosa cl

63 individuos e as demais populacdes 73 individuos.

Extracdo e quantificacdo de DNA

As amostras de tecido foram coletadas de folhas novas, acondicionadas em microtubos
de 2,0 mL devidamente identificados e mergulhadas em nitrogénio liquido para que néo
houvesse degradacdo do DNA. Posteriormente foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C
até a realizacdo da extracdo do DNA. A extracdo do DNA das plantas foi realizada no
Laboratério de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal do Departamento de Fitotecnia da
UFV, utilizando o KitWizard® Genomic DNA Purification, conforme protocolo descrito pelo
fabricante, porém com modificacdes, descritas a seguir.

Primeiramente o tecido vegetal foi macerado em cadinho, utilizando nitrogénio liquido,

e aproximadamente 40 mg da amostra foram transferidos para um microtubo de 1,5 mL. Em
seguida foram adicionados 600 pL de Nuclei Lysis Solution (tampé&o de lise). Posteriormente
o microtubo foi homogeneizado em vortex por um a trés segundos para a solugéo entrar em
contato com todo o tecido. Entdo foram adicionados 10 pL de Proteinase K (20 mg/mL) e os
microtubos foram invertidos suavemente de 2 a 5 vezes. As amostras foram incubadas em

banho-maria a 56 °C por 1 hora e invertidas suavemente a cada 10 minutos. Em seguida

12



foram adicionados 3 pL de RNase Solution e as amostras foram invertidas de 2 a 5 vezes e
incubadas em banho-maria a 37 °C por 15 minutos. Retiradas do banho-maria, as amostras
esfriaram a temperatura ambiente por 5 minutos. Adicionou-se 200 pL de Protein
Precipitation Solution e homogeneizou-se com um vértex vigoroso a alta velocidade por 20
segundos.

Com o objetivo de separar as fases organicas e aquosas, as amostras foram
centrifugadas por 3 minutos a 16.000 g (rcf) e 600 uL do sobrenadante contendo o DNA (fase
aguosa-superior) foram transferidos para um novo microtubo de 1,5 mL, contendo 600 pL de
isopropanol, a temperatura ambiente. A fim de promover a precipitacgdo do DNA os
microtubos foram homogeneizados por inversdes suaves durante 10 minutos. Posteriormente,
procedeu-se uma centrifugacdo por 1 minuto a 16.000 g, descartou-se o sobrenadante e o
pellet de DNA formado no fundo do microtubo foi lavado com 600 pL de Etanol 70%, a
temperatura ambiente. As amostras foram deixadas para secar durante 15 minutos a
temperatura ambiente e foram adicionados 50 pL de DNA Rehydration Solution, incubando a
65 °C por 1 hora. Periodicamente, a cada 10 minutos, os microtubos foram homogeneizados
suavemente. As amostras de DNA foram armazenadas °€ -2(reviamente identificadas
como “DNA estoque™.

Para quantificagdo das amostras de DNA foi usado o fluorbmetro Qubit® 2.0
Fluorometer (Life Techonologies), que quantifica o DNA presente na amostra, indispensavel
para andalise na Plataforma BeadXpress da lllumina, que exige DNA a uma concentracao
minima de 50 ng/pL. O nivel de pureza foi determinado pelo NanoVue Spectrophotometer
(GE Healthcare Life Science), onde foram mensurados os valores de absorbancia (260 nm) e a
razdo (260/280 nm). Para obter o “DNA de trabalho”, as amostras tiveram suas concentragdes

padronizadas em 50 ng/uL, por diluicdo em agua ultrapura.

Genotipagem

A genotipagem foi feita em relacdo a 96 SNPs (Single Nucletide Polymorphisms), os
quais foram selecionados em fungdo de estarem localizados em regibes com QTLs para
caracteristicas relacionadas a qualidade de milho-pipoca. Trés SNPs nao produziram
resultados. Os SNPs foram selecionados do maize SNP50 array de 56 Kb (56110 SNPs from
~19,000 genes), a partir da localizagdo dos primers SSR (Simple Sequence Repeats)

flanqueadores dos QTLs para qualidade (capacidade de expansao, volume do floco, nUmero
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de gréos néo estourados, tamanho do floco) identificados por Li et al. (2009, 2008a, b, 2007,
2006), Babu et al. (2006) e Lu et al. (2003), e das informacdes dos bancos de dados

MaizeGDB (vww.maizegdb.orje NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(www.ncbi.nlm.nih.goy (Tabelas 1 e 2, e Figura 1). O nimero de plantas genotipadas e

fenotipadas nas populagdes Vigcosa, Vigosa cl, Vigosa c4, Vicosa c2 fsf, Vicosa S4 e Beija-
Flor c1 foram 72, 63, 73, 73, 73 e 73, respectivamente.

A genotipagem foi realizada no Laboratério de Biotecnologia Animal do Departamento
de Zootecnia da UFV, empregando o analisador de SNP BeadXpress, da lllumina. A
Plataforma BeadXpress Reader combina o Ensaio de Genotipagem GoldenGate com a
tecnologia VeraCode, proporcionando um ensaio com resultados de alto rendimento por
amostra, qualidade superior dos dados e baixo custo por amostra. O primeiro passo no ensaio
GoldenGate é a ativacdo do DNA, que permite que as amostras de DNA se liguem as
particulas paramagnéticas. Este processo de ativagcdo é altamente resistente e requer 250 ng d
DNA. Os oligonucleotideos do ensaio (denominado pela lllumina de OPA), o tampao de
hibridizacdo e as particulas paramagnéticas sdo entdo combinados com o DNA ativado na
etapa de hibridizac&o. Trés oligonucleotideos sédo projetados para cada SNP, sendo que dois
oligonucleotideos (denominados ASO) nao sao oligos alelos-especificos e o terceiro
oligonucletideo (denominado LSO), é um oligo loco-especifico que hibridiza varias bases a
jusante do loco do SNP. Todos os trés oligonucleotideos contém sequéncias de primers
universais; o LSO contém um endereco de sequéncia Unica que tem como alvo uma
determinada microbead, denominada VeraCode. Durante o processo de hibridacdo dos
primers, os ASOs e os LSOs hibridizam com a amostra de DNA gendmico ligada as
particulas paramagnéticas.

Devido a hibridizacdo ocorrer antes de qualquer etapa de amplificacdo, a amplificacao
introduzida no ensaio ndo possui nenhuma tendéncia. Apés a hibridacao, sao realizadas varias
etapas de lavagem, a fim de remover o excesso de oligonucleotideos mal hibridizados. A
extensdo do ASO apropriado e a ligacéo ao produto da extensdo do LSO unem informacgdes
sobre o gendtipo presente no loco do SNP a sequéncia de endereco no LSO. Os produtos da
ligacdo servem como moldes para os primers universais (P1, P2 e P3) na PCR. Os primers P1
e P2 sdo marcados com a fluorescéncia Cy3 e Cy5, respectivamente. Ap0s 0 processamento
da fita simples a jusante, os produtos da PCR marcados com as fluorescéncias sé&o
hibridizados com a sua bead complementar por meio do seu enderego de sequéncia unica. A

hibridacdo dos produtos do Ensaio GoldenGate com as beads VeraCode separa
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individualmente os produtos do ensaio para leitura do gendtipo do SNP. Apos a hibridacéo, o
leitor BeadXpress® é usado para identificacdo do cédigo da microbead e deteccao do sinal
fluorescente. Durante a leitura, um feixe de laser penetra a microbead VeraCode que possui
um cédigo holografico inscrito digitalmente para gerar a imagem do cédigo binario, que
permite uma deteccdo rdpida e altamente especifica. Os dados gerados usando o Leitor
BeadXpress foram analisados utilizando o software de analise de dados, Genome Studio TM
da lllumina, que executa um agrupamento automatizado da chamada do gendétipo de cada

amostra em relacdo aos SNPs.
Fenotipagem

As plantas genotipadas foram mensuradas em relacdo as caracteristicas: capacidade de
expansdo, densidade e esfericidade dos grédos e peso de 100 grdos. As avaliacoes de
capacidade de expansédo foram feitas empregando forno de microondas de 27 L e 900 W, a
partir de amostras de 10 g por planta. O peso de 100 graos foi determinado com balanca
eletrbnica com duas casas decimais. A esfericidade é medida pela funcéo

esfericidade = (comprimento x largura x espes&tfapaior medida
em que comprimento € a distancia do apice a base do gréo, largura é a medida da maior face
do grdo e espessura € a distancia entre as duas faces do gréo (Tian et al., 2001). As medida:s
de comprimento, largura e espessura foram feitas em 10 graos empregando paquimktro digita
com precisdo de 0,005 mm. A densidade dos gréaos foi determinada empregando 50 graos.
Apbs a pesagem os gréos foram colocados em proveta de 100 mL, com graduagédq de 1 mL
contendo 50 mL de etanol 90%. O volume de graos foi a diferenga volume &6gNVyn e
Tollenaar, 1998).

Andlises estatisticas

Os resultados foram obtidos empregando os softwares PowerMarker 3.25 (Liu e Muse,
2005) e GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse, 2006). Um SNP foi considerado ndo polimdrfico
guando a menor frequéncia alélica (maf) foi inferior a 1%. A analise de equilibrio de Hardy-
Weinberg foi feita com base no teste exato de Fisher a 5%. A analise de LD foi feda ape
em relagdo aos SNPs em equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram estimadas trés medidas de

LD: o valor absoluto da diferenca entre as frequéncias gaméticas observadas e esperadas sok
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equilibrio de ligacdo génica (D), a proporcao de D em relagdo ao valor maximo nagmpulag
(D') e o0 quadrado da correlacéo entre alelos de dois Ifos (r
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Alteracdes de frequéncias alélicas

O estudo das frequéncias génicas e de outros parametros genéticos populacionais
revelou 23 a 50% de SNPs ndo polimorficos, apenas 8 a 45% de SNPs em equilibrio de
Hardy-Weinberg (Tabela 3), diferenciacdo populacional (TaQetaadteracdes relevantes de
frequércias alélicas dos SNPs (Tabela 5). Observou-se que a selecdo com base em capacidade
de expansao determinou indiretamente aumento no nimero de SNPs nao polimorficos e
diminuicdo do numero de SNPs em equilibrio de Hardy-Weinberg. Isto se deveu mais
provavelmente as alteracfes indiretas de frequéncias alélicas dos SNPs, uma vez que o0s
tamanhos efetivos foram aproximadamente 800 com familias de meios-irmdos, 400 com
familias de irmaos completos e 300 com progénies enddégamas. A selecdo também determinou
indiretamente aumento na frequéncia de heterozigotos (Tabela 3). Embora seja surpreendente
o reduzido numero de SNPs em equilibrio de Hardy-Weinberg nas popula¢des Vicosa (45%)

e Beija-Flor (25%), uma vez que nao ha registro anterior de selecdo em ambas, a diminuicédo
observada nas popula¢cGes melhoradas é provavelmente devido a efeito indireto da selecéo de
plantas dentro de familias, pois assumindo um SNP néo sujeito a efeito indireto da selecéo,
sua frequéncia deveria variar ao acaso e em magnitude reduzido em razdo dos tamanhos
efetivos. Em relacdo a um SNP sujeito a efeito indireto da sele¢éo, a selecdo entre familia
deveria proporcionar alteracdo de frequéncia alélica, mas ndo o desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg, uma vez que todas as progénies selecionadas foram recombinadas.

Outra evidéncia relevante de efeito indireto da selecdo com base em capacidade de
expansao nas frequéncias alélicas dos SNPs € a diferenciacdo populacional das populacdes
melhoradas em relacdo a populacdo Vicosa, principalmente apds dois a quatro ciclos de
selecdo, comparavel a diferenciacdo entre Vicosa e Beija-Flor c1 (Tabela 4). Deve ser
destacado também que a diferenciacdo entre as populagdes melhoradas é reduzida. A analise
de variancia molecular revelou que 45% da variabilidade génica foi observada entre
populac¢des. Portanto, a variabilidade é maior dentro das populagées.

Outro destaque nesse estudo foram as magnitudes de alteracdo de frequéncia alélica em

relacdo a populacao Vigcosa, provavelmente em razdo dos SNPs estarem em regido com QTL
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para qualidade e caracteres relacionados. Essas alterag6es foram proporcionais ao himero de
ciclos de selecdo e as de magnitude maior que 30% envolveram 74 a 100% dos SNPs (Tabela
5).

Ao estudar alteracdes de frequéncias alélicas, Stuber et al. (1980) relataram mudancas
nas frequéncias alélicas em oito locos de isoenzimas em familias de irmaos completos e em
ciclos de selecao recorrente reciproca em duas populagbes de milho para produtividade dos
graos, sugerindo que alteracbes nas frequéncias dos alelos estdo associadas a mudanca
devido a selecéo praticada a favor da caracteristica. Com o objetivo de monitorar as alteracdes
de frequéncias alélicas durante a selecdo recorrente em aveia, De Koeyer et al. (2001),
utilizaram 97 loci RFLP, detectados por 73 clones de cDNA. Variacdes significativas foram
detectadas em oito regibes genbmicas. Quatro grupos de ligacdo foram estudados mais
detalhadamente afim de identificar QTLs. No total, foram identificados sete QTLs utilizando
correlacdo nas alteracbes das frequencias alélicas e/ou dados de analise de sandncia,
seis destas regides associa@® rendimento de grdos e uma associada a altura de plantas,
concluindo que variacdes alélicas podem ser utilizadas para identificacdo de QTLs nos ciclos
de selecéao recorrente.

Botrel e Carvalho 2004 utilizaram variacdes de frequéncias alélicas com o intuito de
determinar os niveis de variabilidade genética mantidos entre e dentro de populagfes, a
estrutura genética e o tamanho efetivo populacional em populacdes naturais de jacaranda
paulista Machaerium villosum Va)y Foram utilizadas trés populacdes naturais
fragmentadas, onde coletou-se 30 individuos adultos nas populacées 1 e 3 (Matinha e Bom
Sucesso) e 35 individuos na populacdo 2 (Subestacdo) e os parametros foram estimados a
partir das frequéncias alélicas de dez locos isoenzimaticos. Foram identificados vinte seis
alelos distribuidos em 10 locos. Os indices de diversidade estimados para as trés populacdes
revelaram média de 2,4 alelos por loco e heterozigosidade média observada maior que a
esperada para as trés populagdes, revelando um excesso de heterozigotos. O polimorfismo foi
de 90,0% nas populacdes 1 e 2 e de 100% na populacédo 3. O indice de fixacao foi negativo
em todas populacdes. A estrutura genética revelou que ha excesso de heterozigotos para o
conjunto das populacbes. A divergéncia génica entre as populacbes foi baixa (0,061),
revelando que 6,1% da variabilidade genética encontram-se entre e 93,9% dentro das
populacdes. O tamanho efetivo estimado para cada populacéo foi de 32, 48 e 42 individuos,
respectivamente. Assim, concluiram que as informacgfes obtidas neste estudo auxiliardo em

projetos de manejo e conservagao genétidd.dellosum
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J& Reis et al. (2011) realizaram um trabalho para estimar a variabilidade genética em
dois ciclos de selecédo recorrente do maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis) e avaliar o
impacto da selecdo nas progénies selecionadas via alteracbes nas frequéncias alélicas,
detectadas com uso de marcadores microssatélites. Vinte e trés marcadores SSR foram
utilizados na genotipagem de 66 progénies de irmaos completos. Foram encontrados 32 alelos
nas populacdes, dos quais apenas dois foram perdidos durante a selecdo. As diferengas nas
frequéncias alélicas nos dois ciclos de selecdo recorrente ndo foram significativas. A
heterozigosidade esperada (He) média no primeiro ciclo de selecao foi de 0,20 por loco,
ligeiramente maior que a heterozigosidade observada (Ho) (0,15). No segundo ciclo de
selecéo, o valor médio da Ho foi menor que o da He, com média de 0,12. Houve pequena
perda de variabilidade e alteracfes nas frequéncias alélicas; porém, esta oscilacdo pode ser

considerada normal quando se pratica selecao.

Andlise de desequilibrio de ligacédo

O estudo de LD revelou aumento do LD médio nas populacées melhoradas, em relacao
ao observado na populacéo Vigosa, o qual foi proporcional ao nimero de ciclos de selecao
(Tabela 6). Isso também evidencia efeito indireto da selecdo com base em capacidade de
expansado sobre o LD em relagcdo aos SNPs, provavelmente em razao da existéncia de um ou
mais QTLs para caracteristicas de qualidade nas regides de localizacdo dos SNPsalGupta et
(2005) e Flint-Garcia et al. (2003) destacam a selecdo como um dos fatores que afetam o LD
em populacdes. As estatéas D, D’ ¢ r* foram calculadas esamarcadores ISPs foram
comparados par a par para analisar o grau de LD entre os locos nos diferentes ciclos de
selecdo por grupos de ligacdo e para todos SNPs ligados e nao ligados. Os maiores valores
médiosde D, D’ e r? foram encontrados apés dois ciclos de selecdo em familias de irméos
completos (Vigosa c2 fic), tanto para grupos de ligacdo quanto para todos os SNPs e os
menores valores foram atribuidos a Vicosa S4, obtida apds quatro ciclos de selecdo em
familias endégamas. Ao comparar os ciclos de selecao, foi observado um maior aumento nos
valores de LD apds dois ciclos em familias de irmaos completos que apés quatro ciclos de
selecéo entre e dentro de familias de meios-irmaos (Tabela 6), mostrando que a selecéo feita
utilizando familias de irmdos completos pode ser mais eficiente em promover o desequilibrio

entre os locos.
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Estudos tém sido realizados a fim de estudar o desequilibrio de ligacdo nos
germoplasmas da maioria das cwiO ensaio GoldenGate desenvolvido pela lllumina, com
1.536 SNPs de 582 locos de milho, foi utilizado por Yan et al. (2009) para genotipagem de
uma colecdo mundial de milho, altamente diversificada com 632 linhagens temperadas,
tropicais e subtropicais. Um total de 1.229 SNPs e 1749 haplotipos dentro de 327 locos foi
utilizado. O desequilibrio de ligacdo foi medido no geral e dentro de cromossomos, nos
grupos de frequéncias alélicas, nos subgrupos relacionados por origem geografica e subgrupos
com diferentes tamanhos amostrais. O LD caiu com a distancia e foi diferente entre
cromossomos, variando entre 1 a 10 kb. O LD aumentou com o aumento da distancia em
menores frequéncias alélicas e em amostras de tamanhos menores, incentivando o cuidado ac
usar poucas linhagens para realizacdo de estudos de LD. A queda do LD concia dasta
muito maior em linhagens de clima temperado do que em linhagens tropicais e subtropicais,
isto porque as linhagens tropicais e subtropicais sdo mais diversificadas e contem alelos mais
raros do que linhagens temperadas.

Os sistemas de acasalamento e misturas podem fortemente influenciar o LD. Assim,
Labate et al. (2000) compararam populacdes de milho mantidas em acasalamento @b acaso.
modo de acasalamento pode ser realizado tanto através de técnicas de polinizacdo feita
manualmente (BSS (R)) ou em blocos isolados polinizados pelo vento (BSCB1 (R)). Oitenta e
dois marcadores RFLP foram utilizados para descobrir se as frequéncias genotipicas
observadas nos dois tipos de acasalamentos estavam conforme os resultados esperados er
uma populacdo em acasalamento ao acaso. Para pares de locos polimorficos foi observado
equilibrio de ligacédo nas populacfes progenitoras de BSSs(R) e BSCB1s(R) (em menos de 5
% de todos os testes de equilibrio foi rejeitada a hipétese de nulidade a 5% de significancia).
As populacdes BSSS(R)CO, BSCB1(R)CO e BSCB1(R)C12 apresentaram pequenos
aumentos na proporc¢ao de pares de locos em desequilibrio de ligacdo em comparacédo com as
populacdes progenitoras (em cerca de 8,4 % de todos os pares de loco foi rejeitada a hip6tese
de nulidade a 5% nivel de significancia). BSSs(R)C12 foi um extremo discrepante com 25%
de todos os pares de locos polimérficos em desequilibrio de ligacdo. Este resultado foi
provavelmente causado pelo agrupamento artificial de trés BSSs(R) com 97 plantas
BSSs(R)C12 nas instalagbes durante a amostragem.

Nota-se uma grande escassez de informacdes sobre o LD em popula¢des de milho, uma
vez que a maioria dos trabalhos desenvolvidos tem empregado painel de linhagens, onde

podemos citar os trabalhos de Wang et al. (2008) e Van Inghelandt et al. (2011). Wang et al.
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(2008) avaliaram o LD em relacdo a 95 linhagens de milho da China, empregando 145
marcadores SSR. O LD foi significativo em 64% dos pares de marcadores. Em cada
subpopulacdo esse valor variou de 19 a 40%. Em relacdo ao painel de linhagens, 83% dos
locos ligados apresentaram LD significativo.

J& Van Inghelandt et al. (2011) analisaram o LD em relagédo a 1537 linhagens de milho
comerciais, empregando 359 marcadores SSR e 8244 SNPs. Em relacdo aos marcadores
ligados, ndo se observou diferencas relevantes entre as medidas de LD obtidas com
marcadores SSR (lower density) e SNPs (higher density) nos pools heteréticos Flint e
Lancaster. Nos pools heteréticos SSS e lodent, e no painel de linhagens o LD médio com base
nos SNPs foi 45 a 52% maior. Em relagdo aos marcadores independentes, o valor do LD
maior com marcadores SSR.

A fim de estudar o desequilibrio de ligacna cultura do trigo, Hao et al. 2011
utilizaram 250 linhagens de trigo para pdo e 512 marcadores SSR distribuidos por todo o
genoma. Variedades modernas exibiram em todo o genoma uma queda média do LD mais
ampla para pares de locos cdmr 0.05 (p< 0,01) do que racas primitivas. A distancia média
da queda do LD para as racas primitivas em todo o genoma foi de 5 cM, enquanto que as
variedades modernas tiveram uma queda do LD por uma dsstaaidr, variando dé a 10
cM. Distancias da queda do LD também foram diferentes para cada um dos 21 cromossomos
sendo maior para a maioria dos cromossomos das variedades modernas (5,25 cM), em
comparacao com as racas (5,M cprovavelmente indicando as influéncias da domesticacéo
e do melhoramento.

Barnaud et al. (2010) apresentaram a primeira caracterizagéo de LD em videira francesa
selvagem\Vitis vinifera L. subsp. silvestrid?ara avaliar o padrédo e a extensdo de LD foi
utilizada uma amostra de 85 plantas do sul da Franca e 36 marcadores SSR distribuidos em
mais de cinco grupos de ligagéo. O LD decaiu rapidamente com a distancia, com vafores de r
diminuindo até 0,1 em 1,4 cM quando foram utilizados haplétipos. Comparando os resultados
com um estudo anterior sobre a videira cultivada subespécie sativa, em que o LD significativo
caiu até uma distancia de 16,8 cM, foi observado que o LD em subespécies silvestres foi 12
vezes menor, uma vez @@sta apresentou valores significativos na queda do LD até no
maximo 1,4 cM de distancia. Gargalos de domesticacdo e propagacdo vegetativa sao o0s
principais fatores responsaveis por essa diferenga entre videiras cultivadas e silvestres.

A diminuicdo natural do LD a medida que a distancia aumenta, ocorre mais lentamente

em populacdes melhoradas, devido a recombinagdo que é severamente reduzida e ao
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polimorfismo genético que permanece correlacionado com a distancia fisica (Morrell et al.,
2005). A selecao praticada a favor de caracteristicas de interesse, que causa afunilamento
genético para locos especificos, pode criar LD entre o alelo selecionado e o loco ligado. Além
disso, a selecéo a favor ou contra um fenotipo determinado por dois genes néo ligados pode
também criar LD, embora os locos ndo estejam fisicamente ligados. O impacto do
melhoramento na magnitude e no padrdo de LD nas espécies melhoradas sera aumentado

devido a interferéncia do homem no processo de selecao.

Mapeamento associativo

O mapeamento associativo empregando nivel de significancia de 5% permitiu a
identificacdo de 41 associacfes significativas para as caracteristicas avaliadas. Ao analisar
cada ciclo de selecao individualmente, observou-se 11 associacdes significativas para Vigosa,
12 para Vigosa cl, 2 para Vigosa c4, 4 para Vigosa c2 fic, 27 para Vigcosa S4 e 8 para Beij
Flor c1 (Tabelas 7 a )JODentre os marcadores analisados, 20 foram associados a mais de
uma caracteristica. Para as caracteristicas, capacidade de expansao, esfersidddel Qi
graos e densidade, foram identificados 13, 23, 8 e 17 marcadores, respectivamente. Apenas 0s
marcadoes PUT-163a-16922676-1070, localizado no cromossomo 1 e SYN 22745
localizado no cromossomo 4, foram associados a trés caracteristicas das quatro,avaliadas
sendo o primeiro associado a esfericidade, densidade e peso de 100 grdos e 0 segundo &
esfericidade, densidade e volume de expansao.

Estudos de mapeamento associativo tém sido realizados esesrégies de cereais,
como por exemplo, milho, trigo, arroz e sorgo. Breseghello e Sorrells (2006) realizaram um
estudo de mapeamento associativo em uma amostra de 95 cultivares de trigo macio de
inverno {Triticum aestivum L), que foram avaliados quanto a morfologia dos grdos e a
qualidade de moagem. Associacdo significativa para as caracteristicas relacionadas com a
morfologia dos gréos e qualidade de moagem foram encontradas em 62 marcadores SSR nos
cromossomos 2D, 5A e 5B. Sendo 33 marcas encontradas no cromossomo 2D, 20 marcas no
cromossomo 5A e 9 marcas no cromossomo 5B. De acordo com analises anteriores de QTL,
marcadores significativos para o tamanho do gréo, foram detectados nos trés cromossomos
testados, e foram identificados alelos potencialmente Uteis para a selecdo. Portanto, os
resultados demonstraram que o mapeamento associativo pode complementar e reforcar

informacgdes prévias de QTL em estudos de selecéo assistida por marcadores.
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J& Agrama et al. (2007) realizaram um estudo de mapeamento associativo na cultura do
arroz. Noventa e dois acessos de germoplasmas recentemente introduzidos a pagtir de set
regies geograficas da Africa, Asia e América Latina, e onze cultivares norte-americanos,
incluidos como controle, foram avaliadas quanto as caracteristicas de rendimento des graos
genotipadas com 123 marcadores SSR. Caracteristicas complexas relacionadas a producao,
como largura e comprimento dos gréos, relagdo largura/comprimento dos graos e peso de
1000 graos, foram estimadas. A andlise de associacao identificou associacdo significativa
(p <0,05) para todos os caracteres avaliados. As caracteristicas rendimento dos graos, largur
dos gréos e relagéo largura/comprimento dos graos foram associadas a cinco marcadores cada
J& o comprimento dos gréos foi associad®is marcadores peso de 1000 gréos a quatro
marcadores. Um total de 25 associa¢cdes marcador-traco foi identificado com 21 diferentes
marcadores SSR. Quatro marcadores foram associados a duas caracteristicas: RM85 no
cromossomo 3 foi associado a largura dos graos e peso de 1000 grdos, RM122 no
cromossomo 5 foi associado ao comprimento dos graos e peso de 1000 graos, RM459
também no cromossomo 5 foi associado ao comprimento dos graos e peso de 1080 gréos
RM228 no cromossomo 10 foi ao rendimento de gréo e a relacao largura/comprimento dos
graos. Muitos dos marcadores associados estavam localizados em regides de QTL que ja
tinham sido identificados anteriormente.

Yu et al. (2006) propuseram um método para mapeamento associativo aplicavel a
painéis de linhagens (grupo de linhagens). O método permite eliminar associacfes espurias
atribuidas a estruturacdo populacional das linhagens e emprega BLUP (Melhor Predicédo
Linear Nao Viesada) com informacgéo de parentesco. Os resultados relativos a um painel de
277 linhagens de milho, genotipadas em relacdo a 533 SNPs, com ampla diversidade
molecular e fenotipica, demonstrou melhor controle das taxas de erros Tipos 1 e 2, em relacdo
aos métodos de associacao estruturada e controle genémico.

Stich e Melchinger (2009) compararam nove meétodos de mapeamento associativo
quanto as taxas de erro Tipos 1 e 2, empregando dados simulados e reais relativos a cinco
espécies. O melhor método combina o uso das matrizes de estrutura populacional e de
parentesco, em uma abordagem BLUP. Os métodos de mapeamento associativo sem controle
de estrutura populacional e de parentesco (GLM ou ANOVA), com controle apenas de
estrutura populacional ou parentesco e com controle dos dois fatores foram avaliados por
Yang et al. (2010). Eles empregaram um novo painel de 155 linhagens de milho de clima

temperado, com fenotipagem relativa a 34 caracteres e genotipagem em relagdo a 82 locos
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SSR e 1536 SNPs. O melhor método foi o que o controla o parentesco, o qual foi equivalente
ao método completo, mas superior ao que controla apenas a estrutura populacional.

Assim, Larsson et al. 2013 concluem que o mapeamento associativo oferece maior
resolucdo em mapas de ligacédo devido a rapida queda do desequilibrio de ligacdo e que um
estudo prévio da estrutura populacional € de fundamental importancia para o controle de
falsos positivos (associagdes espurias) em analises de mapeamento associativo
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Figura 1- Distribuicdo dos 96 SNPs nos 10 cromossomos do milho.
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TABELAS

Tabela 1- Relacdo de primers SSR flanqueadores de QTLs para caracteres de qualidade de

milho-pipoca, usados na selecédo dos 96 SNPs usados nesse trabalho.

Primer 1 Primer2 Caréater Referéncia

umcl703 umcl661l PEV (Popping expansion volume) Babu et al. (2006)

bnlg1325 umcl030 PEV Babu et al. (2006)
umcl327 phill5 PEV Babu et al. (2006)
umc2163 umcl336 PEV Babu et al. (2006)
bnlg2086 FV (Flake volume) Babu et al. (2006)
umcl705 umcll55 FV Babu et al. (2006)
bnlgl012 umcl357 FV Babu et al. (2006)
umcl336 bnlgl526 FV Babu et al. (2006)
bnlg2086 umcl1703 UPK (Unppoped kernel number) Babu et al. (2006)
umcl148 bnlgl754 UPK Babu et al. (2006)
phi096 umcl299 UPK Babu et al. (2006)
phi085 UPK Babu et al. (2006)
bnlg1012 umcl1357 UPK Babu et al. (2006)
umcl269 umcl948 PV (Popping volume) Li et al. (2007)
umc2083 umcl281 PV Li et al. (2007)
bnlgl643 umcl885 PV Li et al. (2007)
phi299852 umc2165 PV Li et al. (2007)
bnigl070 bnlg339 PV Li et al. (2007)
umc2147 bnlg2082 PV Li et al. (2007)
phi427913 bnlg1429 FS (Flake size) Li et al. (2007)
umc2214 phil01048 FS Li et al. (2007)
bnlg1346 bnlg2305 FS Li et al. (2007)
bnlg339 umclll2 FS Li et al. (2007)
umcl269 umcl948 PR (Popping rate) Li et al. (2007)
umc2083 umcl281 PR Li et al. (2007)
bnlgl643 umcl885 PR Li et al. (2007)
phi299852 umc2165 PR Li et al. (2007)
umcl360 bnlgl863 PR Li et al. (2007)
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phi001 umcl6é76 PEV Li et al. (2008)
umc2083 umcl281 PEV Li et al. (2008)
bnlgl643 umcl885 PEV Li et al. (2008)
phi299852 umc2165 PEV Li et al. (2008)
umc2147 bnlg2082 PEV Li et al. (2008)
umcl269 umcl948 PEV/GWP (Grain weight per plant Li et al. (2008)
phi001 umcle76 PEV/GWP Li et al. (2008)
bnlgl057 umc2237 PEV/GWP Li et al. (2008)
bnlgl643 umcl885 PEV/GWP Li et al. (2008)
umcl841 bnlg2077 PEV/GWP Li et al. (2008)
umcl462 bnlg345 PEV/GWP Li et al. (2008)
phi299852 umc2165 PEV/GWP Li et al. (2008)
umc2147 bnlg2082 PEV/GWP Li et al. (2008)
umcl269 umcl948 PEV/100GW (100 grain weight) Li et al. (2008)
bnlg1057 umc2237 PEV/100GW Li et al. (2008)
bnlgl643 umcl885 PEV/100GW Li et al. (2008)
bnlgl1154 umcl462 PEV/100GW Li et al. (2008)
phi299852 umc2165 PEV/100GW Li et al. (2008)
bnlg339 umcll12 PEV/100GW Li et al. (2008)
umc2147 bnlg2082 PEV/100GW Li et al. (2008)
phi097 umcl269 Popping (Spring) Li et al. (2006)
umcl269 umcl948 Popping (Summer) Li et al. (2006)
phi427913 bnlg1429 Popping (Spring) Li et al. (2006)
umc2227 bnlgl811 Popping (Spring) Li et al. (2006)
umc2083 umcl281 Popping (Summer) Li et al. (2006)
bnlgl643 umcl885 Popping (Spring and Summer) Li et al. (2006)
umc2372 bnlgl329 Popping (Summer) Li et al. (2006)
bnlg2077 umcl1042 Popping (Summer) Li et al. (2006)
umc2101 Popping (Spring) Li et al. (2006)
umcl288 umcl964 Popping (Summer) Li et al. (2006)
phi079 bnlg1621 Popping (Spring) Li et al. (2006)
umcl478 bnlg565 Popping (Spring) Li et al. (2006)
umcl462 bnlg345 Popping (Summer) Li et al. (2006)
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phi299852 umc2165 Popping (Spring and Summer) Li et al. (2006)
umc2147 bnlg2082 Popping (Summer) Li et al. (2006)
umcl360 bnlgl863 Popping (Spring) Li et al. (2006)
umc2371 bnlgl911 Popping (Spring and Summer) Li et al. (2006)
umcl319 umcl576 Popping (Summer) Li et al. (2006)
umc2069 umc2017 Popping (Spring) Li et al. (2006)
P208 P51 Popping Lu et al. (2003)
P5 P63 Popping Lu et al. (2003)
P79 Popping Lu et al. (2003)
P412 P406 Popping Lu et al. (2003)
umc2275 umcl273 PV (BC2F2) Li et al. (2009)
umcl389 phil09188 PV (BC2F2) Li et al. (2009)
bnlg339 umcl112 PV (BC2F2) Li et al. (2009)
umcl069 phi233376 PV (BC2F2) Li et al. (2009)
umcl269 umcl948 PV (F2:3) Li et al. (2009)
umc2083 umcl281 PV (F2:3) Li et al. (2009)
bnlgl643 umcl885 PV (F2:3) Li et al. (2009)
phi299852 umc2165 PV (F2:3) Li et al. (2009)
bnlgl070 bnig339 PV (F2:3) Li et al. (2009)
umc2147 bnig2082 PV (F2:3) Li et al. (2009)
umc2275 uncl273 FS (BC2F2) Li et al. (2009)
umcl389 phil09188 FS (BC2F2) Li et al. (2009)
bnlg339 umclll12 FS (BC2F2) Li et al. (2009)
umcl069 phi233376 FS (BC2F2) Li et al. (2009)
phi427913 bnlg1429 FS (F2:3) Li et al. (2009)
umc2214 phil0104S FS (F2:3) Li et al. (2009)
bnlg1346 bnlg2305 FS (F2:3) Li et al. (2009)
bnig339 umcll12 FS (F2:3) Li et al. (2009)
bnlg1811 umc2227 PR (BC2F2) Li et al. (2009)
bnlgl643 umcl885 PR (BC2F2) Li et al. (2009)
umcl269 umcl948 PR (F2:3) Li et al. (2009)
umc2083 umcl281 PR (F2:3) Li et al. (2009)
bnlgl1643 umcl885 PR (F2:3) Li et al. (2009)
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phi299852 umc2165 PR (F2:3) Li et al. (2009)
umc1360 bnlgl863 PR (F2:3) Li et al. (2009)
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Tabela 2- Nome e localizag&o dos 96 SNPs.

Nome Chr Posicéo (pb
SYN17701 1 0
PUT-163a-91054912-4739 1 0
PUT-163a-16922676-1073 1 0
PUT-163a-5499487-2275 1 0
SYN6001 1 2195336
SYN27251 1 2419628
SYN38927-0 B_R_1602738111 1 2678506
SYN6413 1 7928849
PZE-101014003 1 7960963
PZE-101014266-1 T F 16279541 1 8063131
PZA-000175002 1 8510028
SYN11909 1 8551265
SYN11901 1 8552681
SYN20196 1 15463587
PUT-163a-16922676-1070 1 46190492
SYN11221 1 6778220¢
SYN11222 1 6778262¢
PZE-101083826 1 70861844
SYN38509 1  7093598¢
SYN38510 1 70936051
PZE-101120645 1 14855741:
PZE-101120556 1 14856929:
PZE-101120639 1 148624031
PZE-101131103 1 16810853/
PZE-101131114 1 168109171
PZE-101131166 1 16841077C
PZE-101162300 1 20492501C
SYN422 1 235577952
SYN423 1 23558286(
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ZM011097-0676
SYNGENTA11666
PZE-102158721
PUT-163a-149100944-925
PUT-163a-148951348-515
PZE-103010658
SYNGENTA17024
SYN33444

SYN33443

SYN33442
PZE-103160210
PZE-103160218
PZE-103160227
SYN33394
PZE-103165953
PZE-104008299
PZE-104033459-1_B_F_16279550
PZE-104033817-0_B_R_15956165
PZE-104033826
PZE-104033791
SYN22745
PZE-104080384

SYN509

SYN524

SYN526

PZE-105018859
SYN12698

SYN4651

SYN4646

SYN4642

PZE-106100715
PZE-106100720
PZE-106100728

42

23558311C
20206549¢
20246353¢
0
5625502
5627810
5628209
14905814
1497072¢
14970962
20976528¢
20976811t
21132929t
21379780¢
21380333¢
5590650
4166563¢
42080862
42099597
4225748¢
15381061:
15381124¢
4208711
4243432
4243859
8508604
0

147877032
14788134¢
14788146¢
15345956¢
15346030:
153465954
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PZE-110060686 10 114671501

Tabela 3- Populacdo, volume de expansao (EV; ml/g), peso de 100 grdos (KW; g),
esfericidade (SP), densidade dos gréaos (GD; g/ml); SNPs polimérficos, SNPs em equilibrio de

Hardy-Weinberg e diversidade génica (heterozigosidade esperada; He)

Populacio EV KW SP GD SNPs Pol. SNPsHWE He

Vigosa c0 27.1 20.7 0.76 1.32 70 42 0.2453
Vigosacl  30.6 184 0.79 1.30 72 26 0.3136
Vigosa c4 30.8 18.8 0.75 1.31 46 8 0.4144
Vigosa c2 fic 31.1 18.8 0.74 1.28 52 11 0.3892
Vicosa S4  26.7 19.8 0.74 1.29 63 23 0.3306
BF cl 25.9 194 0.73 1.33 73 29 0.3110

Tabela 4- indice de fixacdo

Populgdo  Vicosa cO Vicosa cl Vicosa c4 Vigosa c2 fic Vicosa S4
Vicosa cl 0.062

Vicosa c4 0.139 0.035

Vicosa c2 fic  0.126 0.023 0.017

Vicosa S4 0.138 0.042 0.026 0.026

BF cl 0.123 0.039 0.031 0.030 0.007

Tabela 5- Alteracdo minima, média e maxima nas frequéncias alélicas em relacdo a Vicosa

c0 e porcentagem de alteracdo maior que 30%

Populacao Min. Med. Max. %

Vigosa cl 0.0020 0.1570 0.6934 74.3
Vicosac4  0.0074 0.2329 0.9792 88.6
Vicosa c2 fic 0.0139 0.2306 0.7737 91.4
Vicosa S4  0.0002 0.2406 0.9244 100.0
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Tabela 6- Medidas de LD médio por grupos de ligacéo e geral (g).

Populagéo D D' F Dg Dg r‘g

Vigosa c0 0.0127 0.4302 0.0310 0.0102 0.4805 0.0187
Vicosa cl 0.0181 0.5899 0.1119 0.0152 0.6095 0.0852
Vicosa c4 0.0398 0.7559 0.1036 0.0398 0.7559 0.1036
Vigosa c2ic 0.0605 0.8911 0.1905 0.0605 0.8911 0.1905
Vicosa S4  0.0072 0.6506 0.0605 0.0075 0.7289 0.0745
BF cl 0.0467 0.7304 0.1302 0.0485 0.7617 0.1411

Tabela 7~ SNPs com associacéo significativa a 5% para capacidade de expansao.

Populgdo Chr Posicdo (pb) SNP P-valor
VigosacO 1 148557413 PZE-101120645 0.0446
2 202463538 PZE-102158721 0.0288

3 211329295 PZE-103160227 0.0402
4 153810613 SYN22745 0.0045
5 4243432 SYNS524 0.0253
Vicosa S4 3 209768115 PZE-103160218 0.0257
5 4243859 SYN526 0.0256
8 92027656  PZE-108052603  0.0257
8 173129867 SYNZ20808 0.0257
10 5115974 SYN16757 0.0257

BF cl1 2 202065493 SYNGENTA11666 0.0031
3 213803339 PZE-103165953 0.0447
7 132642736 PZE-107083430 0.0467
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Tabela 8 SNPs com associacéo significativa a 5% para esfericidade.

Populacdo Chr Posigao (pb) SNP P-valor
VicosacO 3 14970963  SYN33442 0.0280
Vicosa cl 1 15463587 SYN20196 0.0170
1 46190493 PUT-163a- 0.0184
16922676-1070
1 235577952 SYNA422 0.0120
3 14905814  SYN33444 0.0341
3 213797806 SYN33394 0.0222
4 153810613 SYN22745 0.0125
Vicosac4d 8 92025866 PZE-108052599  0.0353
Vicosa S4 1 15463587 SYN20196 0.0250
1 148557413 PZE-101120645  0.0000
1 148569293 PZE-101120556 0.0318
2 202463538 PZE-102158721  0.0180
3 209768115 PZE-103160218 0.0005
3 213797806 SYN33394 0.0078
4 5590650 PZE-104008299 0.0078
5 4243859 SYN526 0.0200
6 164081101 PZA02688.2 0.0025
7 132642736 PZE-107083430 0.0018
8 92027656 PZE-108052603  0.0005
8 173107791 PZE-108134983 0.0083
8 173129867 SYN20808 0.0005
8 173149473 SYN20806 0.0006
10 O SYN17233 0.0180
10 5115974 SYN16757 0.0005
BF cl 1 2419628 SYN27251 0.0241
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Tabela 9- SNPs com associacéo significativa a 5% para peso de 100 gréos.

Populgdo  Chr Posicao (pb) SNP P-valor
Vigosa c0 1 8063131 PZE-101014266- 0.0382
1 T _F_162795414:
1 46190493 PUT-163a- 0.0305
16922676-1070
8 92025896 PZE-108052600  0.0148
Vicosa c2 fic 3 5627810 PZE-103010658 0.0321

VicosaS4 1 2195336 SYN6001 0.0285
1 8510028 PZA-000175002 0.0244
BF c1 1 15463587 SYN20196 0.0080

10 4513038 PZE-110006423  0.0238
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Tabela 13- SNPs com associagao significativa a 5% para densidade de gréos.

Populacdo Chr Posicao (pb) SNP P-valor
VicosacO 4 42257485 PZE-104033791  0.0255
4 153811246 PZE-104080384 0.0335

Vigosa cl 1 0 PUT-163a- 0.0017
5499487-2275

1 235577952 SYN422 0.0272

202065493 SYNGENTA11666 0.0122

3 0 PUT-163a- 0.0017
149100944-925

3 14905814 SYN33444 0.0023

7 152209064 SYN36108 0.0040

Vicosac4 1 235577952 SYN422 0.0209

Vicosac2ic 1 0 PUT-163a- 0.0457

5499487-2275

3 5627810 PZE-103010658  0.0249
4 153810613 SYN22745 0.0084
VicosaS4 1 7928849 SYN6413 0.0379
3 213797806 SYN33394 0.0489
4 5590650 PZE-104008299  0.0489

10 4513038 PZE-110006423 0.0264

BF cl1 1 46190493 PUT-163a- 0.0283
16922676-1070

10 4513038 PZE-110006423 0.0176
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