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RESUMO

Desenvolvimento de um modelo para construção de mapas genéticos em autopoliploides,
com aplicações em cana-de-açúcar

Espécies autopoliploides são extremamente importantes naagricultura. No entanto, a es-
trutura complexa de seus genomas não é bem compreendida. Apesar de todos os avanços no
mapeamento genético de autotetraploides, a grande maioriados modelos utilizados para a con-
strução de mapas em espécies autopoliploides com elevado nível de ploidia, tais como a cana-
de-açúcar, são aproximações daqueles usados para organismos diplóides. Assim, este trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento de um novo modelo para construção de mapas genéticos
em espécies autopoliploides com qualquer nível de ploidia eincluindo marcadores com todas
as dosagens possíveis. Para tanto foi utilizada a tecnologia dos modelos de Markov ocultos. O
modelo aqui apresentado pode ser aplicado a dados de marcadores dominantes e codominantes,
com comportamento bialélico ou multialélico. O método baseia-se no cálculo das probabili-
dades condicionais que compõem a matriz de transição seguido da redução de sua dimensão us-
ando uma abordagem computacional. O uso do método foi ilustrado em uma população de ma-
peamento de cana-de-açúcar proveniente do cruzamento entre duas variedades pré-comerciais
(IACSP 95-3018× IACSP 93-3046) e genotipadas com três tipos de marcadores: SNPs, mi-
crossatélites e AFLPs. Os resultados indicam que o novo método é muito eficiente na obtenção
de mapas genéticos, mesmo em situações com níveis de ploidiaaltos e marcadores com altas
doses, particularmente quando estes marcadores têm comportamento codominante. Também foi
possível estimar a verossimilhança, as frações de recombinação e as fases de ligação usando a
abordagem multiponto, a qual leva em consideração todos os marcadores do grupo de ligação
analisado simultaneamente. O novo modelo aqui proposto representa um importante passo para
realizar futuramente a localização de regiões genômicas associadas à variação das características
quantitativas, no entendimento da arquitetura genética detais características e na montagem de
genomas de espécies autopoliploides.

Palavras-chave: Poliploides; SNP; Análise de ligação; Polimorfismo de nucleotídeo único
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ABSTRACT

Development of a model to build genetic maps in autopolyploides, with applications in
sugarcane

Autopolyploid species are extremely important in agriculture. However, the complex struc-
ture of their genomes is not well understood. Despite all advances in genetic mapping of au-
totetraploids, the vast majority of the models used for autopolyploid species with high ploidy
level, such as sugarcane, are approximations of those used in diploid organisms. Thus, the aim
of this work was to develop a new model to build genetic linkage maps in autopolyploid species
with any ploidy level, including markers with all possible dosages. For doing so, hidden Markov
model technology was used. The new model presented herein can be applied to dominant and
codominant markers data, with biallelic or multiallelic behavior. The method is based on the cal-
culation of conditional probabilities that comprise the transition matrix followed by a reduction
of its dimension using a computer-based approach. An application of the method was illus-
trated with a sugarcane mapping population derived from a cross between two pre-commercial
varieties (IACSP 95-3018× IACSP 93-3046), scored with three types of markers: SNPs, mi-
crossatellite and AFLPs. The results indicate that the new method is very efficient in obtaining
genetic maps, even for high ploidy levels and for markers with high dosages, particularly when
these markers have codominant behavior. It was also possible to estimate the likelihood, the re-
combination fractions and the linkage phases between all markers using the multipoint approach,
which takes into account all markers of the linkage group simultaneously. The new model pro-
posed in this work represents a major step towards the location of genomic regions associated
with variation in quantitative traits and its genetic architecture, and assembling autopoliploid
genome sequences.

Keywords: Polyploids; SNP; Linkage analysis; Single nucleotide polymorphism
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1 INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de técnicas para obtenção de marcadores moleculares, combinado com

eficientes métodos de análise dos dados, permitiu um melhor entendimento de vários fenômenos

importantes para a genética e o melhoramento. Isto ocorre porque os marcadores fornecem in-

formações a respeito da arquitetura genética dos caracteres quantitativos ao nível do DNA, tendo

diversas aplicações tanto em estudos básicos como em pesquisas aplicadas (SOUZA, 2001). Ini-

cialmente, os marcadores genéticos empregados baseavam-se em produtos da expressão gênica,

sendo denominados marcadores morfológicos ou isoenzimáticos. Por serem de ocorrência rara

e não estarem distribuídos de forma abundante ao longo do genoma, possuem uso limitado. Os

marcadores moleculares, por sua vez, permitiram contornaresses problemas, sendo amplamente

empregados. Dentre os marcadores moleculares mais usados atualmente, podem ser citados:

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms- BOTSTEIN et al., 1980), AFLP (Am-

plified Fragment Length Polymorphism- VOS et al., 1995) e SSR (Simple Sequence Repeat

- TAUTZ, 1989). Mais recentemente, surgiram os marcadores denominados SNP (Single Nu-

cleotide Polymorphism), que têm grande potencial de aplicação em estudos de genética (SYVÄ-

NEN, 2001). No caso particular das espécies poliploides, objeto de estudo da presente tese,

o uso de SNPs é crucial para que avanços possam ser obtidos. Isto decorre não somente da

grande abundância dos SNPs nos genomas, mas também da sua natureza codominante em es-

pécies poliploides, tornando-os mais informativos e permitindo sensíveis avanços nos estudos

genéticos.

A informação fornecida pelos marcadores moleculares pode ser útil de várias formas para

o melhoramento genético, permitindo, por exemplo, a realização de estudos de divergência

genética visando a predição de cruzamentos (LABORDA et al.,2005), a classificação dos in-

divíduos em grupos heteróticos (OLIVEIRA et al., 2004), a construção de mapas genéticos

(MOLLINARI et al., 2009), o mapeamento de locos que controlam os caracteres quantitativos,

ou QTLs (KAO; ZENG; TEASDALE, 1999; PASTINA et al., 2012) e até mesmo eventual-

mente a realização da chamada seleção assistida por marcadores (ZENG; KAO; BASTEN,

1999; MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001). Dentre essas aplicações, destaca-se o ma-

peamento de QTLs (Quantitative Trait Loci), por buscar um melhor entendimento da arquitetura

genética justamente dos locos que controlam os caracteres quantitativos que são de difícil manu-

seio e, em geral, de maior importância para o melhoramento. Acompreensão desses caracteres



14

é muito importante para que a seleção assistida seja implementada de forma efetiva, eventual-

mente com o desenvolvimento de novos métodos de melhoramento que incorporem as infor-

mações fornecidas pelos marcadores. Para que o mapeamento de QTLs seja realizado, contudo,

é necessária a construção de mapas genéticos saturados, o que até o momento não foi feito de

forma satisfatória para espécies poliploides, com exceçãodos autotetraploides (LEACH et al.,

2010). Os mapas também são importantes para realização de estudos evolutivos, de sintenia

entre espécies, mapeamento associativo e até mesmo para montagem de genomas (LEWIN et

al., 2009).

Hieter e Griffiths (1999) estimam que cerca de 50% das espécies vegetais são poliploides.

Dentre as plantas de importância agronômica, podem ser citadas como exemplos de poliploides

as culturas da cana-de-açúcar, algodão, banana, alfafa, batata, café e trigo, além de várias espé-

cies forrageiras, como as do gêneroBrachiaria. Os poliploides caracterizam-se pela presença

de vários cromossomos por grupo de hom(e)ologia (GRIFFITHSet al., 2004), o que implica em

mecanismos diferentes de pareamento na meiose, que pode serpreferencial ou aleatória (DO-

ERGE; CRAIG, 2000). Como vantagens da poliploidia, podem ser citados a presença de mais

de uma cópia de vários genes (redundância), o que eventualmente confere vantagens adaptativas

(COMAI, 2005). Há na literatura vários relatos da presença de heterose como consequência

do aumento do número de cópias do genoma (BIRCHLER; AUGER; RIDDLE, 2003; GRIF-

FITHS et al., 2004; COMAI, 2005; AUGER et al., 2005), sem contudo nenhuma explicação

convincente sobre a base genética deste fenômeno. Como desvantagens, podem ser citadas as

alterações na arquitetura celular e nos processos regulatórios, bem como dificuldades na meiose

(COMAI, 2005).

Estudos sobre expressão gênica emSaccharomyces cerevisiaemostraram que diferentes

níveis de ploidia foram responsáveis por diferentes níveisde expressão gênica (GALITSKI et

al., 1999); em outras palavras, parece haver associação entre a dose dos alelos e sua expressão. O

entendimento de tais processos permitiria definir estratégias de seleção assistida específicas para

poliploides, uma vez que tal mecanismo não é perfeitamente entendido nem usado de forma con-

sciente nos processos de seleção. Há também relatos de que a regulação gênica também dependa

do nível de ploidia (HIETER; GRIFFITHS, 1999; GUO; DAVIS; BIRCHLER, 1996; OSBORN

et al., 2003). Soltis e Soltis (1999) mencionam que várias questões relevantes poderiam ser

respondidas se houvesse mais estudos estudos genéticos sobre poliploides.

Apesar dos avanços obtidos nos estudos de mapeamento genético em espécies com disponi-

bilidade de linhagens endogâmicas (como os retrocruzamentos e as populaçõesF2), a aplicação
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de tais técnicas e métodos de análise genético-estatísticaem espécies poliploides ainda é bas-

tante restrita (DOERGE; CRAIG, 2000; GAZAFFI, 2009; PASTINA et al., 2010; GAZAFFI

et al., 2010). Isto ocorre porque várias dificuldades são encontradas para se realizar mapea-

mento genético nesta situação, incluindo aumento considerável no número de genótipos pre-

sentes nas populações, dificuldades em determinar o número de cópias (dose) de cada loco do

marcador e dos QTLs, dificuldades em observar os eventos de recombinação em função da

presença de cópias adicionais, e alterações no pareamento cromossômico na meiose (COMAI,

2005; DOERGE; CRAIG, 2000). Quando são incluídos SNPs, novos desafios também surgem

para a análise dos dados. Em primeiro lugar, os programas computacionais que são fornecidos

com os equipamentos de genotipagem comumente usados (como osoftware BeadStudio, dis-

tribuído juntamente com a plataforma Illumina GoldenGateTM e o software TYPER, distribuído

juntamente com a plataforma Sequenom iPLEX MassARRAY®) não podem ser utilizados di-

retamente para classificar os dados nestas espécies (dito“SNP genotype call”). A utilização

desses resultados para construção de mapas genéticos também não é possível até o presente mo-

mento, com exceção das espécies autotetraploides, para as quais já existem métodos adequados

de análise à disposição (LEACH et al., 2010).

A cana-de-açúcar pode ser usada como modelo para o desenvolvimento de métodos de

análise genético-estatística que permitiriam a realização de estudos avançados em autopoli-

ploides. Isto ocorre em função da complexa organização genômica desta espécie. As variedades

modernas surgiram de cruzamentos entre genótipos resultantes de cruzamentos interespecífi-

cos principalmente entreSaccharum officinarum(variedades domesticadas, geralmente com

2n = 8x = 80) e S. spontaneum, que é uma espécie selvagem (com2n = 64, 80, 96, 112 ou

128, ex = 8) (PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010). É ainda comum a presença de ane-

uploidia, ou seja, número de cromossomos variável em cada grupo de hom(e)ologia (GRIVET;

ARRUDA, 2001). Novos métodos para construção de mapas genéticos que venham a ser desen-

volvidos precisam incorporar tais características. Dado que tal complexidade dificilmente será

encontrada em outras espécies, possivelmente os novos modelos poderão ser usados para vários

outros poliploides ainda pouco estudados.

A principal abordagem usada para construção de mapas genéticos em cana-de-açúcar baseia-

se no método desenvolvido por Wu et al. (1992), posteriormente expandido por Da Silva e Sor-

rells (1996) e Ripol et al. (1999). Percebendo que, independente do nível de ploidia da espécie,

marcadores em dose única sempre segregam na proporção 1:1 num população segregante resul-

tante do cruzamento de dois genitores não endogâmicos, estes autores propuseram o uso de mar-
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cadores com essa dose para construção de mapas de cana-de-açúcar, o que foi também seguido

em outros poliploides. Sua vantagem é possibilitar o uso de programas de computador, como por

exemplo o MAPMAKER/EXP, (LANDER et al., 1987), já disponíveis para outras espécies,

uma vez que tal padrão de segregação é o mesmo observado em retrocruzamentos. O fato da

fase de ligação entre os marcadores ser desconhecida foi resolvido com emprego da abordagem

conhecida comoduplo pseudo-testcross(GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994), que resulta na

construção de um mapa genético para cada um dos genitores.

Há várias limitações nessas abordagens que precisam ser resolvidas para que avanços sejam

possíveis no estudo genético dos poliploides. Em primeiro lugar, usar apenas locos que possuam

um determinado tipo de segregação (1:1, dose única) para construir os mapas genéticos pode

resultar em mapas baseados em apenas uma pequena parte do genoma, já que não há nenhuma

razão biológica para assumir que locos em dose única sejam maioria no genoma. Em partes

posteriores desta tese será demonstrado que as estimativasdos locos em dose única no genoma

são fortemente enviesadas e não devem representar o que de fato ocorre. Sobre osduplo pseudo-

testcross, vale mencionar que essa estratégia fornece dois mapas de ligação, sendo que em cada

um deles há marcadores segregando exclusivamente para um determinado genitor, uma vez que

o outro genitor apresenta alelos fixados para os mesmos locos(GRATTAPAGLIA; SEDEROFF,

1994). A integração das informações contidas nesses mapas individuais em um único mapa

somente pode ser feita com a presença de marcadores em heterozigose em ambos os parentais,

os quais são utilizados para estabelecer relações de ligação entre os marcadores segregando

individualmente em cada genitor (WU et al., 2002b; GARCIA etal., 2006; OLIVEIRA et al.,

2007, 2008). Não é correto assumir que a maioria dos locos do genoma segrega em apenas

um dos genitores, especialmente em poliploides, e dados experimentais que serão apresentados

nesta tese corroboram tal afirmativa. A construção de um mapagenético integrado, utilizando-se

marcadores com diferentes tipos de segregação simultaneamente, além de mais realista do ponto

de vista biológico, apresenta inúmeras vantagens, pois permite aumentar a saturação do mapa

de ligação e estender a caracterização da variação polimórfica em todo o genoma.

Neste contexto, a presente tese teve como objetivo o desenvolvimento de um novo método

genético-estatístico para construção de mapas genéticos multiponto em espécies autopoliploides,

incorporando todas as doses possíveis e diferentes combinações de polimorfismo nos genitores,

resultando em mapas integrados. Foi dada ênfase em dados de marcadores do tipo SNP, que

possuem características únicas e muito vantajosas para esse tipo de análise. Porém, é importante

mencionar que locos obtidos com outros tipos de marcadores (como por exemplo os AFLPs e
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microssatélites) também podem ser incorporados aos mapas genéticos que forem construídos

com o método aqui proposto.
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6 CONCLUSÃO

O método aqui apresentado mostrou-se adequado para a construção de mapas genéticos em

autopoliploides. Além disso, os desenvolvimentos teóricos apresentados neste trabalho abrem

caminhos para o adequado estudo da genética de espécies poliploides de maneira geral.
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