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RESUMO

Analise da estrutura populacional e do desequilibrio de ligacdo de um painel de acessos de sorgo:

uma abordagem usando teoria da coalescéncia

A estrutura populacional e o desequilibrio de ligacdo sdo dois processos fundamentais para estudos
evolutivos e de mapeamento associativo. Tradicionalmente, ambos t€m sido investigados por meio de métodos
classicos comumente utilizados. Tais métodos certamente forneceram grandes avangos no entendimento dos pro-
cessos evolutivos das espécies. No entanto, em geral, nenhum deles utiliza uma visdo genealdgica de forma a
considerar eventos genéticos ocorridos no passado, dificultando a compreensdo dos padrdes de variagdo obser-
vados no presente. Uma abordagem que possibilita a investiga¢@o retrospectiva com base no atual polimorfismo
observado ¢ a teoria da coalescéncia. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar, com base na teoria da coales-
céncia, a estrutura populacional e o desequilibrio de ligagdo de um painel mundial de acessos de sorgo (Sorghum
bicolor). Para tanto, andlises de mutacio, migracdo com fluxo génico e recombinagio foram realizadas para cinco
regides gendmicas relacionadas a altura de plantas e maturidade (Dwli, Dw2, Dw4, Mal e Ma3) e sete populacdes
previamente selecionadas. Em geral, elevado fluxo génico médio (M = f = 41,78 — 52,07) foi observado entre
as populagdes considerando cada regiio gendmica e todas elas simultaneamente. Os padrdes sugeriram intenso
intercdmbio de acessos e histéria evolutiva especifica para cada regido gendmica, mostrando a importancia da
andlise individual dos locos. A quantidade média de migrantes por geragdo (M) ndo foi simétrica entre pares
reciprocos de populagdes, de acordo com a anélise individual e simultinea das regides. Isso sugere que a forma
pela qual as populagdes se relacionaram e continuam interagindo evolutivamente ndo ¢ igual, mostrando que os
métodos clédssicos utilizados para investigar estrutura populacional podem ser insatisfatérios. Baixas taxas mé-
dias de recombina¢do (o, = 2N,.r = 0,030 — 0,246) foram observadas utilizando o modelo de recombinacio
constante ao longo da regido. Baixas e altas taxas médias de recombinagdo (p, = 2N,r = 0,060 — 3,395) foram
estimadas utilizando o modelo de recombinagio varidvel ao longo da regido. Os métodos tradicional (r2) e via

coalescéncia (E[r2

rhomap]) utilizados para a estimagdo do desequilibrio de ligagdo mostraram resultados préximos

para algumas regides gendmicas e populacdes. No entanto, o 2 sugeriu padrdes descontinuos de desequilibrio
em vdrias ocasides, dificultando o entendimento e a caracterizagdo de possiveis blocos de associagcdo. O método

via coalescéncia (E[r?

rhomap}) forneceu resultados que pareceram ter sido mais consistentes, podendo ser uma es-

tratégia eventualmente importante para um refinamento dos padrdes nio-aleatdrios de associagdo. Os resultados
aqui encontrados sugerem que o mapeamento genético a partir de um tinico pool génico pode ser insuficiente para

detectar associagOes causais importantes para caracteristicas quantitativas em sorgo.

Palavras-chave: Passado Evolutivo, Fluxo Génico, Recombina¢do, Associacdes Nao-aleatdrias, Mapeamento

Associativo, Sorghum bicolor
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ABSTRACT

Analysis of population structure and linkage disequilibrium of a sorghum accession panel: an

approach using coalescent theory

Population structure and linkage disequilibrium are two fundamental processes for evolution and as-
sociation mapping studies. Traditionally, both have been investigated using classical methods that are commonly
used. These methods certainly provided important advances for the understanding of the evolution processes of
the species. However, in general, none of them uses a genealogical view to consider genetic events occurred
in the past, making difficult the understanding of the variation patterns observed in the present. An approach
that enables the retrospective investigation based on the actual observed polymorphism is the coalescent the-
ory. Here, we used the coalescent theory to analyze the population structure and linkage disequilibrium of a
worldwide sorghum (Sorghum bicolor) accession panel. To reach this purpose, analyses of mutation, migration
with gene flow and recombination were performed to five genomic regions related to plant height and maturity
(Dwl, Dw2, Dw4, Mal e Ma3) and seven previously selected populations. In general, high average gene flow
M = L—" = 41,78 — 52,07) was observed between populations considering each genomic region and all the
regions simultaneously. The patterns suggested a high exchance of accessions between populations and a specific
evolutionary history for each genomic region, showing that the individual analysis of each locus was important.
The average number of migrants per generation (M) was not symmetric between reciprocal pairs of populations,
according to the specific and simultaneous analyses of the regions. This result suggests that the historical and
recent evolutionary relations between populations are not equal, showing that the classical methods to investigate
population structure may be unsatisfactory. Low average recombination rates (o, = 2N,r = 0,030 — 0,246)
were observed using a constant recombination model along the region. Low and high average recombination
rates (p, = 2N,r = 0,060 — 3,395) were estimated using a variable recombination model along the region. Both

traditional (r2) and coalescent (E[r?

rhomp]) methods for the estimation of linkage disequilibrium showed similar

results for some genomic regions and populations. However, 2 suggested discontinuous patterns of linkage di-
sequilibrium in several cases, making difficult the understanding and definition of the association blocks. The

coalescent method (E[r2

rhomap]) provided results that seemed to be more consistent and could be an eventually im-

portant strategy to refine the non-random association patterns. The results detected here suggest that the genetic
mapping from a unique gene pool may be insufficient to detect important causal associations for quantitative traits

in sorghum.

Keywords: Evolutionary Past, Gene Flow, Recombination, Non-random Associations, Association Mapping,

Sorghum bicolor
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1 INTRODUCAO

Tradicionalmente, a estrutura populacional em painéis de associacdo e populagdes naturais tem sido
investigada com base em métodos cldssicos bastante conhecidos. Basicamente, tais métodos consistem em agru-
pamentos hierarquicos (ODpONG ET AL., 2011), inferéncia bayesiana (STRUCTURE) (PritcHARD ET AL., 2000), com-
ponentes principais (ZHU ET AL., 2008), Fs7 (WRIiGHT, 1931) e suas extensdes (NaTH and GrIFFITHS, 1996). Certa-
mente, grandes contribui¢des foram geradas pelo uso de tais abordagens. No entanto, em geral, todos eles utilizam
as frequéncias alélicas dos locos para capturar niveis de diferenciacdo que podem ser o resultado de eventos de
fluxo génico recentes, pouco considerando eventos migratorios ocorridos no passado (WiLson and Rannara, 2003;
HUBNER ET AL., 2012). Além disso, esses métodos ndo fornecem uma estimativa de fluxo génico com a qual € possi-
vel conhecer a magnitude da relacdo histdrica entre populacdes, dificultando o entendimento do passado evolutivo.
Assim, uma visao genealdgica da estrutura populacional e do fluxo génico € de grande motivacdo, sobretudo para

fins de mapeamento associativo, que € o foco do presente trabalho.

Da mesma forma, o desequilibrio de ligag¢do presente em populagdes tem sido analisado com base em
medidas relativas bastante conhecidas, tais como D’ (LEWONTIN, 1964) e r? (HiLL and RoBerTsoN, 1968). Normal-
mente, tais medidas apresentam grandes variagdes em suas estimativas (NorRDpBORG and Tavar¥, 2002), dificultando
uma clara interpretacdo dos padrdes de associa¢io (Evans and Carpon, 2005). Além disso, D e r? apresentam limi-
tacdes por ndo considerarem associa¢des entre multiplos locos simultaneamente e por ndo permitirem explicacdes
que mostrem as possiveis razdes de locos estarem preferencialmente associados ao longo das geracdes (PRITCHARD
and Przeworski, 2001; Srarkin, 2008). Dessa forma, uma visdo genealdgica do desequilibrio de ligacdo, com
atencdes voltadas ao mapeamento associativo, € bastante desejavel (NorbpBorG and Tavarg, 2002; ZOLLNER and

PriTcHARD, 2005).

Uma das estratégias que podem ser utilizadas para se obter uma visdo genealdgica de processos evolu-
tivos € a teoria da coalescéncia (KingmaN, 1982a,b,c). A abordagem proposta por esta teoria possibilita investigar
diferentes genealogias caminhando-se do presente em dire¢do ao passado, num processo retrospectivo (Fu and Li,
1999). Tais genealogias podem ser investigadas de forma a considerar processos evolutivos importantes, tais como
mutacio, fluxo génico e recombinacio (Hubson, 1990; PrircaaRD and Przeworski, 2001; HEIN ET AL., 2004; MAR-
joraM and Tavar¥, 2006; NorpBORG, 2007), fornecendo informacdes relevantes acerca do passado. No contexto
do mapeamento associativo, a teoria da coalescéncia poderd ser importante para se ter maior compreensiao dos
padrdes de associacgdo entre locos, o que, em dltima andlise, serd fundamental para o entendimento das relacdes

entre genotipo e fendtipo.

Em plantas domesticadas, o uso da coalescéncia parece ser bastante restrito. Em sorgo (Sorghum bico-
lor), tal abordagem foi utilizada para estimar taxas de recombinag@o populacional em regides gendomicas especifi-
cas (HAMBLIN ET AL., 2005) ou ao longo de todo o genoma (Morris ET AL., 2013). Contudo, embora esses trabalhos
tenham gerado resultados importantes e fornecido uma ideia dos padrdes de associa¢do, nenhum deles direcionou
atencdes para o calculo do desequilibrio de ligagd@o a partir da recombinaco via coalescéncia. Veremos mais adi-
ante que o desequilibrio de ligacdo pode ser diretamente obtido a partir das taxas de recombina¢do. Além disso,
até o nosso conhecimento, nenhum trabalho foi publicado para o sorgo considerando a estrutura populacional e o

fluxo génico estimados via coalescéncia.
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Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar, com base na teoria da coalescéncia, a estrutura
populacional e o desequilibrio de ligacdo presentes em um painel mundial de acessos de sorgo. Para alcancar
tal objetivo, andlises de mutacdo, migracdo com fluxo génico e recombinacdo foram realizadas para diferentes
regides gendmicas e populagdes que constituem o presente painel. Buscou-se com isso um maior entendimento dos
processos evolutivos ocorridos no passado, que podem ser cruciais para o0 mapeamento genético de caracteristicas
quantitativas importantes. Acredita-se que os resultados aqui gerados possam fornecer informagdes relevantes para

estudos futuros de mapeamento associativo em sorgo.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Basicamente, a revisdo bibliogréfica estd estruturada em trés partes. Na primeira parte, serdo abordados
conceitos gerais e importantes sobre o desequilibrio de ligacdo, que € um dos objetivos do presente trabalho.
Nao abordaremos os métodos cldssicos utilizados para inferir estrutura populacional por acreditarmos que tais
métodos estdo amplamente discutidos na ciéncia. Na segunda parte, serdo abordados conceitos importantes e
os modelos evolutivos da teoria da coalescéncia, incluindo estrutura populacional (migra¢do com fluxo génico)
e recombinagdo. Por fim, na terceira parte serd apresentado um panorama geral sobre o sorgo, relatando desde
a sua origem e domesticacio até as estratégias adotadas pelo melhoramento genético, descrevendo alguns genes
importantes que serdo utilizados no presente estudo. Concluimos a revisao bibliografica com uma rdpida descricao

sobre a genotipagem por sequenciamento, que também serd utilizada neste trabalho.

2.1 Desequilibrio de Liga¢ao

Desequilibrio de ligagdo (DL) é qualquer desvio das frequéncias genotipicas em relag¢do as frequéncias
esperadas sob independéncia, indicando associacdo preferencial entre alelos de diferentes locos em uma populacao
(LewonTin and Kormma, 1960). Apesar do termo ter tido grande aceitagdo por parte da comunidade cientifica, DL
ndo corresponde necessariamente a ligacdo fisica (FLINT-GARcIA ET AL., 2003; TempLETON, 2006; ALLENDORF and
Luikart, 2007; Hamiron, 2009; Heprick, 2010). DL pode ocorrer tanto entre locos ligados quanto entre locos
ndo ligados (PrircHARD and Przeworski, 2001; ARDLIE ET AL., 2002), enquanto que ligagdo fisica estd relacionada
a alelos que cosegregam no mesmo cromossomo ao longo das geragdes (FLINT-GARCIA ET AL., 2003; GUPTA ET AL.,
2005). Assim, é fundamental que esses conceitos ndo sejam confundidos, ja que abordagens importantes baseiam-
se no DL por ligacdo fisica, como € o caso dos estudos de mapeamento genético.

Grande parte da teoria sobre DL € descrita para pares de locos bialélicos (SLATKIN ET AL., 1996). Embora
o DL esteja fundamentado no conceito proposto por LEwoNTIN and Kosmma (1960), designado por D, outras medi-
das, como D’ (LEWONTIN, 1964) e r? (HiLL and RoBerTsoN, 1968), t8m sido muito utilizadas. No entanto, devido
a obten¢do frequente de amostras pequenas (FLINT-GARcia ET AL., 2003), a segunda delas tem sido mais ampla-
mente utilizada, como pode ser verificado nos estudos de mapeamento associativo em humanos (PriTcHARD and
Przeworskt, 2001; Sratkin, 2008) e plantas (FLINT-GARcIA ET AL., 2003; GuUPTA ET AL., 2005). De qualquer forma,
espera-se que o DL seja melhor compreendido no contexto de pares de locos multialélicos e multiplos locos bi-
alélicos (K ET AL., 2008), o que certamente fornecerd informagdes mais refinadas para estudos de mapeamento
genético (McVEaN, 2007a).

Virios fatores populacionais afetam o DL. Mutacao, deriva genética, recombinagao, estrutura populaci-
onal, fluxo génico, endogamia e selecdo podem ser considerados os principais fatores que influenciam no aumento
ou na diminui¢do do DL entre locos (ARDLIE ET AL., 2002; FLINT-GaRcIA ET AL., 2003; RAFALSKI and MORGANTE,
2004; Gupta ET AL., 2005; Sratkin, 2008). Mutacdo, deriva genética, estrutura populacional, fluxo génico, en-
dogamia e selecdio atuam no surgimento de associa¢des preferenciais entre locos; ja a recombinacdo atua na sua
reducdo ao longo das geracgdes, algo que € proporcional a distancia genética entre os mesmos (HARTL and CLARK,
2007; Heprick, 2010). Assim, quanto menor for essa distdncia, menor serd a chance de recombinacio e, com

ela, a quebra do DL entre locos (PrircHARD and Przeworskr, 2001). No contexto do mapeamento associativo, o
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objetivo é detectar locos intimamente ligados e que estejam em DL, sugerindo uma mesma genealogia ao longo
das geracdes (Yu and BuckiEr, 2006; ZHU ET AL., 2008; ABDURAKHMONOV and ABDUKARIMOV, 2008).

De maneira geral, o DL ocorre de forma aleatéria no genoma e depende da espécie e populagdo sob
estudo (ORAGUZIE ET AL., 2007). Assim, o estudo da extensdo do DL é muito importante, e possibilita determinar
a resolucao de mapeamento e a densidade de marcadores necessdrios na identificacdo de genes de interesse (ORA-
GUZIE ET AL., 2007). Nesse sentido, se o0 DL permanecer em curtas distdncias no genoma, uma alta resolucdo de
mapeamento serd esperada, mas uma elevada quantidade de marcadores serd necessaria. Em contrapartida, se o DL
se estender a maiores distancias no genoma, a resolu¢do de mapeamento tenderd a ser baixa, mas uma quantidade
menor de marcadores serd requerida (ZHu ET AL., 2008; Rosa, 2011).

Apesar dessas informagdes serem relevantes para a realizacdo de estudos de mapeamento associativo, €
desejavel obter uma visdo do DL sob o ponto de vista genealdgico (NorDBORG and Tavarg, 2002; ZOLLNER and VON
HAESELER, 2000; McVEAN, 2002; McVEan and Carpin, 2005; McVEaN, 2007a), considerando as possiveis relagdes
evolutivas entre sequéncias de DNA. Nesse sentido, a teoria da coalescéncia, que realiza inferéncias do presente em
direcdo ao passado (Hupson, 1990; Fu and Li, 1999; WakeLEY, 2009), poder ser bastante 1til para a caracterizacao
do DL em painéis de associag@o, principalmente para espécies que possuem poucas informacdes de genealogias.
Mais do que isso, pode ser consideravelmente 1til em relagdo as medidas tradicionais do DL, tais como D e r?,
que tém mostrado grande variacdo nos padrdes de associacdo (NorpBORG and Tavarg, 2002; Evans and CARDON,

2005).

2.2 Teoria da Coalescéncia

2.2.1 Historico e Conceitos Importantes

A teoria da coalescéncia foi formalmente proposta por John Frank Charles Kingman (Isaac Newton
Institute of Mathematical Sciences, Cambridge University, Inglaterra) no inicio da década de 80. Trés trabalhos
seminais foram publicados em 1982 com os principios tedricos sobre esta abordagem (Kingman, 1982a,b,c), que
passou a ter enorme representatividade para os estudos envolvendo genética de populagdes e evolucdo. Com os
avancos obtidos na drea da biologia molecular e computagdo, a teoria da coalescéncia passou a ser amplamente
utilizada em trabalhos recentes de evolucdo (Kingman, 2000). Por ser uma abordagem sofisticada do ponto de vista
matemdtico e estatistico, a teoria da coalescéncia tem fornecido resultados bastante precisos e importantes em
estudos evolutivos. Nos dias de hoje, é considerada por varios cientistas como a moderna (PaLczewskr and BEErLI,
2013) e mais popular (MarioraM and Tavarg, 2006) genética de populagdes, a qual revolucionou o entendimento
sobre os processos histérico-evolutivos (HoLSINGER and WEIR, 2009).

Em linhas gerais, o modelo de coalescéncia € um processo estocdstico com o qual genealogias histdricas
e desconhecidas podem ser modeladas a partir de um conjunto de sequéncias de determinada populagdo (Fu and L1,
1999; RosenBERG and NorDBORG, 2002; NorDBORG and Tavarg, 2002; MarjoraM and Tavarg, 2006). Ao contririo
dos métodos cléssicos utilizados na genética de populagdes, o método da coalescéncia € baseado em inferéncias
retroprospectivas, partindo-se do presente em direcdo ao passado (Fu and L1, 1999; HEIN ET AL., 2004; MARJORAM
and Tavarg, 2006). Assim, € possivel desvendar os processos genéticos do passado que relacionam sequéncias de

geracdes presentes, compreendendo a histéria evolutiva ocorrida ao longo das geracdes (Hupson, 1990; Fu and
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L1, 1999; WakeLey, 2009). Portanto, a teoria da coalescéncia sugere que os fendmenos podem ser explicados e
compreendidos com base nos eventos que ja ocorreram e ndo naqueles que ainda poderdo ocorrer (MarJORAM and
Jovcg, 2011).

Para melhor compreender os conceitos e as motivacdes da teoria da coalescéncia, considere um conjunto
de n sequéncias de DNA correspondentes a determinada regido do genoma (Figura 2.1). Essas sequéncias repre-
sentam uma amostra aleatéria de individuos coletados recentemente em determinada populacdo. Inicialmente, a
histéria evolutiva que explica os padrdes de variagdo envolvendo quatro sitios polimérficos € totalmente desconhe-

cida. Assim, € de interesse desvendar esta histéria, sendo de grande motivag@o o uso da teoria da coalescéncia.

Figura 2.1: Amostra populacional contendo n sequéncias de DNA e quatro sitios polimérficos para determinada
regido do genoma

Para o modelo de coalescéncia proposto por Kingman (1982a,b,c), no caso de haver mutagdo, considera-
se que os padrdes de polimorfismo observados podem ser explicados pelo modelo de sitios infinitos (KarLIN and
MCcGREGOR, 1967; Kimura, 1969; WATTERSON, 1975), com o qual um nidmero infinito de locos, sujeitos a mutag@o,
pode ocorrer em posi¢des continuas no genoma. Neste caso, cada um dos quatro sitios polimérficos € resultado
de um unico evento de mutagdo ocorrido ao longo do processo evolutivo, gerando uma forma variante nunca antes
observada (GrirriTHs and TavarE, 1995; WAKELEY, 2009). Trata-se de modelo apropriado para dados de sequéncias,
cuja probabilidade de ocorrer mutacdes repetidas para uma mesma posi¢cdo no genoma € negligencidvel (FEARNHEAD
and DonnNELLY, 2001).

A histdria evolutiva do segundo sitio polimédrfico da amostra (Figura 2.1) € mostrada na Figura 2.2.
Este sitio serd utilizado para demonstracdo dos conceitos de coalescéncia, embora as inferéncias de genealogia
acontecam para todos os sitios simultaneamente, considerando os dados de sequéncias.

Ao retornar ao passado, é possivel detectar ancestrais comuns, ou eventos coalescentes, envolvendo
duas sequéncias quaisquer da amostra até alcancar o chamado ancestral comum mais recente (MRCA, do inglés
Most Recent Common Ancestor), envolvendo todas as sequéncias da amostra (Fu and L1, 1999; HEIN ET AL., 2004;
NorpBorG and Tavarg, 2002; WakeLEY, 2009). Um evento coalescente corresponde a fusdo de duas sequéncias
quaisquer presentes no tempo ¢ em uma dnica sequéncia qualquer presente no tempo ¢ — 1, que teve, numa visdo
prospectiva, seu DNA duplicado para trasmitir a informacao genética para sequéncias de geragcdes atuais. Para
uma amostra contendo n sequéncias de DNA, n — 1 eventos de coalescéncia devem estar presentes caminhando-

se do presente em direcdo ao passado, sendo que o ultimo evento coalescente corresponderd sempre ao MRCA
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Figura 2.2: Possivel histdria evolutiva do segundo sitio polimérfico (Figura 2.1) com base na teoria da coalescéncia.
Cinco sequéncias de DNA estio representadas na geragdo atual, sendo que quatro delas possuem o nucleotideo G
(primeira, segunda, quarta e quinta) e uma dnica sequéncia possui o nucleotideo A (terceira). Caminhando-se do
presente em dire¢@o ao passado, o primeiro evento de coalescéncia acontece entre a primeira e a segunda sequéncias
(a esquerda) que possuem o nucleotideo G, no intervalo de tempo T5. O segundo evento de coalescéncia acontece
entre a terceira (nucleotideo A) e a quarta (nucleotideo G) sequéncias no intervalo de tempo T4. O terceiro evento
de coalescéncia acontece entre as sequéncias ancestrais obtidas a partir do primeiro e do segundo eventos de
coalescéncia, no intervalo de tempo T3. E, por fim, o quarto e dltimo evento de coalescéncia acontece entre a
sequéncia ancestral das quatro primeiras sequéncias e a quinta sequéncia (nucleotideo G), no intervalo de tempo
T2. O ultimo evento de coalescéncia corresponde ao ancestral comum mais recente da amostra (MRCA). Note
que a terceira sequéncia € a Unica que possui o nucleotideo A, mostrando que um evento de mutacdo deve ter
ocorrido no ramo em que tal sequéncia se fundiu para formar o segundo evento de coalescéncia. O cdlculo de uma
probabilidade fornece o quanto que esta histéria evolutiva explica a variagdo dos dados da geracdo atual

(NoRDBORG, 2007; WAKELEY, 2009). E importante notar que os eventos coalescentes correspondem aos eventos
de divergéncia numa visdo prospectiva da histdria evolutiva das populacdes (Fu and Li, 1999). No exemplo do
segundo sitio polimdrfico mostrado na Figura 2.2, quatro eventos coalescentes podem ser observados a partir de
uma amostra contendo cinco sequéncias de DNA. Esses eventos estdo situados nas posi¢des exatas das linhas
tracejadas mostradas horizontalmente no gréfico.

O primeiro evento coalescente ocorrerd entre duas das n sequéncias presentes na amostra. Uma vez que
a genealogia histérica é totalmente desconhecida, o modelo de coalescéncia levard em consideragdo a possibilidade
de todas as n sequéncias estarem envolvidas com o primeiro evento coalescente. Assim, considerando todos os
possiveis pares envolvendo n sequéncias, um total de @ combinagdes serd possivel para o primeiro evento
coalescente, € 0 mesmo raciocinio pode ser utilizado para os demais eventos de coalescéncia. No modelo proposto,

1

a probabilidade de duas sequéncias quaisquer coalescerem em alguma geragdo do passado € 5x-, sendo N, o
e

tamanho efetivo populacional. A probabilidade de duas sequéncias quaisquer nao coalescerem em alguma geragéo
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n(n-1) 1
2 2N,

do passado é 1 — ﬁ Dessa forma, a probabilidade de ocorréncia do primeiro evento coalescente €
levando em consideragdo todas as possiveis combinacdes envolvendo pares de sequéncias. E importante notar que
todos esses pares de sequéncias sdo equiprovdveis neste modelo de coalescéncia, algo que nem sempre acontece
em cendrios mais complexos (Hubson, 1990; WakELEY, 2009).

Os eventos de coalescéncia sdo estatisticamente modelados seguindo um processo de Poisson (distri-
bui¢do discreta), com taxa de 1 evento de coalescéncia (1 = 1) para cada par de sequéncias e intervalo de tempo
(T,Ts,...,T,). Os tempos de coalescéncia, que correspondem aos intervalos entre coalescentes sucessivos, sao es-
tatisticamente modelados seguindo uma distribuicao exponencial (distribuicao continua) (Hupson, 1990). Assim, a
abordagem de coalescéncia € proposta de forma modificada em relagdo aos modelos que explicam uma populacio
finita (HEIN ET AL., 2004; MarJorAM and Tavarg, 2006), na qual o tempo é modelado de forma discreta (em gera-
¢des) e ndo continua. Neste caso, os coalescentes e os tempos de coalescéncia sdo modelados pelas distribuicdes
binomial e geométrica, respectivamente (Hupson, 1990; WakEeLEY, 2009). Verifica-se que a inferéncia de certa
genealogia a partir da teoria da coalescéncia baseia-se em diferentes modelos probabilisticos.

As diferentes formas de se obter eventos de coalescéncia determinam o nimero de genealogias (NG)
ou configuragdes possiveis envolvendo sequéncias de geracdes atuais. A equagdo 2.1 mostrada a seguir ilustra o

processo de Poisson com o qual o nimero de genealogias possiveis pode ser modelado (WAKELEY, 2009):

o= [1)= (1<)

em que o produtério ([]_,) indica que as genealogias dos diferentes tempos de coalescéncia sdo modeladas
independentemente (WAKELEY, 2009).

Como foi dito, cada tempo de coalescéncia pode ser explicado por uma distribui¢do exponencial. Um
modelo para todos os tempos de coalescéncia, até o momento em que o MRCA da amostra é alcancado, segue,
portanto, uma distribui¢do exponencial conjunta. Para este caso, a fung@o densidade conjunta é obtida pelo pro-
duto das fungdes correspondentes aos intervalos de coalescéncia, assumindo que os mesmos sejam independentes
(Hupson, 1990; HEIN ET AL., 2004; WAKELEY, 2009). Portanto, a forma pela qual o (n — 1)-ésimo evento coalescente
ocorreu no tempo ¢ — 1 ndo influenciard na forma pela qual o (n — 2)-€simo evento ocorrerd no tempo ¢ — 2, e
assim sucessivamente. As fungdes de densidade exponencial para cada tempo de coalescéncia e todos os tempos

conjuntamente sdo apresentadas pelas equagdes 2.2 e 2.3, respectivamente (WAKELEY, 2009):

fTi(ti) — (;)e(é)n (2'2)

Sro 1, (t20estn) = l—lfT,-(ti) (2.3)
i=2

= fry(t2) X fry(t3) X ... X f1,(t) 2.4

= (;)e_(g)’2 X (3)6_(3)t3 X ... X (;l)e_(;)’” (2.5)

em que T; (¢;) é o tempo ou intervalo de coalescéncia quando i sequéncias estdo presentes.
E possivel obter a esperanca (E[T;]) e a variancia (Var[T;]) dos tempos de coalescéncia (equagdes 2.6 e

2.7, respectivamente):
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E[T)) = — 2.6)

2
AN ) 2.7)

i(i—1)

Claramente, o tempo para ocorréncia de um evento coalescente (7;) € fungdo direta do tamanho efetivo

Var|T}] = (

populacional e do tamanho da amostra (i = 2,3,...,n). Assim, os primeiros eventos coalescentes acontecerdo, em
média, muito rapidamente no passado, e os coalescentes mais antigos demorardo cada vez mais a medida que o
MRCA se aproxima (WAkKELEY, 2009). Para modelos de coalescéncia mais complexos, em que ha alteracdo do
tamanho efetivo populacional, outras situacdes podem ocorrer para a histéria evolutiva da amostra. Por exemplo,
para uma populagdo que sofreu expansao do seu tamanho efetivo ao longo das geracdes, espera-se que 0s primeiros
eventos coalescentes tenham ocorrido hd muitas geracdes no passado, e os coalescentes mais antigos tenham
ocorrido em menor tempo em relacio aos primeiros.

Duas medidas importantes do tamanho de uma genealogia sdo: (i) o tempo para alcangar o MRCA
(Tvrea, equagdo 2.8); e (i1) o comprimento total de todos os ramos que constituem a genealogia (TToTAL,

equacdo 2.9):

Tniroa = ), T 2.8)
i=2

n

Trorar = ) iTi 2.9)

i=2
Para ambas as medidas, € possivel calcular a esperanga (equacdes 2.10 e 2.11) e a varidncia (equagdes

2.12 e 2.13), considerando que diferentes genealogias podem ser formadas:

E[Tnrea] = ZE Z f 5 (2.10)

n n n—-1
. o2 1

E[TroraL] = ) E[T] =’ sy .11)

i=2 i=2 i=1

1 2
Var[Taroa] = 82 - 4(1 - ;) (2.12)
=2
n—1

Var[TTOTAL] = 4 (213)

i2

Kineman (1982a,b,c) mostrou que uma populagdo finita e muito grande (tendendo ao infinito), que segue
o modelo proposto por Fisaer (1930) e WriGHT (1931), pode ser aproximadamente explicada pelo modelo de co-
alescéncia. Neste caso, tal modelo assume que as populacdes apresentam tamanho populacional finito e constante
ao longo das geracdes, bem como se reproduzem por meio de panmixia, que corresponde aos cruzamentos aleato-
rios que acontecem entre individuos de uma mesma geracdo (HEIN ET AL., 2004; WAKELEY, 2009). A coalescéncia

também leva em consideracdo os principios da teoria neutralista da evolugdo molecular (Kimura, 1955; Hupson,
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1990; Fu and L1, 1999; NorpBORG, 2007), com a qual alelos de determinado loco ndo apresentam diferencas em
seus desempenhos e, portanto, sdo seletivamente neutros. Assim, apenas deriva genética é responsavel pelas alte-
racoes alélicas ao longo das geragdes (Hann, 2008; WakeLEY, 2009), de modo que selecdo natural ndo seria for¢a
evolutiva preponderante nas populagdes (Hann, 2008; WakeLEY, 2009).

No entanto, os pressupostos de Fisaer (1930) e WriGHT (1931) e da teoria neutralista nem sempre po-
dem ser utilizados para explicar os padrdes de variagdo. Certas populacdes podem apresentar tamanho efetivo
populacional varidvel ao longo das geragdes, subdivisdo geografica, recombinacdo, selecdo e outros processos que
alteram a estrutura das genealogias e causam desvios dos pressupostos iniciais. Assim, € comum o uso de testes
estatisticos que podem detectar esses desvios e sugerir, pelo menos em principio, cendrios evolutivos mais com-
plexos. Sdo os chamados testes de neutralidade, que sdo baseados em estatisticas de diversidade que capitalizam a
variagdo genética. Tais estatisticas serdo apresentadas a seguir, e os testes de neutralidade mais conhecidos serdo

abordados na sequéncia.

2.2.2 Estatisticas de Diversidade

Historicamente, trés importantes estatisticas foram propostas para explicar padrdes da variagdo gené-
tica (WAKELEY, 2009). A primeira delas é o niimero de sitios segregantes ou polimoérficos (S) presentes em uma
amostra de sequéncias (WATTERsoON, 1975). A segunda é o nimero de diferengas nucleotidicas envolvendo pares
de sequéncias () presentes nesta amostra (Taymma, 1983). E, por fim, a terceira € o nimero de sitios polimérficos
(n;) presentes na amostra de acordo com o nimero de cOpias de suas bases nucleotidicas (i cépias de certa base
e n — i copias da outra base), correspondendo a frequéncia nucleotidica dos sitios polimérficos (WAKELEY, 2009).
Para esta dltima, normalmente é impossivel saber quais bases sdo mutantes (£;) e quais s@o ancestrais (£,—;) para
os sitios, levando em consideracao a ocorréncia de um tnico evento de mutagdo para cada sitio (modelo de sitios
infinitos) ao longo da histéria da amostra (HEIN ET AL., 2004; WaAKELEY, 2009).

Embora S, 7 e i; estejam diretamente relacionadas (as duas primeiras podem ser diretamente represen-
tadas a partir da terceira), cada qual sumariza a informagdo genética contida em uma amostra de diferentes formas.
Assim, todas essas estatisticas tém sido historicamente utilizadas em diversos estudos de genética de populacdes,
fornecendo evidéncias importantes acerca da variacdo. Além disso, pelo fato dos seus valores serem facilmente
obtidos até mesmo para amostras grandes e com muitos sitios polimoérficos, a motivagdo para o seu uso € ainda
maior. Contudo, todas elas sumarizam a variag@o genética para um tnico valor, o que pode ser aceitdvel e desejavel
para certos casos, mas pode ser insuficiente quando o objetivo é compreender de que forma a variagdo genética foi

estruturada diante de cendrios evolutivos mais complexos (KUuHNER, 2009; WAKELEY, 2009).

2.2.3 Teoria Neutralista e Testes de Neutralidade

Os primeiros modelos desenvolvidos para explicar a variacdo genética presente em populagdes foram
propostos por R. Fisher, S.Wright e J. Haldane em meados da década de 30 (FisHer, 1930; WriGHT, 1931). As
ideias sugeridas por esses cientistas, com base nos modelos propostos, eram basicamente que as variagdes genéticas
presentes nas populacdes aconteceriam em decorréncia de eventos de mutacio e seleciio natural, sendo este tltimo
o fator que deveria, de fato, governar a evolucdo. Na época, esses cientistas revolucionaram pensamentos duvidosos

e contrdrios a respeito do darwinismo e do mendelismo, mostrando que a sele¢@o natural e a genética deveriam ser
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encaradas conjuntamente (Futuyma, 2005).

No final dos anos 50, Motoo Kimura e colaboradores, com base em dados de proteinas, propuseram que
grande parte da variacdo genética presente em populacdes finitas deveria ser neutra (Kmmura, 1955). Uma vez que
mutagdes deletérias deveriam ser rapidamente eliminadas por sele¢@o natural e mutacdes favordveis mostrariam-se
raras na populagdo, esses cientistas concluiram que a grande maioria da variacdo ndo deveria exercer influéncias
sobre o valor adaptativo dos individuos da populagdo. Assim, alelos de locos neutros ndo mostrariam diferencas
em seus desempenhos (Hann, 2008) e, portanto, seriam seletivamente neutros, de modo que maiores ou menores
proporcdes de um ou outro alelo ndo acarretariam maiores ou menores adaptagdes do ponto de vista evolutivo.

A teoria neutralista da evolucdo molecular, que passou a ser aplicada anos mais tarde, tornou-se um dos
principais alicerces dos geneticistas e evolucionistas na tentativa de explicar a variagdo genética observada dentro
e entre populacdes (Hann, 2008). De maneira geral, o neutralismo fornece a base tedérica para o entendimento
da variacdo ao longo do genoma, possibilitando a elaborac¢do de hipéteses testaveis e abordagens estatisticas que
promovem a distin¢do entre selecdo e deriva genética (Krerrman, 2000; NieLsen, 2001; Hann, 2007).

Neste contexto, trés diferentes testes estatisticos foram historicamente desenvolvidos para investigar
desvios do modelo padrdo baseado em neutralismo. O primeiro e mais conhecido teste de neutralidade foi proposto
por Tamma (1989) no final da década de 80, sendo aqui designado como estatistica D. Anos mais tarde, Fu and
L1 (1993) propuseram dois outros testes de neutralidade, designados por D* e F*. Embora D, D* e F* apresentem
suas particularidades metodoldgicas, todas essas estatisticas foram propostas a partir de uma mesma motivagao,
sendo baseadas nas estatisticas de diversidade S, w e 7;.

A estatistica D pode ser representada pela seguinte equacao:

S

D= ——— (2.14)
Var[r — 3]

a

em que a; = Z;‘;% i. Uma vez que a esperanga das estatisticas 7 e S sdo iguais, respectivamente, a E[n] = 0 ¢

S
ay

E[S] = 6a,, a diferenga m — = serd igual a zero se ambas as estatisticas, cada qual com a sua forma de explicar a
variagdo, forem iguais. Assim, no modelo padrio baseado em neutralismo, a estatistica D € igual a zero, sugerindo
que outros processos evolutivos, tais como estrutura populacional e selecdo, podem ndo explicar os padrdes de
variagdo de certa amostra de sequéncias (WAKELEY, 2009). O parametro 6 corresponde a taxa de mutacio ao longo
da histéria da amostra, que serd abordada na secio 2.2.4 (Modelos Evolutivos) a seguir.

Tamva (1989) sugeriu que a estatistica D poderia se aproximar de uma distribui¢éo do tipo beta. Embora
D nao esteja distribuido exatamente de acordo com o modelo beta, valores de D acima de 2 e abaixo de —2 sdo
estatisticamente significativos a 5% de nivel de significAncia (WAKELEY, 2009). Isso significa que valores de D
iguais a 2, —2 e entre ambos (-2 < D < 2) ndo sdo estatisticamente significativos e diferentes de zero a 5%,
estando, portanto, de acordo com o modelo padrdo baseado em neutralismo (HEIN ET AL., 2004).

Considerando todo o genoma, HEIN ET AL. (2004) argumentam que valores negativos de D (ramos exter-
nos longos) sugerem crescimento populacional ou severo bottleneck, enquanto que valores positivos (ramos inter-
nos longos) sugerem subdivisao geogréfica ou leve bottleneck. Em contrapartida, considerando regides especificas
do genoma, valores negativos de D indicam sele¢d@o direcional e valores positivos indicam selecio balanceadora

ou recente mistura populacional.

As estatisticas D* e F* (Fu and L1, 1993) podem ser representadas pelas seguintes equagdes:
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D" = = (2.15)

o (2.16)

em que 171 € o nimero de singletons ou sitios polimdrficos nos quais uma de suas bases nucleotidicas possui apenas
uma cépia na amostra de sequéncias. Ao invés de S e m estarem presentes em uma tnica medida de neutralidade,
como € o caso da estatistica D, ambas as estatisticas sdo consideradas separadamente na abordagem proposta por Fu
and L1 (1993). Dessa forma, os desvios do modelo padrdo referentes as estatisticas D* e F* sdo, respectivamente,
baseados nas diferengas entre S e 7 com quantidades proporcionais ao nimero de singlefons presentes na amostra.
Portanto, D* e F* podem fornecer valores diferentes e, de certo modo, complementares ao valor da estatistica D
em estudos de genética de populacdes (WAKELEY, 2009).

No entanto, a estatistica D parece ser mais poderosa para detectar desvios do modelo padrdo baseado
em neutralismo, devendo ser preferencialmente utilizada. SIMONSEN ET AL. (1995), ao utilizarem as estatisticas D,
D" e F* para casos em que populagdes sofreram sele¢do, redugdo do tamanho populacional e subdivisdo, verifica-
ram que apenas a estatistica D mostrou valores significativos e diferentes de zero. Contudo, esses valores foram
observados somente quando processos evolutivos estiveram ocorrendo por muitas geracdes, embora a detecgdo de
tais processos tenha ocorrido considerando um passado relativamente recente. Portanto, € possivel que a estatistica
D apresente valores significativos e diferentes de zero em situagdes mais drasticas de desvios do modelo padrio
baseado em neutralismo.

Embora as estatisticas D, D* e F* apresentem comportamento diferentes, as respostas aos desvios do
modelo padrido neutro sdo as mesmas: os valores se tornam negativos quando ha excesso de polimorfismos de
baixa e alta frequéncias e deficiéncia de polimorfismos de média frequéncia (WAKELEY, 2009). A diferenca é que
apenas polimorfismos com frequéncias baixas e altas ao extremo contribuem para valores negativos das estatisticas
D™ e F*, enquanto que isso ndo acontece para D (WaAKELEY, 2009). Para esta dltima, a contribui¢do dos sitios
polimérficos pode variar de positiva ou negativa simplesmente pelo tamanho da amostra.

Outro importante teste de neutralidade foi desenvolvido por Ramos-Onsins and Rozas (2002). Deno-
minado de estatistica Ry, este teste foi proposto para detectar desvios do modelo baseado em neutralismo espe-
cificamente causados por crescimento populacional. Os resultados mostraram que R, foi superior para detectar
desvios em amostras pequenas e na presenca de recombinagdo. Recentemente, RAMIREZ-SorI1ANO ET AL. (2008), ao
estudarem diferentes testes na presenga de eventos demograficos e recombinagdo, concluiram que as estatisticas D
e Ry forneceram os resultados mais confidveis, sendo, portanto, recomendadas.

Embora os testes de neutralidade possam sugerir desvios do modelo padrdo baseado em neutralismo,
evidéncias pouco conclusivas sdo normalmente fornecidas acerca do processo evolutivo (Fu and L1, 1999; WAKE-
LEY, 2009). Assim, modelos evolutivos especificos podem ser investigados com base na teoria da coalescéncia,
utilizando-se abordagens mais precisas na exploracio da variacao genética e na estimagdo dos parametros de inte-

resse. Veremos a seguir alguns desses modelos, que também serdo investigados no presente trabalho.
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2.2.4 Modelos Evolutivos

Como foi dito, varios modelos genético-populacionais podem ser assumidos e investigados com base na
teoria da coalescéncia (Hupson, 1990; PritcHARD and PrRzeworski, 2001; MarjorAM and Tavarg, 2006; NORDBORG,
2007). Esses modelos consideram forgas evolutivas importantes, tais como mutacio (constante e varidvel), fluxo
génico, recombinagdo e selecdo (Fu and Li, 1999; RosenBerG and NorDBORG, 2002). Em geral, esses modelos
apresentam grande complexidade inferencial e demandam enorme tempo computacional, dificultando o uso da
abordagem por parte dos pesquisadores. Contudo, essa complexidade dependerd da quantidade de dados disponi-
veis, da abordagem e do niimero de pardmetros a ser estimado, que, muitas vezes, € proporcional a complexidade
do modelo evolutivo.

Iniciaremos a seguir com o modelo de mutagdo, que é considerado o mais simples. Alguns conceitos
importantes serdo inicialmente apresentados e, na sequéncia, o processo de inferéncia serd mostrado. Depois
disso, uma visdo global dos modelos de fluxo génico e recombinacdo serd apresentada, visto que ambos serdo aqui
investigados. Tais investigacdes foram escolhidas com o propésito de fornecer informacdes relevantes para estudos

futuros de mapeamento associativo em sorgo, que é a motivacao do presente estudo.

2.2.41 Mutacao

A extensdo mais simples do modelo proposto por Kinaman (1982a,b,c) € aquela que considera apenas
mutacdo (Fu and Li, 1999; NorbBorG and Tavarg, 2002; WakeLEY, 2009). Para este caso, genealogias histori-
cas sdo normalmente amostradas e eventos de mutacao sdo simultaneamente incorporados por entre seus ramos,
modelando-se genealogia e mutacdo de maneira independente (Hupson, 1990). Esta estratégia é totalmente va-
lida pelo fato de que eventos de mutag@o sdo seletivamente neutros em populagdes de Fisuer (1930) e WRIGHT
(1931), ndo interferindo na estrutura das genealogias (WAKELEY, 2009). Se os estados alélicos influenciam direta-
mente a reprodugdo, ndo € possivel distinguir entre sequéncias idénticas por descendéncia ou idénticas por estado
(NorbBORG, 2007).

Neste modelo, o objetivo é estimar o pardmetro designado por 6, que corresponde ao nimero esperado
de mutagdes entre duas sequéncias quaisquer até o instante em que ambas se coalescem no passado (HEIN ET AL.,
2004). 6 pode ser obtido a partir dos estimadores 0= 4N, u, para o caso de espécies diploides, ouf = 2N, u, para
o caso de espécies haploides (ou diploides quando os individuos sdo homozigotos para todos os locos).

Ha métodos que estimam 6 como sendo a taxa de mutacao por sitio (KUunnEer, 2006) e métodos que o
estimam como sendo a taxa de mutacao por regido cromossOmica, considerando os sitios polimérficos (WATTERSON,
1975). Neste contexto, ¢ fundamental saber aquilo que de fato estd sendo estimado, pois, no primeiro o caso, u é
a taxa de mutacdo por geracio, individuo e para cada sitio, enquanto que, no segundo caso, u € a taxa de mutacio
por geragdo, individuo e regido cromossdmica (Fu and Li, 1999; NorpBORG, 2007; NorDBORG and Tavar¥, 2002;
HEIN ET AL, 2004; McVEaN and CarbiN, 2005; WakeLEY, 2009). De qualquer forma, normalmente o interesse estd
no parametro 6, pois é muito dificil distinguir N, e u a partir dos dados sem informagdes histdricas prévias.

O parametro 6 pode ser estimado com base em diferentes métodos. Dentre eles, tem-se: (i) estimadores
classicos baseados no método dos momentos (WATTERSON, 1975; Taima, 1983; FELSENSTEIN, 1992); (ii) estimadores
baseados em mdaxima verossimilhanca (GrirritHs and Tavarg, 1994a,b,c, 1995; Kunner ET AL., 1995; Fu, 1998);

e (iii) estimadores baseados em inferéncia bayesiana (Beerri, 2006; Kuaner and SmitH, 2007; Kunner, 2009). O



23

estimador cldssico proposto por WarTersoN (1975), comumente designado por 8y, tem sido amplamente utilizado
em estudos evolutivos até os dias de hoje. No entanto, apesar de 6y, ser facilmente obtido a partir de um conjunto
de sequéncias, trata-se de um estimador que capitaliza apenas parte da variacdo dos dados. Isso é reflexo do
método dos momentos, que, indiscutivelmente, possui propriedades inferiores quando comparado ao método da
maxima verossimilhanca (Myung, 2003). Assim, é desejavel obter estimativas mais precisas e confidveis para 6,
e os estimadores baseados em médxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana podem trazer resultados bastante
satisfatorios.

As principais abordagens de mdxima verossimilhanca para estimacdo de 6 foram desenvolvidas por
dois grupos: (i) Robert Griffiths e colaboradores (GrirritHs and Tavarg, 1994a,b,c, 1995); e (ii) Mary Kuhner
e colaboradores (KUHNER ET AL., 1995; FELSENSTEIN ET AL., 1999). Na primeira abordagem, a estimagdo de 6 é
baseada na amostragem de importancia (IS, do inglés Importance Sampling), com o uso do procedimento de
Monte Carlo para simulagdo de genealogias por meio da integracdo computacional. Na segunda abordagem, a
estimagdo de 6 também ¢ baseada na amostragem de importincia, mas com o uso do procedimento de Monte
Carlo via Cadeias de Markov (MCMC, do inglés Markov Chain Monte Carlo) para simulacio de genealogias por
meio da integracdo computacional. Segundo WakeLEY (2009) e HEy and NIeLseN (2007), Kuhner e colaboradores
foram os precursores no uso do MCMC para simulag@o de genealogias e estimag@o do pardmetro 6 no contexto de
coalescéncia, mostrando que o uso de verossimilhancga € possivel para investigar modelos de mutacdo complexos.

Ambas as abordagens utilizam principios semelhantes para a realiza¢do das inferéncias. Pelo fato dos
conceitos coalescentes serem baseados em cadeias de Markov, a primeira abordagem também pode ser considerada
como uma forma de MCMC. Contudo, talvez a grande diferenca esteja na forma como a simulagdo é sequenci-
almente realizada a partir de uma distribui¢do de probabilidades. Enquanto a primeira abordagem utiliza Monte
Carlo para simular genealogias independentes, a segunda utiliza Monte Carlo para simular genealogias correla-
cionadas entre si (FELSENSTEIN ET AL., 1999; WakELEY, 2009). Assim, espera-se que a segunda forneca resultados
mais precisos, visto que hd tendéncia de que genealogias altamente provaveis sejam continuamente simuladas para
explicar a varia¢do dos dados.

Para compreender o processo de inferéncia da segunda abordagem (KUHNER ET AL., 1995; FELSENSTEIN
ET AL., 1999), considere novamente a amostra de n sequéncias da Figura 2.1. E possivel modelar o passado evolutivo
dessas sequéncias com base na teoria da coalescéncia, utilizando-se os modelos das equagdes 2.1 e 2.2. Levando
em consideragdo o tamanho efetivo populacional, é possivel reescrever a equagdo 2.3 de forma a representar

explicitamente N, (FELSENSTEIN ET AL., 1999):

, T2 i
P(G |N,) = H4N exp( Dy, ) 2.17)
i=2 ¢

sendo G’ o conjunto de genealogias possiveis na histéria, i 0 nimero de sequéncias ou linhagens do intervalo de
coalescéncia, e u; o comprimento do intervalo contendo i sequéncias.

A equagio 2.17 corresponde a distribuigc@o a priori do modelo de coalescéncia proposto inicialmente
por Kingman (1982a,b,c). A partir deste e de um modelo evolutivo que considera mutagdes ao longo da histéria
(FeLSENSTEIN, 1981), € possivel obter a distribui¢do de probabilidade dos dados D dado a genealogia, representada
por P(D | G',u). Combinando ambas as probabilidades, P(G' | N,) e P(D | G ,u), é possivel obter a distribui¢io a

posteriori dos dados representada pela equac@o 2.18 (FELSENSTEIN ET AL., 1999):
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PDINeg) = [ PG INIPDIG ) @.18)

com a qual deve-se integrar para todas as genealogias possiveis (FELSENSTEIN, 1988).

As probabilidades P(G' | N,) e P(D | G ,u) podem ser facilmente calculadas. Em principio, a pro-
babilidade P(D | N,.u) também pode ser facilmente calculada pelo produto entre P(G' | N,) e P(D | G ,u),
considerando coalescéncia e mutacdo como histdrias independentes. No entanto, é complicado, ou totalmente in-
vidvel, obter P(D | N,,u) porque, normalmente, enorme quantidade de genealogias pode ser obtida para a histéria
da amostra, visto que o passado evolutivo € totalmente desconhecido. Esta quantidade é representada pela integral
fG, na equagdo 2.18, sendo computacionalmente invidvel integrar para todas as possiveis histérias com o objetivo
de encontrar aquela que melhor explica a variacio dos dados. E exatamente por conta disso que a segunda aborda-
gem foi proposta no contexto do MCMC, para integrar sobre genealogias importantes e correlacionadas, o que é
computacionalmente vidvel.

No entanto, a integra¢do proposta inicialmente por KUulNER ET AL. (1995) ndo é realizada diretamente a
partir da probabilidade P(D | N,,u). Como j4 foi dito, é muito dificil distinguir N, e y a partir dos dados, de modo
que o foco permanece na combinacio de ambos, ou seja, no pardmetro § (KUHNER ET AL., 1995). Assim, alterando a
escala de tempo para considerar 6, € possivel reescrever a distribuicdo a priori do modelo de coalescéncia (equagio

2.17) da seguinte forma (FELSENSTEIN ET AL., 1999):

L) o
PG1o)=]] Eexp( i), ) (2.19)
i=2

sendo G = uG' e v; = uu;. G corresponde ao conjunto das genealogias G' com escala modificada. v; corresponde
ao comprimento do intervalo u; com i sequéncias também com escala modificada (FELSENSTEIN ET AL., 1999).
Da mesma forma, é possivel escrever a distribui¢do a posteriori (equagdo 2.18) em fungdo de 6 pela

seguinte equacdo (FELSENSTEIN ET AL., 1999; StepHENS, 2007):

P(D|6) = L P(G|60)P(D|G,0) (2.20)

sendo P(D | G, 9) a distribui¢do dos dados a partir dos modelos de coalescéncia e mutagdo com escala modificada.
Note que o objetivo € estimar o parimetro 6 a partir dos dados, sendo que a verossimilhanga, L(6), é proporcional
a probabilidade P(D | 6).

A simulagdo de genealogias importantes proposta por KUHNER ET AL. (1995) € realizada a partir da
distribuic¢do escalada P(D | ), e as razdes para o uso de tal estratégia sdo claramente descritas em FELSENSTEIN
ET AL. (1999). No entanto, para melhor direcionar o processo em fungdo da grande quantidade de histérias ( fG),
KUHNER ET AL. (1995) propuseram a atribui¢do de um valor inicial para 8. A partir deste valor inicial (6y), o
processo de simulagdo via MCMC é realizado com base na distribuig¢do corrigida de P(D | 6). Isso significa que
o MCMC visitard um espago menor de histérias possiveis para as sequéncias dos dados, condicionado ao valor de
6o inicialmente atribuido e, portanto, a distribui¢do de P(G | 6y). Claramente, o valor de § mais provavel estard
condicionado ao valor de 6 e podera ser insatisfatorio se este ndo estiver proximo ao seu valor real (KUHNER ET AL.,
1995, 1998; KunnEr, 2006, 2009; WAKELEY, 2009). Entdo, outros valores iniciais para 6y, bem como repetigcdes e

maior quantidade de iteragdes poderdo ser importantes para a obtencdo de resultados mais precisos.
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Com base no conjunto de genealogias simuladas via MCMC, outros possiveis valores de § podem ser
investigados. E possivel calcular a razdo entre as probabilidades de se obter cada genealogia simulada dado o valor
investigado de 6 e o valor inicialmente atribuido para 6y, e obter uma média a partir da soma de todas as razdes das

genealogias para obten¢do de uma superficie de razao de verossimilhancas. Assim, tem-se que:

L) (D | G,)P(G;|6)
L(6o) ~ _ZP (D 1Gi)P(Gi 1 6o) @20
z—Z P(Gi16) (2.22)
P(G; | 6p) ’

em que r é o nimero de genealogias simuladas via MCMC. Para cada valor de 6 investigado, certo valor de ((6))

serd obtido, de modo que, ao final, um grafico de razdo de verossimilhangas e diferentes valores 8 poderd ser
construido (KUHNER ET AL., 1995).

Embora a distribui¢do a posteriori (equacio 2.20) apresente a complexidade do modelo de coalescéncia
com mutagdo, pode ser dificil, apenas analisando a mesma, compreender de que forma tal complexidade esta
estruturada no referido modelo. Com base nisso, WAKELEY (2009), ao invés de representar a quantidade enorme
de genealogias possiveis por fG, desmembrou esta integracdo de modo a mostrar que algumas varidveis estdao

envolvidas com um processo discreto e outras com um processo continuo no modelo de coalescéncia:
L(9) = fP(G |6)P(D|G.0)
G
= Z f P(D| A, T,0)P(A)f(T)d(T)

sz (D1 UA)P(U | A, T.6)P(A)£(T)d(T)
UeQp

=2

A

Z f (D | U,A)P(U,A | 6)
veQa YT

sendo G correspondente as possiveis genealogias envolvendo as sequéncias da amostra. G leva em consideracio
todas as possiveis configuracdes A de genealogias, todos os eventos de mutacio U (U € 25 ) na histéria da amostra,
e todos os possiveis tempos de coalescéncia T (T2, T3, ..., T,), proporcionais aos eventos de coalescéncia. Dessa
forma, G, que pode ser designada conjuntamente por G = (A, U, T), é o resultado de diferentes processos de
Poisson (A e U) e distribui¢des exponenciais independentes (T') caminhando-se do presente em direcéo ao passado

(WAKELEY, 2009; KunNER, 2009).

2.2.4.2 Estrutura Populacional e Fluxo Génico

Embora grande parte dos estudos envolvendo populagdes estruturadas se refira ao fluxo génico como
sendo a taxa de migragdo, acredita-se que a primeira designagdo é mais apropriada. Isso porque eventos de migra-
¢d0 podem ser meramente geograficos, de forma que a contribui¢do genética e evolutiva dos migrantes ndo seja
necessariamente garantida. Portanto, neste trabalho, o termo fluxo génico serd sempre utilizado para se referir ao
presente modelo.

Tradicionalmente, o fluxo gé€nico entre populacdes tem sido estimado com base na estatistica Fgr (NI-

ELSEN and WAKELEY, 2001; Pearse and CrRANDALL, 2004) ou suas extensdes (NarH and GrirriTHs, 1996). Embora
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avancos tenham sido alcancados no entendimento das relagdes entre populagdes com o uso desta medida, trata-se
de uma estatistica limitada (Kunner, 2009; Sousa and Hey, 2013). Isso é justificavel basicamente por quatro mo-
tivos: (i) um mesmo valor da estatistica Fs7 pode ser obtido para cendrios bastante diferentes do ponto de vista
evolutivo (Sousa and Hey, 2013); (ii) um tnico valor de Fgr é estimado considerando que todas as populacdes
possuem o mesmo tamanho efetivo e que hd um nimero infinitamente grande de populagdes; (iii) o fluxo génico
entre diferentes populagdes € inferido de forma simétrica, ou seja, tendo-se sempre o mesmo valor (BEerLI and
FeLsensTEIN, 2001); e, por fim, (iv) a estatistica Fgr € baseada no método dos momentos, que claramente nao
capitaliza toda a variacdo. Neste contexto, acredita-se que os métodos de fluxo gé€nico baseados em coalescéncia

podem ser promissores para um maior entendimento das relagdes evolutivas envolvendo populagdes.

O modelo de coalescéncia proposto por Kingman (1982a,b,c) pode ser estendido para considerar fluxo
génico entre populacdes (Hupson, 1990; Beerri and FeLsENsTEIN, 1999, 2001). Caminhando-se do presente em
direcdo ao passado, além dos eventos de coalescéncia que deverdo ser inferidos para cada populacdo, eventos de
migragdo com fluxo génico também poderdo ser modelados entre essas populagdes (BeerL and FELSENSTEIN, 2001).
Assim, modelos de coalescéncia com fluxo génico tendem a ser mais complexos que modelos de coalescéncia
padrdes, que apenas consideram mutagao.

Em um modelo de coalescéncia com fluxo génico, o interesse estd em estimar os pardmetros M ou M.
M corresponde a razéo Lﬂ sendo m a taxa de fluxo génico por geracdo e u a taxa de mutacdo por geragdo e sitio. Em
contrapartida, M pode corresponder a 4N, m (diploides) ou 2N,m (haploides ou diploides homozigotos). O produto
de M pela taxa de mutagao 6, que é conjuntamente estimada neste modelo, resulta no valor de M (BegrLi, 1998;
BeerLI and FeLsensTEIN, 1999, 2001). Entdo, M e M estdo relacionados e correspondem as taxas de fluxo génico
ou ao nimero minimo de eventos migratérios que acontecem entre popula¢des de forma a resultar em contribuigio
genética. A diferenca é que M depende diretamente da mutagdo, enquanto que M ¢ independente deste processo
(BEERLI, 1998).

Diversas abordagens t€m sido propostas para investigar o fluxo génico entre populacdes via mode-
los de coalescéncia (TakaHATA, 1988; TakaHATA and SLaTkiN, 1990; NotoHara, 1990; Narta and GrirriTHS, 1993,
1996; Banro and Grirrrtas, 2000; Beerir and FeLsensTEIN, 1999, 2001; NieLsen and WAKELEY, 2001; WiLson and
RaNNALA, 2003; HEy and NieLsen, 2004, 2007; Hey, 2010). Tais abordagens forneceram avangos importantes no
entendimento dos conceitos de coalescéncia envolvendo populagdes estruturadas. Contudo, apenas algumas delas
parecem ser muito utilizadas até os dias de hoje, o que € de se esperar devido ao desenvolvimento de modelos mais
realistas para o entendimento dos processos evolutivos. Duas dessas abordagens mais utilizadas foram propostas
por NieLseN and WAKELEY (2001) e Beerri and FeLsensTEIN (2001), que serdo apresentadas a seguir.

NieLsen and WaKELEY (2001) desenvolveram métodos de maxima verossimilhanca e inferéncia bayesi-
ana para estimar seis parametros populacionais, a saber: (i) tempo de divergéncia entre certa populagdo ancestral
e duas populacdes recentes geradas a partir da primeira; (ii) taxa de mutagéo para cada uma das trés populacdes
consideradas; e (iii) taxas de fluxos assimétricas entre as duas populacdes recentes. Os autores propuseram o uso
do MCMC para simular genealogias com elevadas probabilidades e correlacionadas entre si. No entanto, tal abor-
dagem foi proposta apenas para estimar o fluxo génico entre duas populagdes e sem considerar o uso simultdneo

de mudltiplos locos, o que pode ser pouco real para muitos casos.

Em contrapartida, BeerL1 and FeLsensteN (2001) utilizaram os mesmos métodos de inferéncia para
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estimar taxas de mutacéo e fluxo génico envolvendo n populagdes, considerando um tnico loco ou multiplos locos
simultanea-mente. Com a presenga de n populacdes em uma amostra, um total de n? parAmetros serd estimado,
correspondentes as n taxas de mutagéio para cada populagdo e n(n — 1) taxas de fluxo génico entre populagdes.
Assim, o modelo leva em consideragdo a existéncia de diferentes taxas de mutacdo para as populagdes e taxas
de fluxo génico assimétricas entre as mesmas, o que pode ser um cendrio real. Este método apresenta inferéncia
similar com a abordagem proposta por BanLo and Grirritas (2000).

Atualmente, cendrios mais complexos tém sido considerados para a estimagao de fluxo gé€nico entre
populacdes. BeerLr and Parczewski (2010) propuseram a investigagdo de diferentes modelos com fluxo génico e
a comparacdo dos mesmos com base em suas verossimilhancas, de forma a verificar aquele que melhor explica o
passado evolutivo envolvendo populagdes. PaLczewski and Beerri (2013) desenvolveram método aproximado para
estimacdo de altas taxas de fluxo gé€nico em situa¢des em que populacdes trocaram muitos alelos entre si. Além
disso, taxas de fluxo génico tém sido investigadas em modelos que consideram, pelo menos em principio, outros
processos, tais como recombina¢@o (BECQUET and PrRzeworski, 2007; LoHSE ET AL., 2011; MAILUND ET AL., 2012) e

selec@o (Sousa ET AL., 2013).

2.2.4.3 Recombinacao

Outra forca evolutiva importante que pode ser modelada via teoria da coalescéncia é a recombinagdo
(Hupson, 1983; GrirritHs and MARIJORAM, 1996). Ao contririo da mutacdo, a recombinagdo normalmente nio
deixa vestigios de ocorréncia a partir de uma visualizacdo inicial de um conjunto de sequéncias amostradas (Fu
and L1, 1999; NorpBorG and Tavarg, 2002). Assim, modelos de coalescéncia com recombinacdo tendem a ser
mais complexos, algo que se torna ainda mais desafiador e intensivo pelo fato de que nenhuma configuracio de
genealogia pode ser trivialmente modelada diante deste cendrio (HE ET AL., 2004). Isso acontece porque um
evento de recombinacio € modelado de forma que uma dnica sequéncia mais recente é “quebrada” em posicao
aleatdria para formar duas sequéncias mais antigas (HEIN ET AL., 2004; McVEaN and CarbiN, 2005; NORDBORG,
2007), sendo o contririo de um evento de coalescéncia. Entdo, o processo evolutivo deste modelo é melhor
representado por um grafico e ndo por uma genealogia, tendo-se, portanto, tanto eventos de coalescéncia quanto
eventos de recombinagdo (HEIN ET AL., 2004; NorRDBORG, 2007).

O primeiro modelo de coalescéncia com recombinacéo foi proposto por Hubson (1983). Por contem-
plar eventos de coalescéncia e recombina¢do modelados aleatoriamente no passado, GrRIFFITHS and MARJORAM
(1996) propuseram a nomenclatura “grafico de recombinagdo ancestral” (ARG, do inglé€s Ancestral Recombina-
tion Graph) anos mais tarde. Como alternativa ao modelo de Hupson (1983), Wiur and Hein (1999) desenvolveram
uma forma de simular ARGs percorrendo as sequéncias amostradas de um lado para outro, caracterizando uma
complexa estrutura ndo-Markoviana (McVEaN and Carpin, 2005). Embora este método tenha tido sua importancia,
a primeira abordagem ¢é considerada mais simples e util (HEIN ET AL., 2004).

Em um modelo de coalescéncia com recombinagdo, o interesse estd em estimar os parametros C ou
p. C corresponde a razdo ﬁ, sendo r a taxa de recombinag@o por geracdo e para cada intersitio (KUHNER ET AL.,
1995). p pode ser igual a 4N, r (diploides) ou 2N,r (haploides ou diploides homozigotos). C e p correspondem as
taxas de recombinac¢do populacional (KUHNER ET AL., 1995), sendo o nimero esperado de recombinacdes entre duas

sequéncias quaisquer até o instante em que ocorre um evento de coalescéncia. E importante dizer que a taxa de
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mutacdo 6 também ¢é estimada no presente modelo, com eventos de mutag¢do sendo incorporados nas genealogias
apos a geracdo dos ARGs (Hupson, 1990; McVEaN and Carpin, 2005; NorDBORG, 2007).

A inferéncia de recombinagdo via coalescéncia é claramente dificil e desafiadora (WaLt, 2000; STumPF
and McVEan, 2003; NorpBorG, 2007). Estimadores baseados em momentos foram propostos para obtencio de p
a partir das estimativas de 8 (Hupson, 1987; WakeLEY, 1997). Esses estimadores apenas utilizam parte da variacio
disponivel, apresentando viés e elevada variancia para as estimativas. Em contrapartida, estimadores baseados em
maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana utilizam toda a informacao disponivel nos dados, embora apresen-
tem restricdes por ndo possuirem nenhuma expressao analitica ou numérica para o calculo de suas verossimilhangas
(McVEan and Carpin, 2005). Certamente, isso dificulta o entendimento de suas propriedades (Fu and Li, 1999) e
a construgdo de métodos de simulagdo eficientes para a estimacdo de tal processo (McVEaN and Carbin, 2005).

Normalmente, a quantidade de ARGs que podem ser simulados a partir de certa distribuicdo € enorme. A
simula¢do sobre todos eles, muitos dos quais possuem probabilidades irrisdrias para as verossimilhangas (McVEAaN
and CarpiIn, 2005), € ingénua e intratdvel do ponto de vista computacional. Com base nisso, KUHNER ET AL. (2000)
e FearnHEAD and DonNELLY (2001) desenvolveram métodos de Monte Carlo mais eficientes para a estimacao de
recombinacdo. Tais métodos estimam um tnico valor de recombinacao para certa regido gendomica, com base em
abordagem completa. Contudo, ambos podem ser ineficientes para grandes quantidades de dados, algo que se
tornou uma realidade no final da década de 90.

Como alternativa, varios métodos de coalescéncia foram desenvolvidos para estimar recombinacgio a
partir de muitos dados (WaLL, 2000; Hupson, 2001; McVEAN ET AL., 2002; FEaARNHEAD and DonneLLy, 2002; Lr
and StepHENS, 2003; McVEAN ET AL., 2004; McVEAN and CArDIN, 2005; Auton and McVEaN, 2007). Em esséncia,
todos esses métodos baseiam-se em alguma estratégia de aproximacao na tentativa de reduzir a complexidade da
abordagem completa. O mais recente deles (Auton and McVEaN, 2007) foi proposto para considerar taxas de re-
combinagdo varidveis e pontos quentes de recombinacgao (hotspots) entre pares de locos. Tal método € baseado em
um tipo especifico de MCMC no contexto bayesiano (rjMCMC, do inglés reversible jump MCMC) (GREEN, 1995),
com o qual ARGs de elevadas probabilidades sdo simulados a partir de buscas em vérias dimensdes de probabili-
dade, aumentando as chances de se obter estimativas mais precisas de recombinacdo. Acredita-se que a abordagem
proposta por Auton and McVEan (2007) € bastante promissora, principalmente para grandes quantidades de dados.

Um aspecto interessante é que eventos de recombinag@o podem ser gerados tanto a partir de trocas entre
cromdtides homologas (crossing-overs) quanto conversdo de genes. Todos os métodos descritos anteriormente
sdo baseados no primeiro caso, o que pode ser pouco realista do ponto de vista bioldgico. Frisse ET AL. (2001) e
Prak ET AL. (2004) desenvolveram abordagem para estimar recombinagdo baseada tanto em crossing-overs quanto
conversao de genes. De forma mais ampla, WALL (2004) propds a estimacdo de recombinacdo tanto com base em
crossing-overs, para comparar com abordagens anteriores, quanto com base em ambos, crossing-overs € COnversao

génica.

2.2.5 Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana

Trabalhos recentes apresentam comparagdes entre os métodos de maxima verossimilhanga e inferéncia
bayesiana na estimacdo de parametros via coalescéncia. BEerLI (2006), ao utilizar o0 método proposto por BEERLI

and FeLsensTEIN (2001) e sua versdo bayesiana desenvolvida posteriormente, detectou diferengas importantes na es-
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timag@o de fluxo génico entre populagdes. Em contrapartida, Kuaner and Smrta (2007) ndo detectaram diferengas

substanciais entre tais métodos na estimacéo de crescimento populacional e recombinagao.

BEeerL1 (2006) menciona que a abordagem de médxima verossimilhanca apresenta dificuldades para ce-
ndrios complexos, com os quais grande quantidade de parAmetros € normalmente estimada. Considera que tais
dificuldades também podem ocorrer quando altas taxas de fluxo génico e menor variabilidade sdo esperadas entre
populagdes. Isso porque o processo de simulacdo via MCMC ndo se comporta de forma apropriada em funcao
da grande quantidade de eventos, dificultando a busca e a convergéncia para estimativas que maximizam a veros-
similhanga. Essas dificuldades devem ter estimulado o desenvolvimento de abordagem aproximada em trabalho
recente (PaLczewski and BeerLi, 2013), muito embora a inferéncia bayesiana possa fornecer resultados confidveis

para situacdes complexas (BeerLi, 2006).

2.3 Desequilibrio de Ligacao e Teoria da Coalescéncia

A associacdo ndo-aleatdria, ou preferencial, entre alelos de diferentes locos em uma populagado fornece
um profundo entendimento sobre a sua histdria evolutiva (McVEaN, 2002). Apesar dos estudos relacionados ao
DL serem de longa data na genética de populagdes, sua relacdo com a teoria da coalescéncia apenas foi claramente
apresentada por trabalhos recentes (Z6LLNER and voN HAESELER, 2000; PritcHARD and PrRzEworski, 2001; NORDBORG

and Tavarg, 2002; McVEaN, 2002; McVEaN and CarpiN, 2005; McVEaN, 2007a,b).

ZoLiNer and von HAESELER (2000) utilizaram os conceitos da teoria da coalescéncia para estudar o DL
em populacdes de tamanho constante e com crescimento exponencial, a partir de dados simulados de SNPs. Prit-
cHARD and Przeworski (2001) também utilizaram dados simulados para investigar DL considerando diferentes
cendrios demograficos via coalescéncia, tais como tamanho populacional constante, crescimento exponencial e
estrutura de populacdo. PrircaarRD and Przeworski (2001) e NorbBorG and Tavarg (2002) apresentaram as pers-
pectivas do DL via coalescéncia para estudos de mapeamento associativo, em dois artigos que esclareceram a

importancia de uma visao genealdgica dos padrdes de associagdo para tal objetivo.

Apesar de esses artigos terem mostrado ideias e resultados interessantes, a relagdo formal do DL com
a teoria da coalescéncia foi recentemente apresentada por McVEan (2002). Utilizando-se a tradicional medida 2
do DL (HiL and RoBERTsON, 1968), este autor sugeriu uma interpretacido genealdgica dos padrdes de associa¢do a
partir do célculo do seu valor esperado, que, embora ndo possua expressao analitica possivel, pode ser aproximado

por uma razao de esperangas, como mostrado na equagdo 2.23 (Onta and Kimura, 1969a,b, 1971):

E[D7,]
E[fa(1 = fa)f3(1 = f3)]

E["fm] ~

(2.23)

sendo A e B dois locos bi-alélicos fisicamente ligados em determinado cromossomo.

Desenvolvendo o numerador da equagdo 2.23, é possivel mostrar que:
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E[D3g] = E[(fag — fufs)(fap — fafs)]
= E[fis — 2fafofs + fafsfafs]
= E[fis] - 2E[fapfafs) + Efafsfafs]

= Fa(ij)tij) = 2Fagij)niic) + Fagij)s)

Covlta))taiij) = 2Cov[tag))tain)] + Covltau)) tpw)]

Var[Dyp] = E[TATs]

em que Fai)p(ij)» Fagij)aic) € Faqjs) sdo os coeficientes de identidade para dados de sequéncias. Esses coefi-
cientes correspondem as probabilidades de duas sequéncias (i) i e j serem idénticas para os locos A e B; (i) i e j
serem idénticas para o loco A, e i e k serem idénticas para o loco B; e (iii) i € j serem idénticas para o loco A, e k
e [ serem idénticas para o loco B. Além disso, esses coeficientes podem ser expressos na forma de covariancia dos
tempos de coalescéncia envolvendo os locos A e B (Cov/|ts,tp]), conforme descrito na tltima expressdo da equagao.
T4 e T correspondem aos tempos dos locos A e B para alcancar o MRCA de toda a amostra.

Da mesma forma, desenvolvendo o denominador da equagdo 2.23, tem-se que:

E[t]* + Covltagij)tp))
E[TAT5]

E[fa(L = fa)fs(1 = f3)] =

em que E[f] é o tempo de coalescéncia esperado para um par de cromossomos.
Assim, reescrevendo a equagdo 2.23 a partir das derivacdes do seu numerador e denominador, € possivel

mostrar que:

Covltagij)taij)) — 2Cov[tagij)tagin)] + Covltagij)-ta]
E[1]? + Covltagij)tpm)]

E[’%B] ~ 0'3’

(2.24)

Para uma amostra de tamanho finito, algumas modifica¢des devem ser incorporadas de forma a consi-
derar que as sequéncias i, j, k e / podem ndo ser totalmente distintas. Dessa forma, E [rﬁ B], ou simplesmente 0"21

(Onrta and Kimura, 1969a), € mostrado de forma modificada pela equacao 2.25 (Hupson, 1985; McVEan, 2002):

[I’lQ - 2(}1 - 1)]Cij,ij - 2(” - 2)2Cij,ik + (I’L - 2)(” - S)Cij,kl + nE[t]2

2 _
74T T (= 1)E[2 + 2Ci; + A(n - 2)Coa + (1 — 2)(n - 3)Cipna

(2.25)

em que os C’s correspondem as abrevia¢des das covariancias dos tempos de coalescéncia entre os locos A e B. E
possivel notar o tamanho da amostra (n) nos termos da equacao 2.25.
McVEaN (2002) mostrou que as covaridncias dos tempos de coalescéncia sdo func¢des diretas de pro-

cessos evolutivos importantes, tais como recombinagdo e fluxo génico. No caso da recombinagdo, essas ideias
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ja haviam sido propostas por trabalhos anteriores de coalescéncia (Grrrrrtas, 1981; Hupson, 1983; KapLan and
Hupson, 1985), mostrando a motivagdo de se estudar tal processo do ponto de vista genealégico (equacgdes 2.26,

2.27e2.28).

18+p
Covltag)) i = B 13012 (2.26)
6
Covltagij) ta(in)] = m 2.27)
4
COV[IA(ij)JB(kl)] = m (2.28)

Utilizando-se tais covaridncias na equagdo 2.24, é possivel expressar 0'3 em funcdo de p (Onrta and
Kmura, 1971; WEIR and HiLL, 1986; WEIR ET AL., 1990; McVEAaN, 2002):
10+p 10+p

2 _ _ 2.29
74T 29 13p+p2  (2+p)(11+p) (229

assumindo que a amostra populacional ¢ finita e muito grande (McVEan, 2002). A expressédo 2.29 foi desenvolvida
a partir de uma populagdo que apresenta recombinagdo, deriva genética e baixa mutacdo (WER ET AL., 1990). No
equilibrio entre recombinacdo e deriva genética, 0'3, ou E [r2] como é comumente utilizado, torna-se (SvVep, 1968,

1971; WERR ET AL., 1990; NIELSEN and SLATKIN, 2013):

11
1+p 1+4N.r

E[rQ] ~ O.Z — (2.30)

também assumindo que a amostra populacional € finita e muito grande (McVEAN, 2002).

E importante dizer que o DL das equagdes 2.29 e 2.30 ndo foi inicialmente proposto utilizando os
principios da teoria da coalescéncia (WAKELEY, 2009). Tais equagdes foram obtidas a partir dos conceitos da
classica genética de populagdes. Porém, € possivel investigar o DL a partir da recombinacao populacional estimada
via coalescéncia.

No caso do modelo de coalescéncia com fluxo génico, McVEaN (2002) mostrou que apenas uma das
cova-ridncias dos tempos de coalescéncia (equagdo 2.24) € fungio da taxa de migragao com fluxo génico (Cov(ts(;j.tpij)] =
ﬁ, sendo M igual a 4N,m ou 2N,m), sendo que as demais covaridncias (Cov|[ta(ij).ts(ix)] € Cov|ta(ij).tpy]) 30
iguais a zero (McVEaN, 2002).

Até o momento, nenhuma abordagem do DL ainda foi proposta para considerar véarios processos simultanea-
mente. Acredita-se que tal abordagem poderd ser desenvolvida em breve no contexto de coalescéncia, ja que es-
tudos recentes tém sido propostos para modelar processos conjuntamente (LOHSE ET AL., 2011; MAILUND ET AL.,
2012).

Estudos do DL baseados na teoria da coalescéncia podem ser uma estratégia interessante para compre-
ender o contexto histdrico-evolutivo de geracdes e os seus padrdes de associagdo. Em tltima andlise, tais estudos

podem proporcionar um mapeamento genético mais refinado para espécies de interesse (NORDBORG and TAVARE,

2002; RosenBERG and NORDBORG, 2002; ZGLLNER and PritcHARD, 2005; McVEAN, 2007a; KiMMEL ET AL., 2008).
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2.4 Sorgo

2.4.1 Classificacao e Taxonomia

O género Sorghum é pertencente a tribo Andropogoneae, subfamilia Panicoidae, familia Poaceae (Gra-
mineae). Dentre as vérias classificagdes propostas para este género, as mais compreensiveis e interessantes (SINGH
and LonrtHaswa, 2006) foram apresentadas por SNOwDEN (1936), GARBER ET AL. (1950), HarLaN and DE WET
(1972a) e DE WET (1978).

SNowDEN (1936) classificou o género Sorghum nas categorias de Eusorghum e Para-sorghum, sendo a
primeira dividida em Arundinaceae, Spontanea (espécies ou ragas selvagens), Sativa (racas cultivadas) e Halepen-
sia. GARBER ET AL. (1950) dividiram o género Sorghum em seis subgéneros com base em dados citotaxondmicos,
a saber: Eusorghum, Chaetosorghum, Heterosorghum, Sorghastrum, Parasorghum e Stiposorghum. Harran and
De WEr (1972a) elaboraram uma classificagdo simplificada com base em caracteristicas morfoldgicas, com as
quais os individuos selvagens foram agrupados em seis ragas espontineas (arundinaceum, aethiopicum, virgatum,
verticilliflorum, propinquum e shattercane) e os individuos cultivados foram agrupados em cinco ragas basicas (bi-
color, guinea, caudatum, kafir e durra) e dez ragas hibridas (guinea-bicolor, caudatum-bicolor, kafir-bicolor, durra-
bicolor, guinea-caudatum, guinea-kafir, guinea-durra, kafir-caudatum, durra-caudatum e kafir-durra). D WET
(1978) desenvolveu uma classificacdo dentro do subgénero Eusorghum (ou sorghum) com a qual reconheceu a
existéncia de trés diferentes espécies, a saber: Sorghum halepense (L.) Pers, Sorghum propinguum (Kunth) Hitchc.
e Sorghum bicolor (L.) Moench.

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma espécie autégama e diploide (2n = 20), sendo subdividida
em trés subespécies: S. bicolor ssp. bicolor, S. bicolor ssp. drummondii e S. bicolor ssp. verticilliflorum. Todos
os grupos comerciais de sorgo cultivado, tais como sorgo granifero, forrageiro e vassoura, sdo classificados dentro
da subespécie bicolor (SingH and LonrtHaswa, 2006; DE WET and Harran, 1971). A classificagdo das cinco ragas
bésicas e das dez racas hibridas intermedidrias para o sorgo cultivado é bastante utilizada nos dias de hoje. Detalhes
histdricos e morfoldgicos sobre as espécies relatadas, a espécie cultivada S. bicolor ssp. bicolor e as ragas descritas

podem ser encontrados em DoGGETT ET AL. (1988).

2.4.2 Centro de Origem e Domesticacao

A regido da Etiépia, localizada na parte leste da Africa, é considerada como o centro de origem do sorgo
(SingH and LonitHaswa, 2006). Esta regido possui enorme quantidade de espécies e variedades da raga durra, que
estd entre as ragas bdsicas cultivadas do sorgo (SINGH and LonrtHaswa, 2006). Segundo SmitH and FREDERIKSEN
(2000) e MoRRIs ET AL. (2013), a domesticacdo inicial do sorgo aconteceu no Sudio, Africa, por volta de 10.000
anos atrds, a partir dos individuos selvagens e cultivados provenientes da Etiopia, com difusdo para outras regides
da Africa e paises da Asia entre 8.000 e 1.500 anos atrds. Essas regides compreendem paises como Nigéria, Niger
e Mali, na parte oeste da Africa, Uganda e Kénia, na parte leste da Africa, e India e China, no continente asiatico.
Da parte oeste da Africa, o sorgo foi distribuido para os Estados Unidos e outras regides do mundo por meio do
trafico de escravos hd mais de 200 anos (QuinBy, 1974, 1975; RoseNow ET AL., 1983; RooNEY and Swmith, 2000;
SmitH and FrReperIkSEN, 2000), em meados do século 19 (SingH and LonrtHaswa, 2006). Mesmo antes de 1900, o

cultivo do sorgo nos Estados Unidos j4 apresentava-se de forma bastante extensiva (Rosexow ET AL., 1983; SINGH
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and LoniTHASWA, 2006).

Em funcio da origem e difusdo antigas, a adaptacao do sorgo para climas e praticas culturais especificas
foi refletida em termos de variagdes morfoldgicas e fisiolégicas envolvendo as cinco ragas bésicas de sorgo domes-
ticado (HarLaN and D WET, 1972b). Essas variacdes foram o resultado de eventos demograficos importantes, tais
como reduc¢do do tamanho populacional, estrutura de populacdo, selecdo e migracdo (HAMBLIN ET AL., 2006). Mais
especificamente, as ragas cultivadas de sorgo foram originadas de processos de selec@o disruptiva e domesticacao
ocorridos na regido centro-leste da Africa, a partir de individuos selvagens representantes da espécie ancestral
Sorghum arundinaceum. A selecdo natural em espécies selvagens e a sele¢@o artificial praticada pelo homem, para
caracteristicas relacionadas ao sorgo cultivado, resultaram em populagdes diversificadas com considerdvel fluxo
génico entre si, explicando muito das variacdes raciais e do processo evolutivo da espécie (SINGH and LoHITHASWA,

2006).

2.4.3 Importancia e Melhoramento Genético

O sorgo é o quinto cereal mais importante do mundo, permanecendo atrds do trigo, arroz, milho e
cevada. Representa grande importancia para alimentacio humana em diversos pafses da Africa, Asia e América
Central e para alimentagdo animal nos Estados Unidos, Austrdlia e América do Sul. O sorgo granifero possui
enorme capacidade de tolerar condi¢des ambientais adversas, produzindo de forma satisfatéria em locais de grande
estresse hidrico. Normalmente, esta condi¢do ambiental é desfavoravel para o crescimento e a producio de outras
culturas, fazendo com que o sorgo mostre o seu potencial e adquira o seu espago enquanto cultura (SANTOS ET AL.,
2005; SingH and LoniTHASWA, 2006).

Atualmente, o maior produtor mundial de sorgo é os Estados Unidos, com produg¢do anual superior a 10
milhdes de toneladas (15% da produgdo mundial) na safra 2014/2015 (USDA, 2015). O Brasil é o décimo maior
produtor mundial, com produgdo anual de 2 milhdes de toneladas, permanecendo atrds de México, Nigéria, India,
Sudio, Argentina, Etidpia, China e Austrdlia. A importancia do sorgo € recente a agricultura brasileira, sendo
explorado de forma intensiva a partir de 1970, com a utilizacio de quatro tipos cultivados de sorgo: granifero, for-
rageiro, sacarino e vassoura. Os dois primeiros se destacam tanto pela drea cultivada quanto pelo nivel tecnoldgico
adotado (SANTOS ET AL., 2005).

Em geral, o melhoramento de sorgo tem sido realizado para promover adaptacdo as condi¢des especi-
ficas dos locais de interesse. Isso reflete na obtencdo de cultivares com niveis aceitdveis de produtividade, estabi-
lidade e qualidade dos graos de acordo com o ambiente desejado. Além disso, essas cultivares precisam mostrar
resisténcia ou tolerancia a certos fatores bidticos, tais como doengas e pragas, e fatores abidticos, tais como altas
temperaturas e estresse hidrico (condi¢des de seca). Ainda, € preciso mostrar qualidade nutricional para atender as
exigéncias das alimentacdes humana e animal (SivgH and LonrtaHAswa, 2006).

Nos Estados Unidos, o melhoramento do sorgo passou por uma série de fases importantes, a saber
(KLEIN ET AL., 2008): (i) introdug¢@o de um nimero pequeno de cultivares oriundos da Africa entre 1874 e 1908;
(i1) sele¢@o de plantas de maturacdo precoce e baixa estatura (insensiveis ao fotoperiodo) a partir de populacdes
heterogéneas entre 1904 e 1936; (iii) melhoramento de plantas visando a colheita mecanizada entre 1930 e 1940;
(iv) implementagdo da produgdo de sementes hibridas de 1946 até os dias de hoje; e (v) conversdo de acessos

tropicais exdticos de maturacdo tardia e alta estatura (sensiveis ao fotoperiodo) em acessos temperados de ma-
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turacdo precoce e baixa estatura a partir de 1963 (STEPHENS ET AL., 1967; QuiNBy, 1974; RoseNow ET AL., 1983;
KLEIN ET AL., 2008), de forma a introduzir variabilidade exética de gendtipos tropicais produtivos no germoplasma
temperado (STEPHENS ET AL., 1967; Casa ET AL., 2008). O uso deste germoplasma € utilizado até os dias de hoje no
melhoramento, e cada uma dessas etapas exerceu grande influéncia na produg@o de sorgo nas regides semi-aridas
do mundo (KLEIN ET AL., 2008).

A conversdo de acessos tropicais em acessos temperados, conhecida como SCP (Sorghum Conversion
Program) (STEPHENS ET AL., 1967), foi uma estratégia importante estabelecida pelo USDA (United States De-
partment of Agriculture) em colaboracdo com a Texas University (Casa ET AL., 2008). Em linhas gerais, varios
cruzamentos envolvendo cultivares tropicais (ndo-adaptadas) e temperadas (adaptadas) foram realizados, e os in-
dividuos das populagcdes obtidas foram submetidos a varios ciclos de retrocruzamentos com as cultivares tropicais
(ROSENOW ET AL., 1997). Dessa forma, grande parte do genoma (~ 90%) dos individuos gerados correspondeu ao
genoma da cultivar tropical, com a presenca de alelos desejdveis de cultivares temperadas. Em torno de 840 — 850
linhagens convertidas ou parcialmente convertidas foram desenvolvidas para constituir um novo germoplasma e,
assim, uma nova fonte de variabilidade para o melhoramento do sorgo (Casa ET AL., 2008; KLEIN ET AL., 2008).

O melhoramento genético de sorgo no Brasil inclui a obtengdo de hibridos visando obter resisténcia a
fatores bidticos (doengas e pragas) e abidticos (tolerincia ao estresse hidrico e a toxidez por aluminio, aumento
da eficiéncia de uso de fésforo no solo e acamamento), além de caracteristicas particulares tanto do local como
do tipo de sorgo cultivado (SanTos ET AL., 2005). A obtenc¢do de hibridos resistentes a fatores bidticos e abidticos

também tem sido objetivo do melhoramento de paises da Africa e da Asia (MoRrris ET AL., 2013).

2.4.4 Alguns Genes de Importancia

Nos ultimos 20 anos, diversos estudos de mapeamento genético tém sido realizados em sorgo (MACE
and Jorpan, 2010). Esses estudos tiveram como objetivo a investigacdo de caracteristicas quantitativas importan-
tes, tais como altura (LIN ET AL., 1995; PErREIRA and LEg, 1995; BRowN ET AL., 2008), maturidade (CRASTA ET AL.,
1999; CHANTEREAU ET AL., 2001; HART ET AL., 2001; FeLtuUs ET AL., 2006), tolerdncia ao estresse hidrico (TuINSTRA
ET AL., 1996; CRASTA ET AL., 1999; SuBuDHI ET AL., 2000; Ta0 ET AL., 2000; XU ET AL., 2000; KEBEDE ET AL., 2001;
HaRRIs ET AL., 2007), tolerncia ao aluminio (MAGALHAES ET AL., 2004), restauracdo da fertilidade (KLEIN ET AL.,
2001; JorpAN ET AL., 2010) e resisténcia a doencas e pragas (Tao ET AL., 2003). Com base nesses e outros trabalhos,
Macke and Jorpan (2010) reuniram um grupo de 35 genes de maior efeito com o objetivo de posiciond-los con-
juntamente em um mapa genético consenso. Esses autores tiveram como proposta a integracdo das informacdes
disponiveis para promover direcionamentos importantes em programas de melhoramento. Dentre os genes descri-
tos e estudados, MAce and JorpaN (2010) consideraram alguns importantes relacionados a maturidade e altura de
plantas, que sdo caracteristicas correlacionadas e amplamente relatadas em sorgo.

Devido a esta importancia, os genes de maturidade e altura de plantas foram escolhidos para a realizacio

do presente estudo, e portanto serdo descritos a seguir.

2.4.41 Exemplos Relevantes Para o Estudo

Os genes relacionados a maturidade e altura de plantas sdo conhecidos de longa data em sorgo (QuINBY,

1974, 1975). Estudos genéticos cldssicos dessas caracteristicas identificaram quatro locos relacionados a matu-
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ridade (Mal, Ma2, Ma3 e Ma4) e quatro locos relacionados a altura de plantas (Dwl, Dw2, Dw3 e Dw4), algo
que certamente gerou importante progresso e estimulou o desenvolvimento de trabalhos subsequentes. Os trés pri-
meiros locos para maturidade foram identificados por QuinBy and KarPER (1945), e o quarto loco foi identificado
por Quiny (1966). Todos os locos relacionados a altura de plantas foram inicialmente descritos por QuinBy and
KArPER (1954), embora um estudo mais antigo ja havia abordado com propriedade sobre o controle genético dessa

caracteristica (KARPER, 1932).

Para ambas as caracteristicas, a interacdo de dominancia entre os alelos resulta na obtencdo de plantas
com maturacdo tardia e estatura elevada, como € o caso das cultivares tropicais exéticas. Nos Estados Unidos,
pesquisadores e produtores selecionaram, ao longo de anos, plantas com maturacio precoce e baixa estatura (alelos
mutantes), como forma de obter cultivares adaptadas ao clima temperado e a colheita mecanizada (KLEIN ET AL.,
2008).

Em geral, os alelos mutantes dos locos de maturidade e altura de plantas surgiram apds a entrada do
sorgo nos Estados Unidos. Para ambas as caracteristicas, trés locos foram inicialmente identificados como tendo
alelos recessivos, a saber: (i) mal, ma2 e ma3; e (ii) dwl, dw2 e dw3. Em geral, as cultivares convertidas para
maturag@o precoce e baixa estatura apresentam as trés mutagdes para os genes Ma e Dw. O alelo recessivo ma4
foi identificado posteriormente com a chegada de uma variedade especifica da Africa, que mostrou adaptacio
temperada com apenas uma mutacdo. O alelo recessivo dw4 ja estava presente em certos individuos mesmo
antes da sua entrada nos Estados Unidos, e o alelo dominante Dw4 foi verificado em apenas um individuo que
apresentava caracteristicas tipicas de cultivares tropicais (QuinBy, 1975).

Dentre os locos de maturidade, Mal é o que tem maior impacto no periodo de florescimento e cresci-
mento (KLEIN ET AL., 2008; MuURPHY ET AL., 2011). Grande propor¢do da variacdo no florescimento foi explicada
por este loco em estudo anterior (LN ET AL., 1995), mostrando que, possivelmente, o surgimento do alelo recessivo
mal foi o principal fator na conversio de cultivares tropicais em temperadas. Em estudo posterior, dois locos
adicionais para maturidade (Ma5 e Ma6) foram identificados por RooNey and AypiN (1999). A motivacao surgiu
pelo fato de que outros locos poderiam estar envolvidos no controle do fotoperiodo além dos quatro locos iniciais,
algo que ja havia sido sugerido por trabalhos anteriores (QUINBY ET AL., 1973; QuiNBy, 1974; LIN ET AL., 1995).

Trabalhos recentes mostraram que os genes Mal, Ma3 e Mab6 estao situados nos cromossomos 6 (40,30
Mb), 1 (60,92 Mb) e 6 (0,70 Mb) do genoma do sorgo, respectivamente. Os dois primeiros foram anteriormente
clonados e possuem localizacdo bem conhecida (LIN ET AL., 1995; CHILDS ET AL., 1997; MURPHY ET AL., 2011),
enquanto que a localizac@o do ultimo ainda pode ser incerta (MurPHY ET AL., 2014). Um estudo recente relatou que
o gene Ma5 estd localizado no cromossomo 1 (MuUrPHY ET AL., 2014), muito embora ndo haja evidéncias suficientes
para suportar tal afirmacdo. Mack and Jorpan (2010) relatam que o gene Ma$ estd localizado no cromossomo 2,
tendo-se, portanto, evidéncias pouco conclusivas. Também nao ha evidéncias claras das posi¢des gendomicas dos
genes Ma2 e Ma4, embora haja informacdes de que o tltimo estd localizado no cromossomo 10 (Mack and JORDAN,
2010).

Um estudo recente mostrou que o loco Mal é responsdvel pela codificacdo da proteina regulatéria
de falsa resposta 37 (PRR37, do inglés Pseudoresponse Regulator Protein 37) (MuURPHY ET AL., 2011). Esses
autores avaliaram um germoplasma de sorgo granifero contendo alelos recessivos para Mal, e detectaram variagdes

significativas de PRR37. Essas variagdes podem estar envolvidas com a expressdo e inibicdo de mecanismos
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relacionados ao fotoperiodo em dias curtos e longos, o que € decisivo para a adaptacdo da espécie em temperaturas
diferentes.

O loco Ma3 foi investigado e clonado em estudo realizado por CHILDS ET AL. (1997). Esses autores
genotiparam dois marcadores moleculares fisicamente ligados a Ma3, em populacdo de linhagens recombinantes,
e detectaram fortes associagdes com o gene PHYB. Este gene € responsével pela codificacdo do fitocromo 123-kD
em plantas, e os individuos mutantes (ma3) apresentaram fenétipos parecidos com plantas que ndo produziram
fitocromo 123-kD. Esses resultados foram decisivos para a conclusio de que o loco Ma3 é um tipo de PHYB.

Com relagdo aos locos relacionados a altura de plantas, acredita-se que todos eles estejam em cromos-
somos diferentes no genoma do sorgo (KLEIN ET AL., 2008). Os locos Dwl, Dw2 e Dw3 estdo localizados nos
cromossomos 9 (57,20 Mb), 6 (42,20 Mb) e 7 (58,61 Mb), respectivamente (LIN ET AL., 1995; BRowN ET AL., 2008).
A localizago do loco Dw4 ainda parece ser incerta, mas acredita-se que ele esteja situado no cromossomo 6 (6,60
Mb), com base em estudo recente de mapeamento associativo (Morris ET AL., 2013). O loco Dw2 encontra-se
fisicamente ligado ao loco Mal no cromossomo 6 (KLEIN ET AL., 2008), e o loco Dw3 € o tnico que foi clonado em

trabalho anterior (MULTANI ET AL., 2003).

2.4.5 Marcadores Moleculares e Genotipagem Por Sequenciamento

Os marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados em sorgo para diversas finalidades. Dentre
elas, tem-se: (i) constru¢do de mapas genéticos e mapeamento de QTLs para caracteristicas quantitativas impor-
tantes - Mace and Jorpan (2010) apresentam uma ampla revisdo sobre esses estudos; (ii) andlise do desequilibrio
de ligacdo (HAMBLIN ET AL., 2004, 2005, 2007; BoucCHET ET AL., 2012; MoORRIs ET AL., 2013) e mapeamento asso-
ciativo (Casa ET AL., 2008; SUKUMARAN ET AL., 2012; MORRIS ET AL., 2013); (iii) andlise da diversidade genética e
do fluxo génico entre populagdes (MORDEN ET AL., 1989, 1990; ALDRICH ET AL., 1992; ALpricH and DoEBLEY, 1992;
AGrAMA and TuiNsTRA, 2004; Casa ET AL., 2005; FOLKERTSMA ET AL., 2005; DEU ET AL., 2006, 2008; pE ALENCAR FI-
GUEIREDO ET AL., 2008; MUTEGI ET AL., 2011; SAGNARD ET AL., 2011; BoucHET ET AL., 2012); e (iv) estimacdo de
taxas de recombinac¢do (HAMBLIN ET AL., 2005; MoRRIS ET AL., 2013) e selecdo (HAMBLIN ET AL., 2005, 2006; Casa
ET AL., 2006; BoucHET ET AL., 2012). A realizacdo desses estudos contemplou o uso de diversos tipos de mar-
cadores moleculares, tais como aloenzima, RFLP (Restricted Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat), DArT (Diversity Arrays Technology) e SNP (Single
Nucleotide Polymorphism).

Nos ultimos anos, a descoberta de marcadores moleculares e a genotipagem de centenas de individuos
tém sido realizadas a partir das novas plataformas de sequenciamento para muitos estudos (VARSHNEY ET AL., 2009;
DAVEY ET AL., 2011). Com base em um tnico procedimento de sequenciamento (DAVEY ET AL., 2011), essas platafor-
mas possibilitam a geracdo de grandes quantidades de dados a uma velocidade bastante superior em comparagao
com as metodologias tradicionais (VARSHNEY ET AL., 2009), mostrando eficiéncia, rapidez e custo reduzido. Dentre
as diferentes técnicas desenvolvidas a partir desta abordagem, tem-se a genotipagem por sequenciamento (GBS, do
inglés Genotyping-By-Sequencing), proposta por ELSHIRE ET AL. (2011). Trata-se de uma técnica simples, rapida,
eficiente, especifica e de baixo custo, que se baseia na reducdo da complexidade do genoma através do uso de
enzimas de restri¢do especificas e sensiveis a metilacdo (ELSHIRE ET AL., 2011). Muitos fragmentos sdo gerados a

partir dos cortes realizados por essas enzimas, possibilitando o sequenciamento e a geracio de dezenas de milhdes
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de reads (sequéncias curtas de DNA), nas quais polimorfismos podem ser detectados posteriormente (SANSALONI,
2012).

Em funcao dessas e outras vantagens, a técnica de GBS tem sido utilizada em estudos de diversas es-
pécies de plantas e animais. No entanto, o GBS apresenta desvantagens importantes, tais como a distribui¢io ndo
uniforme das leituras realizadas e a alta quantidade de dados perdidos (BEISSINGER ET AL., 2013). Segundo Davey
ET AL. (2011), PoLanD ET AL. (2012) e PorLanp and Rire (2012), esta dltima é decorréncia da baixa cobertura do
genoma exercida pela técnica, que pode ocorrer tanto por questdes de amostragem quanto por motivos bioldgicos.
Contudo, diversas estratégias de imputagdo tém sido desenvolvidas e podem ser utilizadas para recuperar informa-
¢oes perdidas (MarcHmNt and Howie, 2010). No caso do mapeamento e selecido gendmica, isso ndo chega a ser um

problema, mas, para alguns tipos de estudo, a baixa cobertura pode ter implicagdes na qualidade dos resultados.
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3 MATERIAL E METODOS

Como foi dito na Introducdo (seg¢@o 1), o objetivo deste trabalho foi analisar, com base na teoria da
coalescéncia, a estrutura populacional e o desequilibrio de ligacdo em um painel mundial de acessos de sorgo.
Para alcancar tal objetivo, andlises de mutacdo, migracio com fluxo génico e recombinac¢do foram realizadas para
diferentes regides gendmicas e populagdes que constituem este painel.

Nesta secdo, descreveremos inicialmente o painel de acessos e os dados moleculares gerados a partir do
procedimento de genotipagem, incluindo a estratégia adotada para a selecdo das regides gendmicas de interesse.
Na sequéncia, mostraremos as estatisticas de diversidade e os testes de neutralidade utilizados, que sdo métodos
classicos inicialmente investigados para se ter uma visdo global da variagdo dos dados. Por fim, apresentare-
mos os modelos de coalescéncia, incluindo os modelos de estrutura populacional (migracdo com fluxo génico) e

recombinacio (abordagens completa e aproximada), e o desequilibrio de ligagdo via coalescéncia.

3.1 Material Biolégico e Dados Moleculares

3.1.1 Painel de Acessos

O painel de acessos do presente estudo € constituido por 356 individuos de sorgo oriundos de diferentes
continentes e regides geograficas do mundo, tais como Africa, Asia, América do Norte, América Central e América
do Sul. Paises historicamente importantes para a origem e o melhoramento desta espécie estdo presentes, tais
como Etidpia, fndia, Nigéria, Africa do Sul, Sudido, Uganda e Estados Unidos. Outros paises importantes também
estdo presentes, mas com menor quantidade de acessos. E o caso de Kénia, Chad, Congo, Egito, Mali, Niger,
Senegal, Burkina Faso, Tanzania, entre outros. Este painel é parte de uma cole¢do elaborada para estudos de
mapeamento associativo e diversidade genética, que foram recentemente publicados por Casa ET AL. (2008) e
MoRrRris ET AL. (2013). As localidades dos acessos foram coletadas no Germplasm Resources Information Network
(GRIN), pertencente ao Agricultural Research Service (ARS) do United States Department of Agriculture (USDA).

Do total de 356 individuos, 114 correspondem a linhagens tropicais exdticas e 242 correspondem a
linhagens convertidas. Em geral, as linhagens tropicais exéticas (mais antigas) foram selecionadas devido a sua
importancia histérica para os programas de melhoramento por serem fontes de resisténcia ou tolerancia a estresses
bidticos e abidticos, além da diversidade genética e geografica presentes nos seus centros de origem (Africa). As
linhagens convertidas (mais recentes) foram selecionadas de acordo com a insensibilidade ao fotoperiodo (SCP) e

o desempenho como cultivares em diferentes localidades do mundo (Casa ET AL., 2008).

3.1.2 Genotipagem Por Sequenciamento e Imputacao de Dados

A genotipagem de marcadores por sequenciamento foi realizada para os 356 individuos do painel de
acessos. As etapas foram realizadas pelo Institute for Genomic Diversity pertencente a Cornell University (Ithaca,
NY, EUA), seguindo 0 método proposto por ELSHIRE ET AL. (2011) em plataforma HiSeq 2000 (Illumina® Inc., San
Diego, CA, EUA). Inicialmente, o DNA gendmico dos individuos foi digerido pela enzima ApeKI, que reconhece
sitio contendo cinco bases (uma delas € degenerada) e possui sensibilidade a metilacdo. A partir desta digestao,
bibliotecas de 96 e 384-plex foram construidas para os individuos, e as sequéncias obtidas via Illumina foram

mapeadas contra o genoma de referéncia do sorgo (PATERSON ET AL., 2009). Tal mapeamento foi realizado com base
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no método proposto por L1 ET AL. (2009).

Para a descoberta dos SNPs, utilizou-se o pipeline TASSEL-GBS implementado na versao 3.0 do software
TASSEL. Este pipeline foi descrito detalhadamente por GLAUBITZ ET AL. (2014) com base em versio mais recente
do software. Tags de GBS contendo 64 pares de bases (pb) foram alinhadas contra o genoma de referéncia do
sorgo (linhagem BTx623), e aquelas que estiveram presentes, no minimo, dez vezes (10x) nas bibliotecas foram
mantidas para o mapeamento. Com base no arquivo HapMap gerado ao final do processo, um total de 265,487
SNPs foram descobertos para os 356 individuos (e as repeti¢des utilizadas como controle). A imputacdo de dados
perdidos foi realizada via software NPUTE (ROBERTS ET AL., 2007), com janelas de SNPs variando de 5 a 150 pb para
cada cromossomo. As janelas que mostraram as maiores acuracias foram selecionadas e utilizadas para imputag@o.

Os dados moleculares gerados com os procedimentos anteriores foram gentilmente disponibilizados
pelo Prof. Dr. Geoff Morris, do Department of Agronomy, Crop Genetics & Genomics pertencente a Kansas State

University (Manhattan, KS, EUA).

3.1.3 Anadlises Prévias no Painel

Para reduzir a complexidade das andlises de coalescéncia devido a grande quantidade de locais, decidiu-
se utilizar apenas os paises Etiopia (ETI), India (IND), Nigéria (NIG), Africa do Sul (AFS), Sudao (SUD), Uganda
(UGA) e Estados Unidos (EUA). No entanto, para ndo reduzir o painel inicialmente proposto, andlises de com-
ponentes principais foram previamente realizadas na tentativa de agrupar os acessos dos demais paises naqueles
aqui mais representativos. Tais andlises foram realizadas utilizando-se os dados totais de SNPs, obtidos via GBS
e NPUTE, e o painel de acessos com os 356 individuos. Essas andlises foram realizadas no pacote pcaMethods

(STACKLIES ET AL., 2007), disponivel no software R (R CORE TEAM, 2015).

3.1.4 Selecao das Regidoes Gendmicas

Sete locos gendmicos importantes para a histéria de melhoramento do sorgo foram selecionados para
investigacdo no presente estudo. Estes locos correspondem a genes relacionados com altura de plantas (Dwl, Dw2,
Dw3 e Dw4) e maturidade (Mal, Ma3 e Ma6). Varios estudos t€ém evidenciado suas posicdes estimadas no genoma
do sorgo (LN ET AL., 1995; CHILDS ET AL., 1997; MuLTANI ET AL., 2003; BROWN ET AL., 2008; MURPHY ET AL., 2011;
MORRIS ET AL., 2013; MurPHY ET AL., 2014). No entanto, as posicdes que delimitam o inicio e o fim desses genes
sdo desconhecidas ou pouco precisas até o momento, sendo necessario a adog@o de estratégias alternativas para a
investigacdo.

Assim, a partir das posicdes estimadas desses locos no genoma, o DL baseado na medida ? (HiL and
RoBerTsON, 1968) foi estimado entre todos os pares de SNPs a cada 5.000 pb, caminhando-se simultaneamente
tanto para esqueda quanto para direita. Uma vez que SNPs com elevado DL tendem a mostrar uma mesma ge-
nealogia evolutiva, acredita-se que SNPs adjacentes possam fornecer evidéncias importantes para os genes de
interesse. O nimero 5.000 foi utilizado como referéncia ao tamanho médio de um gene em sorgo, com base no
comprimento de sequéncias preditas relacionadas a maturidade desta espécie (BHOSALE ET AL., 2012).

Variantes adjacentes as posi¢des estimadas foram selecionadas enquanto houve DL entre os SNPs mais
extremos, delimitando assim as regides de interesse. A presenca de DL foi detectada com base na correcdo de

Bonferroni (WEIR ET AL., 1990) para multiplos testes, a partir das probabilidades obtidas pelo teste exato de Fisher
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(FisHER, 1935). Essas andlises foram realizadas utilizando-se o software R (R CORE TEAM, 2015).

3.2 Diversidade Genética e Testes de Neutralidade

Estatisticas de diversidade genética e neutralidade foram estimadas para cada regido gendmica de in-
teresse, a saber: (i) numero de sitios polimoérficos (S) considerando todos os acessos (WATTERsoN, 1975); (ii)
diferenca nucleo-tidica entre pares de sequéncias () envolvendo todos os acessos (Tanma, 1983); (iii) taxa de mu-
tacdo populacional (6y) para cada sitio e todos os sitios (WATTERSON, 1975); e (iv) estatisticas D de Tajima (Tarma,
1989) e R2 de Ramos-Onsins-Rozas (Ramos-Onsins and Rozas, 2002) como testes de neutralidade para investigar
desvios do modelo padrao baseado em neutralismo (WAKELEY, 2009). A estatistica Ry foi especificamente utilizada
para detectar desvios causados pela alteracdo do tamanho efetivo populacional (expansao ou redugdo). Essas ané-
lises foram realizadas utilizando-se o pacote pegas (Parabis, 2010), disponivel no software R (R CORE TEAM,
2015).

3.3 Modelos de Coalescéncia

3.3.1 Estrutura Populacional e Fluxo Génico

Andlises de coalescéncia com fluxo génico foram realizadas para sete populacdes de diferentes localida-
des utilizando-se a versdo bayesiana da abordagem proposta por BeerL1 and FELSENSTEIN (2001). Tais localidades
foram apresentadas na se¢@o 3.1.3. Esta abordagem baseia-se no modelo de isolamento geografico com fluxo
génico (WRIGHT, 1931), que é fundamentado nos pressupostos do modelo de FisHer (1930) e WriGHT (1931) es-
truturado. No total, 49 parAmetros populacionais foram simultaneamente estimados, correspondendo as sete taxas
de mutacdo das populacdes e as 42 taxas de fluxo génico assimétricas envolvendo todos os possiveis pares de
populacdes. Uma matriz de migracdo com fluxo génico (NorDBORG, 2007) P foi obtida contendo todos os paré-
metros populacionais estimados, conforme representacdo mostrada a seguir (Beerrr and FeLsensteN, 2001). Tal
representacdo foi modificada em relag@o a matriz original de BEerLI and FeLsensTEIN (2001), que ndo manteve os
indices (subescritos) das taxas de fluxo génico de acordo com os conceitos da teoria de matrizes, dificultando o

entendimento.

01 Mz Mis . Mi,
P Mo B2 Mas . Mo,
Mnl Mn2 e Mn,n—l 011

Na matriz P, 61,0,...,6, as taxas de mutagdo correspondentes as n populagdes e Mo, M;s,.... M, -1 as
taxas de fluxo génico assimétricas envolvendo pares de populacdes. O parametro M;; é equivalente a razdo %,
sendo m;; a taxa de fluxo génico por geracdo que ocorre da populacdo i para a populagio j e u a taxa de mutagdo
por sitio e geracdo. O parametro 6; € igual a 2Ne(i) 4, sendo NLE") o tamanho efetivo da populag@o i em um modelo
de Fisuer (1930) e WriGHT (1931). Oportunamente, o valor de 6 do presente modelo serd referido como 6 4.

Para a estimacdo da matriz de parametros P, genealogias ancestrais importantes e correlacionadas fo-

ram simuladas com base no procedimento de MCMC. A partir de uma distribui¢@o a priori logaritmica para 6 e
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linear para M (Kunner and Smrrs, 2007), e do modelo evolutivo F84 apresentado por FELSENSTEIN and CHURCHILL
(1996), o MCMC foi realizado por meio do algoritmo Metropolis-Hastings (METROPOLIS ET AL., 1953; HASTINGS,
1970). Assim, certa genealogia simulada no estado G, foi obtida a partir de pequenas alteracdes nos ramos ances-
trais da genealogia simulada no estado G,_; (BeerLI and FeLseNSTEIN, 2001), com base nos coalescentes condicio-
nais (FELSENSTEIN ET AL., 1999). A transi¢@o de uma genealogia para outra ao longo do MCMC, indicando progresso
no processo de simulacdo, ocorreu sempre que a probabilidade da genealogia G, foi superior a probabilidade da
genealogia G;_1.

Inicialmente, 20 cadeias curtas (iniciais), cada qual com 20.000 genealogias, foram percorridas para
obter estimativas iniciais e direcionadas dos parimetros. Com base nessas estimativas, 10 cadeias longas (finais),
cada qual com 400.000 genealogias, foram percorridas, e as estimativas da dltima cadeia longa foram utilizadas
para as inferéncias populacionais. Adicionalmente, este mesmo procedimento foi realizado considerando quatro
cadeias independentes e em paralelo (MCMCMC ou MC3, do inglés Metropolis-Coupled Markov Chain Monte
Carlo) (GEYER, 1991; Kunner ET AL., 2000) com diferentes temperaturas (1,0; 1,2; 1,5 e 4,0) (MORRELL ET AL.,
2003), sendo que, ao final de cada cadeia curta e longa, permutagdes foram realizadas com o objetivo de aumentar
a busca e eventualmente obter estimativas mais precisas dos pardmetros. Para todos os processos, as primeiras
40.000 e 400.000 genealogias das cadeias curtas e longas, respectivamente, foram descartadas como periodo de
aquecimento (burnin), correspondendo a 10% do total. O procedimento foi repetido por 10 vezes para o caso
em que n3o houve MC? e 5 vezes para o caso em que houve MC3, sendo realizado para cada regidio génomica
de interesse. Em fungio do tempo computacional, 0 MC? ndo foi realizado para a andlise de todas as regides
simultaneamente. Um valor maximo de 10.000 eventos de migracdo foi utilizado para cada processo realizado.

A func¢@o de verossimilhanga do presente modelo pode ser representada pela seguinte equagdo (BEERLI

and FELSENSTEIN, 2001):

L(P) = fg PG |P)P(D|G) 3.0)

sendo G o espago de genealogias simuladas e  a matriz que contém os pardmetros correspondentes a 6 e M.
Os parametros de # foram estimados para cada genealogia simulada, sendo estratégia utilizada pela abordagem
bayesiana no presente contexto.

Na expressdo de verossimilhanca da equagéo 3.1, P(G | P) foi calculado com base no seguinte modelo

(BeerL and FeLSENSTEIN, 2001):

T
P(G|P) :1—[[ exp( _uj[ s ku(erl) ki 25 My )x( 5J‘wa'vf+(1_5f)e% )]

J=1

O termo exponencial € a probabilidade de que em cada tempo j e em seu comprimento de genealogia u;
ndo acontegcam nem eventos de fluxo génico nem eventos de coalescéncia. O segundo termo da expressdo indica
que esses eventos podem supostamente acontecer. Tais eventos correspondem ao fluxo génico (M), que ocorre
da populagio w; para a populag@o v;, € ao coalescente, que ocorre para a populagdo v;. A varidvel indicadora ¢;
apresenta o valor de 1 quando um evento de fluxo génico acontece no tempo j ou o valor de 0 para o caso contrério.

kij corresponde ao niimero de sequéncias presentes na populagio i durante o intervalo de tempo j.
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As andlises do modelo de coalescéncia com fluxo génico foram realizadas utilizando a versdo Linux do

pacote LAMARC (KuHNER, 2006, 2009).

3.3.2 Recombinacao
3.3.2.1 Abordagem Completa

Estimativas de recombinag@o constante via coalescéncia foram obtidas para cada populagdo e regido
gendmica de interesse. Tais estimativas consideram a ocorréncia de uma tnica taxa de recombinacao histérica entre
todos os SNPs presentes em certa regido. Para tanto, utilizou-se a abordagem de maxima verossimilhanca proposta
por KunNer ET AL. (2000), que utiliza o procedimento do MCMC e o algoritmo Metropolis-Hastings (METROPOLIS
ET AL., 1953; HasTiNGs, 1970) para simular gréficos de recombinagao ancestral ou ARGs (GriFriTHs and MARJORAM,
1996), contemplando tanto eventos de coalescéncia quanto eventos de recombinacido (HEIN ET AL., 2004). A partir
de dois valores iniciais para a mutagdo (6y(1): valor de 6y € y(2): valor de 0,01 atribuido pelo software utilizado)
e um unico valor inicial para a recombinaga@o (pg: valor de 0,01 atribuido pelo software utilizado), ARGs foram
simulados utilizando a estratégia dos coalescentes condicionais, baseada no modelo F84 proposto por FELSENSTEIN
and CHuRcHILL (1996). De maneira independente, eventos de mutagdo foram incorporados nos ARGs amostrados
(Hupbson, 1990; McVEeaN and Carbin, 2005), de modo que, ao final, estimativas de mutag¢do e recombinagao (Ginicas
e constantes) foram obtidas a partir do conjunto de ARGs simulados. Essas estimativas representam os valores de
mutacdo e recombinac¢do que podem ser pontos de maxima verossimilhanca. Desconsiderou-se a ocorréncia de
multiplas recombinacdes e interferéncia entre intervalos adjacentes, bem como processos de conversao génica.

No caso da mutagdo, o valor de 7, = 2N,u por sitio foi estimado para cada regido e populagdo. No
caso da recombinacdo, os valores de ;—i e py, entre dois possiveis sitios também foram estimados para cada regido
e populagdo. Utilizou-se a mesma quantidade de iteragdes estabelecida para o modelo com fluxo génico, pois,
embora a quantidade de pardmetros seja aqui menor, trata-se de modelo complexo e dificil de ser investigado
(HE ET AL., 2004; McVEAN and CarbiN, 2005; NorbBorG, 2007). Entdo, 20 cadeias curtas de 20.000 ARGs e
10 cadeias longas de 400.000 ARGs foram percorridas, com o descarte (burnin) das primeiras 40.000 e 400.000
cadeias, respectivamente. Quatro cadeias independentes e em paralelo, com diferentes temperaturas (1,0; 1,2; 1,5
4,0) (MORRELL ET AL., 2003), também foram adicionalmente utilizadas para aumentar o espaco de ARGs simulados.

Apenas duas repeti¢des foram realizadas considerando auséncia e presenga de MC3. Isso foi decidido
basicamente por trés motivos: (i) a abordagem de maxima verossimilhanca € normalmente mais intensiva que a
bayesiana do ponto de vista computacional; (ii) dois valores iniciais para 6 foram considerados; e (iii) as estimativas
foram obtidas para cada regido e populacdo. Um valor mdximo de 1.000 recombinag¢des foi utilizado para cada
processo.

As andlises de coalescéncia para taxa de recombinacao constante também foram realizadas na versio

Linux do pacote LAMARC (KUHNER, 2006, 2009).

3.3.2.2 Abordagem Aproximada

Estimativas de recombinacdo varidvel para cada regidao gendmica e populacdo também foram obtidas

com base em abordagem aproximada de verossimilhanga. Ao contrario de se estimar um unico valor constante
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de recombinagdo para toda a regido, como foi realizado pela abordagem completa (se¢do 3.3.2.1), estimativas
varidveis envolvendo pares de SNPs foram calculadas utilizando-se o método de Autron and McVEan (2007). Tal
método € baseado no jMCMC (GRreen, 1995), que consiste em simular ARGs de alta probabilidade com base em
diferentes dimensdes, aumentando o espaco da busca.

O método de Auton and McVEan (2007) foi utilizado por meio de trés etapas. Na primeira delas, a taxa
de mutagdo populacional foi estimada a partir de uma versdo modificada do método de Warterson (1975), que é
baseada no modelo de sitios finitos. Tal modelo considera que determinado sitio polimérfico pode ter ocorrido a
partir de varios eventos histéricos de mutagdo. Entdo, com base em uma amostra de n sequéncias de comprimento

L e regido contendo § sitios polimérficos, foi possivel obter 6, para cada sitio e geragdo (equagdo 3.2):

a=( S (i) 62

i=1

Na segunda etapa, a regido em estudo foi dividida em conjuntos envolvendo pares de SNPs, reduzindo a
complexidade das andlises. Na terceira etapa, o método de verossimilhanca completa proposto por FEARNHEAD and
DonnELLy (2001) foi utilizado para cada conjunto de SNPs, possibilitando a simulagdo de muitas histdrias e, assim,
a estimagdo das taxas de mutacdo e recombinagdo. Considerou-se a possibilidade de mutagao reversa e utilizou-se
um intervalo de diferentes taxas de recombinag@o constante. Ao final, um conjunto de verossimilhancas completas
e pré-calculadas foi obtido, possibilitando o cdlculo da verossimilhan¢a composta ou aproximada (L¢) de acordo

com a equagdo 3.3 (AutoN and McVEaN, 2007):

Le(p) = s-1 HP(DU‘ | or(ij)) -3
i.j

em que a raiz com indice dependente de S corresponde a uma corre¢do para que a verossimilhanca seja confiavel-
mente calculada. Esta correcdo foi sugerida por Auton and McVEaN (2007) por meio da andlise de vérios cendrios
com dados simulados. D;; € p, ;) correspondem aos dados e as taxas de recombinagdo populacional entre os SNPs
i e j, respectivamente. p,(;j) € igual & 2N,r.(;j) (neste caso, os individuos sdo homozigotos para todos os locos),
sendo r,(;;) a taxa de recombinagdo por individuo e geragdo entre os SNPs i € .

Os pardmetros de simulacdo utilizados com o método de FEARNHEAD and DonneLLy (2001) foram: (i)
taxa de mutacdo inicial calculada para cada sitio com base no estimador de WarTerson (1975); (ii) taxas de re-
combinagdo constante variando de 0 a 100 para cada conjunto de SNPs; e (iii) posicdes investigadas a cada 1 Kb
de distncia. Os pardmetros utilizados com o método de Auton and McVEaN (2007) foram: (i) taxas de muta-
¢do e recombinagdo obtidas a partir do método de FEarRNHEAD and DonneLLy (2001); (ii) 10.000.000 de iteracdes
percorridas; (iii) penalizagdes variando de 0 a 50, conforme sugerido pelos desenvolvedores, e 10 repeti¢des para
cada uma das penalizacdes; (iv) reamostragem de ARGs a cada 100 processos de iteracdo; e (v) 1.000.000 de
cadeias descartadas em cada processo referentes ao periodo de aquecimento (burnin). As estimativas médias de
recombinacio varidvel foram selecionadas a partir da penalizagdo que apresentou a menor varia¢do ao longo das
10 repeticoes.

As andlises foram realizadas na versdo 2.2 do pacote LDhat utilizando os programas complete (FeEar-

NHEAD and DonnNELLy, 2001) e rhomap (Auton and McVEaN, 2007).
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3.4 Desequilibrio de Liga¢ao Via Coalescéncia

Até o momento, nenhuma medida do DL foi proposta considerando miiltiplos processos estimados via
coa-lescéncia. Nesse sentido, as estimativas de recombinacdo varidvel obtidas via rhomap (Auton and McVEAN,
2007) foram utilizadas para o cdlculo do valor esperado do DL (E[r?]), considerando cada populagdo e regido
gendmica de interesse. A abordagem do E[r?] escolhida (equagio 2.30) foi aquela em que a populagdo encontra-
se em equilibrio entre recombinag@o e deriva genética (Svep, 1968, 1971; WER ET AL., 1990). Isso porque a
outra abordagem disponivel do E[r?] (equagdo 2.29) considera a presenga adicional de (baixa) mutagdo, que, em
esséncia, é importante apenas por revelar algo do processo evolutivo (NorpBoRG and Tavarg, 2002). Entdo, com as
atencdes voltadas a0 mapeamento associativo, onde a recombinagdo € o fator de importancia para o DL (PriTcHARD
and PrRzeworsk1, 2001; NorpBORG and TavarE, 2002), decidiu-se utilizar o E[r?] da equagio 2.30.

Assim, E[r?], ou especificamente E[r?

homa p], pdde ser calculado pela seguinte equagao:

1 1
E[r?

x = 3.4
rhomap] 1 + ,Or(ij) 1 + 2Nerr(ij) ( )

em que p,(;j) € (i) correspondem as taxas de recombinagdo populacional e por individuo entre os SNPs i e j,
respectivamente. Note, portanto, que a equacdo 3.4 é equivalente a equacao 2.30.
O DL via medida r? (HiLL and RoBerTsoN, 1968) também foi calculado para os mesmos pares de SNPs,

5 2 2
e a correlacdo de Spearman entre 1 e E [rrhomap

| foi investigada utilizando o software R (R CORE TEAM, 2015).
O DL via coalescéncia também foi calculado a partir da estimativa inica e constante de recombinacio obtida pelo
método de KUHNER ET AL. (2000), obtendo-se E[rZy,xc)- Esta quantidade foi adicionalmente calculada como forma

de inferir sobre o DL de alta ordem envolvendo multiplos locos simultaneamente dentro de certa regido.
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4 RESULTADOS
4.1 Selecao dos Acessos de Sorgo

Do total de 265.487 SNPs gerados com a técnica de GBS, 247.806 (93,34%) foram selecionados e uti-
lizados nas andlises prévias de componentes principais. O processo de imputagdo via NPUTE identificou 17.681
(6,66%) sitios como sendo monomdrficos (Ginico nucleotideo) para o presente painel, os quais, portanto, foram ex-
cluidos das andlises. As maiores acuricias obtidas estiveram entre 96,70% e 97,38% de acordo com o cromossomo,
a partir de janelas variando de 26 a 34 SNPs.

O gréfico das anilises de componentes principais é mostrado na Figura 4.1. E possivel observar certo
agrupamento dos individuos pertencentes a populagdes como ETI, IND, NIG e AFS. Contudo, os dados totais de
SNPs ndo sugeriram a formacao de grupos claros de acordo com as populacdes. Para os EUA, por exemplo, os in-
dividuos se agruparam com acessos de todas as demais populagdes, de forma que os componentes principais pouco
sugeriram padrdes que possibilitassem a inclusio dos individuos de populacdes menos representativas nas sete po-
pulacdes selecionadas. Portanto, 58 individuos pertencentes as popula¢des ndo selecionadas foram excluidos do

painel inicial, restando, assim, um subpainel de 298 para as andlises.

4.2 Selec¢ao das Regidoes Gendmicas

De um total de sete locos gendmicos inicialmente selecionados, cinco foram mantidos para as analises de
coalescéncia. Apenas 14 e 4 SNPs foram observados para os locos Dw3 e Ma6 (respectivamente) enquanto houve
DL a partir das suas posi¢des estimadas no genoma (resultados ndo mostrados). No nosso entendimento, essas
quantidades sdo insuficientes para as inferéncias, e portanto ambos os locos foram desconsiderados do presente
trabalho.

Os padrdes do DL envolvendo pares de SNPs adjacentes as posi¢des dos locos Dwl, Dw2, Dw4, Mal
e Ma3 sdao mostrados na Figura 4.2. Os graficos referentes a todos os locos sdo mostrados até o instante em que
associagdes significativas estiveram presentes ou queda pronunciada do DL foi observada, com base na correcio
de Bonferroni para multiplos testes.

Para o loco Dwl, uma regido adjacente de 70 quilo bases (Kb) foi selecionada tanto para direita quanto
para esquerda da sua posicdo estimada (cromossomo 9: 57,2 Mb), totalizando 140 Kb. Nesta regido, 89 SNPs fo-
ram observados e 900 (22,98%) associacdes de pares foram estatisticamente significativas quanto ao desequilibrio
de um total de 3.916 associacdes. Para o loco Dw2, uma regido de 75 Kb foi selecionada a partir da sua posicao
estimada (cromossomo 6: 42,2 Mb), totalizando 150 Kb. Ao todo, 85 SNPs foram detectados e 682 (19,10%)
associagdes mostraram estar em DL a partir de 3.570 combinacdes possiveis envolvendo pares de SNPs. Para o
loco Dw4, uma regiao total de 140 Kb foi selecionada ao redor da sua posicdo estimada (cromossomo 6: 6,6 Mb),
contendo 54 SNPs e 653 (45,63%) associagdes em DL de um total de 1.431 pares de SNPs. Para o importante loco
de maturidade Mal, uma regido total de 160 Kb foi selecionada adjacentemente a sua posi¢do estimada (cromos-
somo 6: 40,3 Mb), contendo 39 SNPs e 269 (36,30%) associagdes preferenciais a partir de 741 associagdes totais.
E, por fim, uma regido total de 120 Kb foi selecionada em torno da posi¢do estimada do loco Ma3 (cromossomo
1: 60,92 Mb), contendo 52 SNPs e 235 (17,72%) associa¢des estatisticamente significativas de um total de 1.326

combinagdes.
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Figura 4.1: Gréfico das andlises de componentes principais utilizando 247.806 SNPs e 356 individuos do painel
mundial de acessos de sorgo. Os trés primeiros componentes principais foram utilizados para inferir sobre os pa-
drdes de agrupamento. As populagdes referentes aos paises Etiépia, India, Nigéria, Africa do Sul, Sudido, Uganda
e Estados Unidos s@o indicadas na legenda como ETI, IND, NIG, AFS, SUD, UGA e EUA, respectivamente. Os
individuos oriundos das demais populagdes estdo representados na legenda por Outras

4.3 Estatisticas de Diversidade e Testes de Neutralidade

As estatisticas de diversidade genética e os testes de neutralidade sdo mostrados na Tabela 4.1. Tais
quantidades sdo apresentadas para se ter uma visdo inicial dos padrdes de variagdo. E possivel observar variabi-
lidade genética entre as regides gendmicas de interesse, com base na quantidade de sitios polimérficos (S), nas
estimativas das taxas de mutagdo para toda a regido e por sitio (O (regizo) € Ow(sitio)) € na diversidade nucleotidica
(). A regiao Dwl, localizada no cromossomo 9, foi a que apresentou o maior polimorfismo (S = 89) e os maiores
valores das taxas de mutag@o (O (regizo) = 14,189 € Ow(siio) = 1,148 X 10~%). Em contrapartida, a regiio que

apresentou o menor polimorfismo (S = 39) € as menores estimativas de mutagdo foi a Mal (O (regiao) = 6,217 €
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Figura 4.2: Queda do desequilibrio de liga¢do, —log;,(p), em fungdo da distincia fisica entre SNPs em pares de
bases (pb). A probabilidade obtida a partir do teste exato de Fisher é mostrada em escala logaritmica, e o limiar
correspondente ao procedimento de Bonferroni para multiplos testes € indicado pela linha horizontal pontilhada.
Os pares de SNPs estatisticamente significativos (em DL) estdo indicados acima da linha do Bonferroni. No titulo
de cada gréfico, sdo mostradas as extensdes em Kb determinadas para cada regido gendmica contendo o respectivo
loco
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Ow (sttio) = 0,415 X 107), situada no cromossomo 6. Um aspecto interessante € que os locos fisicamente ligados
Dw2 e Mal apresentaram grandes variacdes de polimorfismo e das taxas de mutacéo por regido e para cada sitio.
Embora o tamanho definido para as regides possa influenciar nos padrdes de variacdo, Mal foi a regido que teve a
maior quantidade de pares de bases e a menor variacdo. Esta influéncia pode ter sido aqui pouco expressiva.

Com base na comparagdo de pares envolvendo os 298 individuos do subpainel utilizado, as maiores
diferencas entre nucleotideos de um mesmo sitio polimoérfico foram apresentadas pelas regides Mal (m = 0,293)
e Dw4 (r = 0,238). A regido Mal foi a unica que apresentou valor significativo para a estatistica D, indicando
desvios do modelo padrdo baseado em neutralismo. O valor positivo de D sugeriu uma menor propor¢do de
polimorfismos de baixa e alta frequéncias para a regido Mal. Um valor positivo e elevado de D também foi
observado para a regido Dw4, embora este nio tenha sido estatisticamente significativo. Nenhuma regido gendmica
apresentou valor significativo para a estatistica de crescimento populacional Rs.

Tabela 4.1: Estatisticas de diversidade genética e testes de neutralidade para as cinco regides gendmicas conside-
rando o subpainel de 298 individuos de sorgo

Regido Cr. S Tamanho Ow (Regido) Ow sitio) T D Ro
(pb)

Dwl 9 89 123.587 14,189 1,148 0,151 —-0,164"¢ 0,075

Dw?2 6 85 140.029 13,551 0,968 0,124 -0,673" 0,062"*

Dw4 6 54 131.451 8,609 0,655 0,238 1,432"¢ 0,119™

Mal 6 39 149.808 6,217 0,415 0,293 2,348™ 0,146"*

Ma3 1 52 114.138 8,290 0,726 0,185 0,457 0,092"*

Notas: S € o numero de sitios polimoérficos; 6y € a taxa de mutacdo por geracdo (WATTERSON, 1975); & corresponde a diversidade
nucleotidica, que € a propor¢ao da soma das diferengas entre pares de individuos e o total de comparagdes de pares (Tanma,

1983); D (Tanma, 1989) e Ry (Ramos-Onsins and Rozas, 2002) correspondem aos testes de neutralidade; "*: Nao significativo;
Ow (Regido)

Tamanko > valores de Oy (siio) €stdo na escala de 107

**: P-valor < 0,01; Ow(regiao) = Z";T’ Ow(stiio) =

4.4 Estrutura Populacional e Fluxo Génico

As estimativas de mutag@o (6.1) e fluxo génico (M) envolvendo as sete populagdes de sorgo sdo apre-
sentadas na Figura 4.3. Uma inspecdo desses resultados mostra que, em geral, as regides gendmicas contendo os
locos Dwl, Dw2, Dw4, Mal e Ma3 sugeriram elevadas taxas de fluxo génico para miiltiplos pares de populacdes,
algo que nao foi observado com a mesma magnitude na andlise com todas as regides simultaneamente. Embora os
intervalos de credibilidade tenham sido, em geral, menores e mais precisos na andlise total, as estimativas de cada
regido mostraram evidéncias importantes para a histéria de melhoramento do sorgo. Tais evidéncias ndo se resu-
mem apenas as elevadas taxas de fluxo de génico, mas também aos padrdes especificos obtidos para cada regido,
sugerindo histérias evolutivas distintas.

Um exemplo claro da importincia da andlise individual ocorreu para as populacdes da ETI e de UGA.

O nimero médio de individuos que migraram da ETI para a UGA por geragdo, e que forneceram contribuicio
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genética-evolutiva, foi bastante elevado considerando as regides Dwl (Mg = 66,55) e Dw4 (M1 = 91,90). No
entanto, tal nimero de migrantes foi menor e préximo para as regides Dw2 (Mg = 11,03) e Mal (Mg = 11,40)
e também para o Total (Mys = 7,11), embora ainda tenha sido elevado. Para a regido Ma3, o nimero médio de
individuos que migraram da ETI para a UGA por geracéo foi bastante inferior (Mj = 0,55).

O niimero médio de migrantes por geracdo que forneceu contribui¢do genética-evolutiva variou de 0,55
(Ma3, ETI-UGA) a 99,10 (Dw2, NIG-EUA). As maiores taxas médias de fluxo génico foram observadas para
as regides Dw4 (52,07), Mal (48,97) e Ma3 (47,35), enquanto que as menores taxas foram verificadas para Dw1
(44,56), Total (43,33) e Dw2 (41,78). O maior fluxo génico observado foi da NIG para os EUA na regido Dw2
(99,10), com a primeira tendo a menor quantidade de polimorfismo (5 SNPs) entre todas as populacdes. Algo
similar também foi observado para as populacdes da AFS e de UGA na regido Ma3. No primeiro caso, elevado
fluxo génico foi verificado da AFS para as populagées da ETI (65,94), da NIG (88,33) e do SUD (79,23), utilizando
um total de 18 SNPs. No segundo caso, elevado fluxo génico foi observado de UGA para a IND (95,26), o SUD
(93,89) e os EUA (98,19), considerando 15 SNPs.

Todos os possiveis pares envolvendo as sete populagdes apresentaram taxas de fluxo génico assimétricas,
seguindo o modelo proposto. Isso significa que, por exemplo, o nimero médio de individuos que migraram da
ETI para o SUD (M5 = 46,61) por geracdo ndo foi o mesmo que do SUD para a ETI (M5, = 66,67), com
base nos intervalos de credibilidade ndao sobrepostos na andlise total. Do total de 21 combinacdes envolvendo
pares de populacdes, apenas 11 mostraram assimetria a partir da andlise com todas as regides. Tais combinacdes
assimétricas sdo: (i) ETI-SUD (M5 = 46,61 e M5, = 66,66), (ii) ETI-EUA (My7 = 21,95 e M7, = 41,33),
(iii) IND-AFS (Ma4 = 32,16 e Myo = 58,82), (iv) NIG-AFS (Ms4 = 67,83 e Mys = 46,68), (v) NIG-SUD
(Mss = 73,51 e Ms3 = 26,73), (vi) NIG-EUA (M3 = 88,72 e Mz = 58,68), (vii) AFS-SUD (Mys = 93,64 ¢
M5 = 37,46), (viii) AFS-UGA (Mys = 14,59 e Mgy = 47,04), (ix) AFS-EUA (My7 = 49,87 e M7y = 35,77),
(x) SUD-EUA (Ms7 = 42,42 e Mys; = 33,78) e (xi) UGA-EUA (Mgy = 57,09 e M7g = 89,08). As demais
combinagdes mostraram assimetria com base nos padrdes especificos de cada regido, mostrando, novamente, a

importancia da andlise individual no entendimento do processo evolutivo.

4.5 Recombinacao e Desequilibrio de Ligacao

As taxas de mutagdo (por sitio) obtidas a partir do modelo de coalescéncia com recombinagio (6z,,) mos-
traram estimativas superiores as taxas de mutagdo (por sitio) obtidas a partir da abordagem classica (6y) (Tabela
4.2). Embora 6y, e 6y tenham apresentado uma elevada correlacdo de Spearman (r = 0,779), os resultados diferen-
tes mostraram que a maxima verossimilhanca foi importante para obter estimativas mais precisas da variabilidade
genética. Isso porque 6y, por pouco explorar a investigacdo genealdgica a partir dos dados, nio capitaliza toda a
informacao disponivel nos mesmos. Além disso, maior precisdo deve ter sido obtida pela estimacdo simultanea de
01, € da taxa de recombinagdo dependente do polimorfismo (;—i), mostrando um cendrio evolutivo possivelmente
mais real.

Ao comparar as taxas de mutacdo (por sitio) dos modelos de fluxo génico (6.41) € recombinagio (6y,),
observou-se grande diferenca em suas estimativas (Figura 4.3 e Tabela 4.2). Sempre que 6; ¢ mostrou estimativa
inferior a 2 x 10~ para certa regifo e populacio, 01, mostrou estimativa superior, atingindo um valor dez vezes

maior ou mais para alguns casos (Dwl: NIG; Dw2: NIG; Dw4: NIG e AFS; Mal: UGA). Em contrapartida,
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Figura 4.3: Taxas de mutagao (6,4) e fluxo génico (M) estimadas via coalescéncia (LAMARC) para sete populacdes
de sorgo (ETIL, IND, NIG, AFS, SUD, UGA e EUA), considerando cada regido gendmica e todas elas simultanea-
mente. As taxas de mutagdo (escala de 107%) estdo mostradas na diagonal principal das matrizes, correspondendo
ao nimero médio de mutacdes por sitio entre dois individuos quaisquer até a ocorréncia do evento de coalescéncia.
As taxas de fluxo génico encontram-se nos elementos fora da diagonal principal, correspondendo ao nimero médio
de migrantes por geracdo. Os nimeros entre colchetes correspondem aos intervalos de credibilidade. Neste mo-
delo (Beerur and FeLsensTEIN, 2001), as taxas de mutacdo e fluxo génico sdo constantes ao longo das geragoes. O
primeiro e o segundo indices dos elementos das matrizes correspondem as populagdes que forneceram e receberam
migrantes, respectivamente. Por exemplo, M5, de qualquer uma das matrizes mostradas, é a taxa de fluxo génico
por geracdo resultante da migrac@o de individuos da ETI para a IND



53

sempre que 0y foi superior a 2 X 1074, a estimativa de 6y, foi inferior, com 6y atingindo um valor dez vezes
maior ou bem acima para alguns casos (Dwl: AFS, SUD e EUA; Dw2: AFS e UGA; Dw4: ETI, IND, UGA e EUA;
Mal: IND, AFS e EUA; Ma3: ETI, IND e EUA). A correlagdo de Spearman entre 67 € 0y, foi igual a 0,484,

mostrando uma estimativa inferior quando 6y, foi correlacionado com 8y da abordagem classica (r = 0,779).

A regido gendmica que mostrou a maior taxa de mutagdo média (escala de 10™*) foi a Dwl (2,27),
seguida das regides Dw4 (1,36), Dw2 (1,30), Ma3 (1,17) e Mal (0,73). As maiores variabilidades genéticas, em
ordem decrescente e de acordo com a regido e a populagdo, foram: (i) 3,414 (Dwl, AFS); (ii) 2,780 (Dwl, EUA);
(iii) 2,722 (Dwl, UGA); (iv) 2,659 (Dw2, EUA); (v) 2,189 (Dwl, NIG); (vi) 2,182 (Ma3, EUA); e (vii) 2,054
(Dw4, EUA).

As taxas de recombinag@o constante (LAMARC) que sdo dependentes da mutacdo (/%) apresentaram va-
riacdes entre as regides e populacdes (Tabela 4.2). A maior taxa média de ;—; (escala de 1073) por Kb foi para a
regido Dw2 (1,578), seguida das regides Ma3 (1,209), Dwl (0,347), Mal (0,213) e Dw4 (0,129). As médias ele-
vadas de ;—f das regides Dw2 e Ma3 ocorreram principalmente devido as altas estimativas das populacdes da NIG
(10,159) e da IND (6,789), respectivamente. As taxas de recombinacdo independentes da mutacio (o, ) mostraram
menores variagdes, com o maior valor médio (escala de 10~3) por Kb apresentado pela regido Ma3 (0,246), se-
guida das regides Dw2 (0,121), Dwl (0,115), Dw4 (0,057) e Mal (0,030). As taxas mais elevadas de p; ocorreram
para a regido Ma3, por meio das populagdes da IND (0,882), da ETI (0,329) e o Subpainel (0,346). A taxa de pr,
da NIG na regido Dw2 (0,224), embora elevada, mostrou ser bastante inferior ao valor de p; da IND na regido
Ma3 (0,882). Ambas tiveram valores parecidos de recombinacdo quando houve dependéncia da mutag@o, mas

apresentaram valores bem distintos na sua independéncia.

A Tabela 4.3 apresenta as taxas de recombinag¢@o minima (o,(uin) ), média (0, (\ed)) € MAXima (0r(Max))»
estimadas via coalescéncia (rhomap), obtidas para cada regido gendmica e populagdo. Ao contrario das taxas de
recombinacido mostradas na Tabela 4.2, que foram obtidas a partir do modelo de recombinag¢do constante (KUHNER
ET AL., 2000), tais recombina¢des foram obtidas a partir do modelo de recombinagdo varidvel ao longo da regido
(Auton and McVEaN, 2007). De forma geral, os padrdes obtidos indicaram processos de recombinacio especificos
para cada regido, e também para cada populacdo dentro de certa regido. Por exemplo, as menores e maiores
taxas de recombinacdo detectadas para as regides foram: (i) 0,053 (UGA) e 1,721 (ETI) para Dwl; (ii) 0,021
(UGA) e 76,320 (Subpainel) para Dw2; (iii) 0,010 (NIG) e 1,625 (ETI) para Dw4; (iv) 0,004 (AFS) e 1,934
(EUA) para Mal; e (v) 0,058 (SUD) e 2,039 (IND) para Ma3. Considerando todas as populacdes, a maior taxa de
recombinacdo média foi a da regido Dw2 (3,395), seguida das regides Ma3 (0,465), Dwli (0,403), Dw4 (0,241) e
Mal (0,060). Além disso, algumas populagdes apresentaram recombinagdes maximas bastante diferentes da taxa
de recombinacio média para certa regido, como foi o caso da NIG (6,729) e dos EUA (38,439) na regido Dw2. As
taxas de recombinacdo dos EUA e do Subpainel nesta regido foram extremamente elevadas, estando muito além

do valor médio observado.

Enquanto a Tabela 4.3 apresenta as taxas de recombinacdo minima, média e maxima para todas as
regides gendmicas e populacdes, o Grifico 4.4 mostra as taxas de recombinagdo (p,/Kb) entre todos os SNPs
adjacentes para algumas regides e populacdes. Tais regides mostraram padrdes bastante varidveis de recombinacao,
e portanto foram utilizadas como exemplo para discussdo. Esses padrdes podem ser claramente visualizados por

meio da escala diferente do eixo y. O caso (A), correspondendo a populacdo da ETI na regido Dwl, e o caso (D),
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Tabela 4.2: Taxas de mutagdo (6,) e recombinagio (;—i e p por Kb) estimadas via coalescéncia (LAMARC) para
cada uma das cinco regides gendmicas e sete populacdes de sorgo, bem como para o subpainel de 298 individuos.
A taxa de mutacdo estimada via abordagem cldssica (fy) também € mostrada, e ambas 6y e 6y, (escala de 1074
correspondem ao niimero médio de mutacdes por sitio. ;—’L (dependente da mutagdo) e p; (independente da mu-

tagdo) (escala de 1073) correspondem ao niimero médio de recombinacdes entre dois individuos quaisquer até a
ocorréncia de um evento de coalescéncia. Neste modelo (KUHNER ET AL., 1995), 6, ;—L e pr sdo constantes ao

L

longo das geracdes. IC € o intervalo de confianca. E [rEAMARC] corresponde ao desequilibrio de ligacdo de alta ordem
calculado a partir do p; de toda a regido

Regido Populagio st O (sttio) O1p(sitio) ICy,  (95%) /Kb 1Cr (95%) pL/Kb E[rZyyarc]
Dwl ETI 47 0.924 1.275 0.771-2,153 0.237 0,119 - 0,451 0,042 0,996
IND 50 1083 1635 0,943 - 2,427 0.194 0,093 - 0,368 0,044 0,996
NIG 58 1.288 2,189 1,339 - 4,191 0.237 0,114 - 0,479 0,072 0,994
AFS 60 1565 3414 2,477 - 5,466 0.237 0,119 - 0,451 0,042 0.996
SUD 53 1,021 1.851 1,181 - 2,441 0,449 0.279 - 0,605 0.115 0,989
UGA 47 1,196 2,722 1,412 - 5,336 0.306 0,128 - 0,491 0,116 0.989
EUA 86 1,243 2,780 2,283 - 3414 0,547 0,425 - 0,694 0.211 0,982
Subpainel 89 1148 3,572 3,025 -4,105 0.565 0.455 - 0,726 0.281 0,976
Dw2 ETI 31 0.538 0,892 0455- 1214 0.628 0,314-0,912 0,092 0,992
IND 31 0.593 1153 0,637 - 1,736 0.301 0.116 - 0,541 0,057 0.995
NIG 05 0,098 0,134 0,097 - 0,170 10.159 5,202 - 14,19 0,224 0,982
AFS 36 0.829 1.402 0.880 - 2,871 0.187 0.061 - 0,347 0,043 0.997
SUD 68 1156 1718 1,238 - 2,477 0.217 0,148 - 0,365 0,062 0,995
UGA 42 0,943 1129 0,656 — 3,600 0.108 0.029 - 0,383 0,020 0.998
EUA 81 1,033 2,659 2,125 - 2,981 0.394 0,339 - 0,524 0,172 0,986
Subpainel 85 0,968 2,871 2,428 - 3211 0.627 0.541-0.768 0.296 0.976
Dwd ETI 46 0,850 1,282 0.756 - 2,029 0.130 0,022 - 0,146 0,040 0.998
IND 42 0.856 1,343 0.653 - 2,469 0,040 0,010 - 0,093 0,013 0,999
NIG 38 0.793 0.892 0,489 - 1,298 0,041 0,000 - 0,067 0,009 0,999
AFS 33 0.809 0.896 0,468 - 5,525 0,006 0,000 - 0,068 0,001 0,999
SUD 43 0.779 1.339 0.793 - 2,025 0.095 0,067 - 0,234 0,031 0,998
UGA 38 0.909 1,693 0.781 - 2,867 0,096 0,038 - 0,179 0,040 0,998
EUA 49 0.666 2,054 1.389 - 2,338 0.253 0.214 - 0,403 0,127 0,993
Subpainel 54 0.655 2,112 1,721 - 2,329 0.374 0,301 - 0,530 0,192 0,989
Mal ETI 28 0.454 0.549 0.234- 0,963 0.010 0,000 - 0,032 0,002 0,999
IND 30 0.536 0.896 0,521 - 1,401 0.063 0,032-0,125 0,022 0,999
NIG 25 0458 0.555 0.331- 1,054 0,005 0,000 - 0,025 0,001 0,999
AFS 25 0.538 0,490 0.232 - 1,070 0.000 0,000 - 0,004 0,000 1.000
SUD 26 0413 0,607 0,336 - 0,836 0,036 0.007 - 0,081 0,008 0,999
UGA 24 0.504 1,291 0422-2,153 0.007 0,000 - 0,028 0,004 0,999
EUA 39 0.465 0,687 0,620 - 0,765 0.283 0,244 - 0,349 0,075 0,997
Subpainel 39 0415 0.247 0.229 - 0,268 1.302 1163 - 1,515 0,124 0,995
Ma3 ETI 35 0.745 1,144 0,943 - 1,326 1311 1,139 - 1,621 0.329 0,983
IND 34 0.798 0,592 0,529 - 0,642 6.789 6.215 - 7,717 0.882 0,957
NIG 36 0.865 1,704 1062 - 2,738 0.142 0,076 - 0,285 0,053 0,997
AFS 18 0.508 0,957 0451 - 1,986 0,072 0,000 - 0,190 0,015 0,999
SUD 28 0.584 1,153 0.738 - 1,690 0.186 0,094 - 0,358 0,047 0,997
UGA 15 0413 0,478 0219 - 1,075 0.000 0,000 - 0,031 0,000 1,000
EUA 51 0.798 2,182 1.923 - 2,679 0.619 0.493 - 0.717 0.297 0.985
Subpainel 52 0.726 2,848 2,556 - 3,422 0.554 0,429 - 0,622 0,346 0,983

INtimero de sitios polimérficos
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Tabela 4.3: Taxas de recombinagdo minima (o,in)), Média (0, (Med)) € Méxima (o, (Max)) €stimadas via coa-
lescéncia (rhomap) para cada uma das cinco regides gendmicas e sete populacdes de sorgo, bem como para o
subpainel de 298 individuos. Neste modelo de coalescéncia (Auton and McVEan, 2007), tais taxas correspondem
ao numero esperado de recombinagdes que acontece para determinado conjunto (par) de SNPs em uma distancia
de 1 Kb. Essas taxas sdo consideradas varidveis ao longo da regido de interesse

Regido Populagdo Pr(Min) Pr(Med) Pr(Max)
Dwl ETI 0,344 0,680 1,721
IND 0,073 0,234 1,169

NIG 0,110 0,285 1,076

AFS 0,115 0,364 1,252

SUD 0,110 0,406 1,435

UGA 0,053 0,223 0,698

EUA 0,145 0,432 1,320

Subpainel 0,186 0,599 1,712

Dw2 ETI 0,329 0,768 2,029
IND 0,035 0,329 1,548

NIG 0,302 2,420 6,729

AFS 0,183 0,491 1,583

SUD 0,285 0,888 1,954

UGA 0,021 0,273 1,301

EUA 0,210 7,125 38,439

Subpainel 0,346 14,868 76,320

Dw4 ETI 0,060 0,288 1,625
IND 0,036 0,061 0,181

NIG 0,010 0,033 0,621

AFS 0,100 0,278 0,905

SUD 0,117 0,334 1,146

UGA 0,079 0,381 1,131

EUA 0,089 0,291 1,554

Subpainel 0,148 0,265 0,660

Mal ETI 0,009 0,011 0,021
IND 0,018 0,162 1,357

NIG 0,009 0,022 0,134

AFS 0,004 0,006 0,018

SUD 0,013 0,016 0,025

UGA 0,013 0,017 0,050

EUA 0,039 0,159 1,934

Subpainel 0,034 0,085 1,053

Ma3 ETI 0,279 0,619 1,132
IND 0,558 0,838 2,039

NIG 0,152 0,366 1,499

AFS 0,171 0,340 0,551

SUD 0,058 0,194 0,898

UGA 0,599 0,695 0,938

EUA 0,198 0,340 0,756

Subpainel 0,181 0,327 1,241
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correspondendo a populagio da IND na regido Ma3, parecem se assemelhar na variagdo de p,, que permanece entre
0,500 e 2,000 recombinac¢des médias por Kb. O caso (B), que corresponde a populacido dos EUA na regido Dw2,
mostra um valor de 38,439 recombina¢des médias por Kb, uma estimativa bastante elevada e diferente dos padrdes
das demais regides e populacdes. Por fim, o caso (C) mostra os baixos padrdes de recombinagido da populacdo do

SUD na regido Mal, ndo ultrapassando o valor de 0,025 recombinac¢des médias por Kb.

O DL calculado via medida tradicional (r?) e coalescéncia (E[r? ) é mostrado na Figura 4.5. E

rhomap]
possivel observar que os padrdes de ambos foram muito préximos em alguns casos. Foi o que aconteceu, por
exemplo, para as regides e populacdes Dw2 (IND), Dw2 (UGA) e Mal (IND, NIG, AFS, SUD e UGA), onde, em

geral, forte DL foi observado em grandes blocos de associa¢do. Contudo, é possivel perceber que o 2

ndo parece
fornecer uma definicéo clara da extens@o de possiveis blocos para casos em que os padrdes sdo completamente
elevados na regido. Um exemplo claro acontece com a populacdo da NIG na regido Dw4. Embora ambas as
medidas evidenciam que h4 forte DL nesta regifio, ha certa descontinuidade nos padrdes mostrados por 12, algo que

nio acontece com o E[r?

rhomap]. Possivelmente, esse comportamento esta associado ao viés comumente verificado

com o uso do 72, de modo que o DL via coalescéncia (E[r?

rhomap}) pode ser fundamental para uma melhor definicio

das associagdes.

O DL de alta ordem (E [y ,zc)- Tabela 4.2) sugeriu estimativas extremamente elevadas (0,957 — 1,000)
para todas as regides gendmicas e populacdes. Tais estimativas foram obtidas a partir das baixas taxas de recombi-
nagdo (o) sugeridas pelo LAMARC considerando o polimorfismo de toda a regido gendmica. Embora houve casos
emque o r” e o E[r7 | foram bastante elevados e mostraram estar proximos de E|[r7yy,pc], este DL ndo mostrou
estimativa representativa das associagdes para todas as regides e populagdes. Tal evidéncia se torna ainda mais
clara ao comparar as estimativas de 0,957 — 0,999 do E[rZ,uzc] com o DL médio a partir das estimativas do r2
(Figura 4.5), que variaram da seguinte forma, de acordo com a regido gendmica: (i) 0,127 — 0,351 para regifo
Dwl; (ii) 0,106 — 0,486 para a regido Dw?2; (iii) 0,212 — 0,567 para a regido Dw4; (iv) 0,259 — 0,713 para a regiao
Mal; e (iv) 0,059 — 0,320 para a regido Ma3.

Os padrdes observados na Figura 4.5 claramente evidenciaram uma estrutura especifica do DL para as
populacdes ao longo das regides. Essa especificidade pode ser visualizada de duas diferentes maneiras: (i) DL entre
regides gendmicas; e (ii) DL entre populagdes para uma dada regido. No primeiro caso, é possivel perceber que o
DL variou consideravelmente de acordo com a regido do genoma. As regides que pareceram ter DL mais extensivo
foram Mal, Dw4 e Dw2, em ordem decrescente de associacdo. As regides Dwl e Ma3 também apresentaram DL
relativamente extensivo, s6 que em menor propor¢do e para uma ou outra populagdo.

No segundo caso, o DL mostrou-se de forma bastante especifica de acordo com a populagdo. Com
exce¢do da regido Mal, em que praticamente todas as populacdes apresentaram forte bloco de associagao, todas
as demais tiveram populacdes com padrdes especificos de DL. Por exemplo, as populacdes da IND e de UGA
mostraram maior DL em comparagdo com as demais para ambas as regides Dwl e Dw2. Isso também ocorreu com
as populacdes da ETI, IND e NIG na regidao Dw4, e do SUD na regido Ma3.

Um resultado muito curioso foi verificado para o Subpainel de individuos. Para todas as regides, o DL
presente no Subpainel foi inferior ou proximo aquele verificado para as demais populagdes. Isso mostra que a
mistura populacional de individuos oriundos de diferentes localidades ndo gerou acréscimos nos padrdes do DL,

algo que pode eventualmente acontecer.
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Figura 4.4: Taxas de recombinagdo (p,/Kb) estimadas via coalescéncia (rhomap) entre todos os pares de SNPs
adjacentes para algumas das regides e populacdes mostradas na Tabela 4.3. No presente gréifico, todas as taxas de
recombinacio entre SNPs adjacentes sdo apresentadas, e ndo apenas as taxas minima, média e maxima, como foi
feito na referida Tabela. (A) Regido Dwl, Populacdo da ETI; (B) Regido Dw2, Populagdo dos EUA; (C) Regido
Mal, Populacdo do SUD; e (D) Regido Ma3, Populacdo da IND. Note a variacdo de escala mostrada no eixo vy,
indicando taxas de recombinagao bastante distintas de acordo com a regido gendmica e a populagdo. No caso (B),
uma taxa média de 38,439 recombinagdes por Kb é mostrada entre dois SNPs adjacentes para a populaciao dos
EUA na regido Dw2, sugerindo um possivel ponto quente de recombinacio (hotspot)
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As correlagdes de Spearman entre 12 e E[r? sdo mostradas na Tabela 4.4. E possivel observar que a

rhomap]
associagdo entre ambas as medidas € muito préxima de zero para todas as regides gendmicas e populagdes. Embora

hé varios casos em que 2 e E[r?

homa p} mostraram padrdes de associagdo distintos (Figura 4.5), os resultados das

correlacdes pouco refletem aquilo que, em geral, foi verificado nos heatmaps de DL. Isto ocorre porque as medidas

de correlagdo sdo uma estatistica de resumo.

Tabela 4.4: Correlacdes de Spearman entre o desequilibrio de ligacfio via medida tradicional (%) e coalescéncia

(E [rfhoma p}) para cinco regides gendmicas e sete populacdes de sorgo, bem como para o subpainel de 298 individuos
Populacao Regides Gendmicas

Dwl Dw?2 Dw4 Mal Ma3

ETI -0,097 -0,147 0,024 -0,020 0,064

IND -0,117 0,199 0,052 -0,055 -0,057

NIG 0,015 0,103 0,028 0,038 -0,052

AFS -0,006 0,054 0,016 -0,077 -0,023
SUD —-0,063 -0,110 —-0,122 -0,117 0,156
UGA -0,023 —-0,186 —-0,067 —-0,034 0,094
EUA —-0,027 0,001 -0,021 0,092 0,036

Subpainel —-0,024 -0,044 -0,013 -0,006 0,071
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Figura 4.5: Gréfico do desequilibrio de ligagdo via medida tradicional (r?) e coalescéncia (E[r?

regidio gendmica e populacio de sorgo. Os padrdes do 72 e E[r?

- . : 2
principal dos graficos de heatmap, respectivamente. O E [rrhomap]
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foi calculado com base nas estimativas de recom-

59

Mal- ETI Ma3- ETI
.

Mal- IND
L

Ma3- IND

Mal- AFS
I

Mal- SUD Ma3- SUD
— - |
. P

|

Mal- UGA

Ma3- UGA

e =
_—

Mal- EUA
-

Ma3- EUA

Mal- SubPainel
-_— -

Ma3- SubPainel

“homap)) Para cada
sdo mostrados acima e abaixo da diagonal

binacdo varidvel obtidas via rhomap (p,), considerando uma populagdo em equilibrio entre recombinacdo e deriva

genética



60



61

5 DISCUSSAO

No presente estudo, os principios da teoria da coalescéncia foram utilizados para investigar a estrutura
populacional e o desequilibrio de ligagcdo de um painel mundial de acessos de sorgo. Para tanto, andlises de muta-
¢80, migracdo com fluxo génico e recombinagdo foram realizadas para cinco regides gendmicas e sete populacdes
que constituem este painel. Tais investigagdes foram realizadas com o propdsito de fornecer informacdes relevan-
tes para estudos futuros de mapeamento associativo em sorgo, bem como para um melhor entendimento do préprio
painel. Além disso, como objetivo secunddrio, havia a expectativa de avaliar os modelos e pacotes disponiveis para

andlises baseadas em coalescéncia.

Uma das principais pressuposi¢des assumida por grande parte dos modelos de coalescéncia é que as
populacdes se comportam segundo o modelo proposto por FisHer (1930) e WrigHT (1931). Assume-se que uma
amostra recente de individuos foi aleatoriamente tomada a partir de uma grande populagdo panmitica, que € base-
ada em cruzamentos aleatdrios entre os individuos. No entanto, o painel aqui utilizado foi construido de maneira
a agrupar individuos historicamente importantes para o melhoramento do sorgo, ndo sendo necessariamente uma
amostra aleatdéria de uma populacdo panmitica. Assim, as estimativas aqui obtidas podem ter apresentado certo
viés e varidncias elevadas (HAMBLIN ET AL., 2004), além do fato de que a taxa de autofecundagdo em populagdes cul-
tivadas de sorgo pode ser superior a 90% (HaMBLIN ET AL., 2005). Isso significa que os cruzamentos no acontecem,
em sua grande maioria, de forma cruzada e aleatéria, tendo implicacdes na forma pela qual a teoria da coalescén-
cia é proposta (Fu, 1997; NorpBorG and DonNNELLY, 1997; HaMBLIN ET AL., 2005). Portanto, estudos futuros de

coalescéncia em sorgo deveriam levar essa realidade em consideragao.

O nimero reduzido de individuos para certas populagdes pode ter contribuido para a obten¢do de menor
polimorfismo para as regides gendmicas de interesse. Consequentemente, as estimativas de mutacao, fluxo génico
e recombina¢do podem ter apresentado certo viés em relacao ao processo evolutivo da espécie, embora o interesse
tenha permanecido especificamente no painel aqui utilizado. Normalmente, o aumento da amostra resulta na ele-
vagdo logaritmica da acurécia a partir da estimag@o por maxima verossimilhanga (FELSENSTEIN, 2006). No entanto,
esse aumento deve ocorrer de forma a elevar o polimorfismo, pois uma quantidade inferior a 20 locos pode resultar
em estimativas pouco confidveis dos pardmetros, principalmente quando o grau de diferenciacdo entre populacdes
é pequeno (WiLson and RannaLa, 2003). No presente estudo, poucas foram as populagdes que apresentaram quan-
tidades inferiores a 20 SNPs, mas o polimorfismo foi considerado baixo por se tratar de varia¢des de nucleotideos
unicos. Embora os SNPs sejam, em geral, abundantes ao longo do genoma, normalmente sao menos informativos

quando comparados com outros marcadores moleculares, tais como os microssatélites.

A utilizagdo da técnica de GBS possibilitou a obtencdo de dados de sequéncias para a realizacdo deste
trabalho. Muitos dados perdidos foram inicialmente obtidos, e o método de imputacao via NPUTE foi utilizado para
a recuperacdo dessas informacgdes. Embora grande parte do genoma dos individuos deva estar em homozigose, o
NPUTE desconsiderou a possibilidade de haver locos em heterozigose, o que poder ser algo pouco real. Informagdes
de heterozigotos certamente seriam importantes para se ter maior variagdo genética, influenciando diretamente
na estimagdo dos paradmetros populacionais. No entanto, acredita-se que, em geral, a técnica de GBS, aliada a

imputacdo via NPUTE, forneceu gendtipos bastante razodveis.

Desvios do modelo padrido baseado em neutralismo apenas foram detectados para a regido Mal, com
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base na estatistica D (Tasma, 1989). Embora esta regido tenha apresentado as menores taxas médias de recom-
binagio populacional via LAMARC (p; = 0,030 x 1073/Kb) e rhomap (0,060 p,/Kb), sua reduzida variabilidade
pode ter sido consequéncia de um processo de sele¢do. Tal evidéncia também foi sugerida por KLEIN ET AL. (2008)
ao detectarem menor variacdo na regido que contém os locos Mal e Dw?2, sugerindo, especificamente, a ocorrén-
cia de selecdo direcio-nal em decorréncia das decisdes do melhoramento no processo de conversdo de linhagens.
Contudo, o valor positivo de D aqui detectado, indicando a presenca de ramos internos mais longos na genealogia,
pode sugerir a ocorréncia de selecdo balanceadora ou até mesmo uma recente mistura entre diferentes populacdes

(HEIN ET AL., 2004).

No entanto, outros processos evolutivos podem ter contribuido para a significAncia da estatistica D
(WAKELEY, 2009; KORNELIUSSEN ET AL., 2013) na regido Mal, tais como fluxo génico e endogamia, mostrando que
D, e outros testes cldssicos de neutralidade, devem pouco esclarecer a histéria evolutiva ocorrida (Fu and Li, 1999;
WakELEY, 2009; KunNER, 2009). Mais do que isso, € dificil saber de que maneira D € afetado na presenca de vérios
processos evolutivos (HEIN ET AL., 2004; Kunner, 2009). Portanto, deve-se considerar D apenas como evidéncia
inicial de que processos mais complexos podem ter ocorrido ao longo das geracdes, lembrando que valores nao
significativos de D podem desconsiderar evidéncias evolutivas importantes (MoRRELL ET AL., 2003) devido ao uso

restrito da variacao.

A estimacgdo de fluxo génico usando o método proposto por Beerii and FeLsENsTEIN (2001) mostrou
evidéncias importantes da histéria de melhoramento do sorgo. Embora este método seja computacionalmente
intensivo (PaLczewski and Begrii, 2013) por ser baseado em abordagem completa, as regides aqui investigadas
ndo apresentaram grandes quantidades de SNPs a ponto de torna-lo invidvel. Assim, o fluxo gé€nico pdde ser
estimado a partir de diversas simulagdes, repeticdes e diferentes estratégias de busca no contexto bayesiano, na

expectativa de que muitas histérias pudessem ser percorridas e supostamente consideradas.

Em geral, elevadas taxas de fluxo génico foram obtidas para todas as regides gendmicas e todas elas
simultaneamente. Isso significa que intenso intercdmbio de acessos deve ter historicamente ocorrido entre as sete
populacdes aqui consideradas, muitas das quais estdo situadas em regides geograficas proximas. No caso dos EUA,
que estd localizado mais distantemente, o programa de conversdo de linhagens deve ter favorecido a entrada de
acessos provenientes da Africa, sendo, em geral, de maior magnitude em comparacio 2 entrada de acessos dos
EUA na Africa. Assim, acredita-se que as taxas de fluxo génico aqui detectadas retratam eventos migratérios mais
recentes, embora parte deles possa ter ocorrido em geracdes mais antigas do periodo de domesticacdo, envolvendo
populagdes africanas mais proximas. Eventos migratérios mais antigos podem representar a grande motivacao
do uso da teoria da coalescéncia em comparagdo aos métodos cldssicos para inferir estrutura populacional. Além
disso, o elevado fluxo génico aqui detectado também pode indicar que as popula¢des foram recentemente formadas
a partir de uma mesma origem, a qual deve ter ocorrido na Etidpia e no Sudao.

Embora o fluxo génico tenha sido considerado como elevado, € preciso ter cuidado com a sua magnitude.
Originalmente, o método proposto por BEerL1 and FeLsensTEIN (2001) utiliza o polimorfismo disponivel na amostra
para estimar, simultaneamente, as taxas de mutagdo (67() e fluxo génico (M). M corresponde a razao % (BEERLI
and FeLseEnsTEIN, 1999), mostrando que esta estimativa é dependente da muta¢do. O produto de M pelo valor
de 6 da populacdo recipiente resulta no nimero médio de migrantes por geracdo (neste caso, 2N,m), sendo este

independente da mutagdo (BeerLi, 1998). Esta quantidade é preferida porque altos valores de M podem indicar
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tanto elevado fluxo génico quanto baixa mutagdo, dificultando uma real interpretagdo (BeerLi, 1998). Contudo, no
cendrio aqui investigado, as taxas de mutacdo apresentaram, em geral, grandes intervalos de credibilidade. Isso

significa que 2N,m poderia ser sub ou superestimado, apresentando intervalos de credibilidade bastante elevados.

Grandes intervalos de credibilidade foram encontrados para as estimativas de fluxo génico M, sugerindo
um cendrio bastante complexo. Isso pode ter acontecido pelo fato de que poucos locos estiveram disponiveis para
poucas regides gendmicas, reduzindo a variacdo genética entre populacdes (BEerLI, 1998; WiLsoN and RANNALA,
2003; BeerLi, 2006). Com elevadas taxas de fluxo génico, grande parte das mutacdes estard presente em todas
as populacdes, de modo que poucos locos poderdo ser insuficientes para se ter maior variacdo e confianca no
processo de estimagdo (Beerri, 2006). Além disso, muitos eventos terdo que ser investigados pelo algoritmo de
MCMC caminhando-se do presente em dire¢do ao passado, algo que se torna ainda mais complexo a medida que
aumenta o nimero de populagdes, de individuos e, assim, a quantidade de pardmetros (PaLczewski and BEERLI,
2013). Portanto, a estimagdo confidvel de fluxo génico entre populacdes que estiveram em constante e intenso

contato ¢ um grande desafio (FAUBET ET AL., 2007; PaLczewskr and Begrwi, 2013).

Outro ponto importante é que a andlise de fluxo génico do presente estudo foi realizada no contexto
bayesiano. Embora tal abordagem tem sido recomendada para cendrios demograficos complexos (BEaumonT and
RannaLa, 2004; Beerri, 2006), a estimagdo dos pardmetros pode ser sensivelmente dependente das informagdes
estabelecidas a priori (STepaENS, 2007). Mesmo que a distribuicdo a posteriori ndo apresente similaridade com
a distribui¢do a priori, o que € indicativo de que variacdo suficiente estd disponivel nos dados (BEegrLi, 2006), a
atribuicdo de informacdes iniciais € fundamental para a estimacio confidvel dos pardmetros. No presente estudo,
distribuicdes tipicas foram utilizadas como priori para 6 (linear) e M (logaritimica) (Kuaner and SmitH, 2007).
Porém, o cendrio aqui investigado € bastante complexo, sendo recomendado, em trabalhos futuros, a utilizagdo de

outras distribui¢des a priori consideradas importantes, tais como exponencial e uniforme (BegrLi, 2006).

A andlise de fluxo génico para cada regido individualmente mostrou evidéncias importantes da histéria
evolutiva do sorgo. Por um lado, o uso simultaneo de mdltiplas regides nio ligadas pode fornecer maior variagdo
genética (HEy and NieLsen, 2004; Beerii, 2006) e possibilitar a investigagdo de processos que afetam todo o
genoma (Sousa and Hey, 2013). Por outro, tais regides podem evidenciar taxas de fluxo génico varidveis entre as
populagdes, mostrando histdrias evolutivas especificas. Na presenca de sele¢@o, por exemplo, certas regides podem
experimentar completa auséncia de fluxo génico entre populacdes (Sousa ET AL., 2013; Sousa and HEey, 2013). No
presente estudo, fluxo génico assimétrico foi observado entre todos os pares de populagcdes somente quando a
andlise individual das regides foi considerada. Portanto, a andlise de fluxo génico para cada regido gendmica foi

muito importante para detectar um cendrio evolutivo mais complexo e, possivelmente, mais real.

O método proposto por BEerL1 and FeLSENSTEIN (2001) também foi utilizado em trabalhos anteriores
envolvendo espécies domesticadas. MOoRRELL ET AL. (2003) investigaram o fluxo génico entre trés populacdes
selvagens de cevada (Hordeum vulgare ssp. spontaneum) utilizando dados de sequéncia de nove locos gendmicos.
Em média, um individuo migrante por geragao foi observado entre todas as populacdes a partir da anélise contendo
todos os locos. Porém, taxas de fluxo génico (M = 4N,m) elevadas (11,664, 17,844 e 21,272) foram detectadas
na andlise para cada loco separadamente, obtendo-se, muitas vezes, grandes intervalos de confianga. Embora os
autores tenham concentrado suas conclusdes na andlise total, resultados especificos foram obtidos para cada loco,

algo que também foi observado no presente estudo.
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Também para cevada, HUBNER ET AL. (2012) estimaram a taxa de fluxo génico entre tré€s populacdes
selvagens e entre populacdes selvagem e cultivada utilizando marcadores SSRs. Os autores encontraram elevado
fluxo génico entre as trés populagdes selvagens (2,87 —8,45) e da populagao cultivada para a selvagem (3,14), como
consequéncia de cruzamentos ocasionais e da dispersao de sementes realizada pelo homem e por outros animais.

As andlises de coalescéncia mostraram que as taxas de recombinacdo variaram de acordo com a regido
gendmica e a populagdo em sorgo. Isso mostra que o valor médio de recombinagéo (1,4 p/Kb, rhomap) sugerido
por Morris ET AL. (2013) € insuficiente para caracterizar os padrdes de recombinacio no genoma desta espécie. Os
autores argumentam que diferentes taxas foram observadas para regides centroméricas e teloméricas. No entanto,
os resultados aqui obtidos via rhomap sugerem que as taxas de recombina¢do podem ser bastante varidveis para
regides contendo locos importantes para o melhoramento do sorgo, tais como Dw2 (3,395 p,/Kb), Mal (0,060
p/Kb) e Ma3 (0,465 p,/Kb). Embora os dois primeiros estejam fisicamente ligados no cromossomo 6 (LIN ET AL.,
1995; KLEIN ET AL., 2008), seus padrdes de recombina¢do sugerem histdrias distintas para cada populacio e o

subpainel utilizado.

Em geral, as taxas médias de recombinagfo constantes e independentes da mutagio (o, /Kb), estimadas
via LAMARC no presente estudo, mostraram estimativas superiores daquelas obtidas por HaMBLIN ET AL. (2005).
Esses autores investigaram os padrdes de recombinacao em sorgo com base nos métodos aproximados de Hubson
(2001) e Li and StepHENs (2003). Para tanto, seis regides gendmicas nao ligadas foram analisadas para um painel
constituido de 32 acessos (cultivados e selvagens) de diferentes localidades do mundo. Uma tnica e constante
taxa de recombinagdo foi obtida para cada uma dessas seis regides, assim como foi realizado no presente estudo
utilizando o método de Kunner ET AL. (2000). As taxas de recombinacdo obtidas por HAMBLIN ET AL. (2005)
variaram de 2,073 — 15,660 x 1075/Kb e 0,997 — 9,957 x 107%/Kb utilizando os métodos de Hupson (2001) e L1

and StepHENS (2003), respectivamente.

HaMmBLIN ET AL. (2005) mostraram que a recombinagdo foi inferior para acessos cultivados em compa-
racdo aos acessos selvagens, considerando cinco das seis regides estudadas. No entanto, uma comparagdo entre
populacdes cultivadas também pode ser desejdvel. O nosso estudo mostrou que as taxas de recombinagdo entre
populagdes cultivadas podem ser consideravelmente diferentes para certa regido. Tal diferenga foi aqui baseada no
método de Auton and McVEaN (2007), que forneceu taxas de recombinag@o varidveis ao longo de certa regido.

O caso mais extremo dessa diferenca ocorreu para a populacio dos EUA (38,439 p/Kb) e o Subpainel
(76,320 p/Kb) na regido Dw2. Grande parte dos eventos de recombinagdo aqui detectados deve ter ocorrido recen-
temente no contexto de coalescéncia, ja que nao hé individuos selvagens de periodos anteriores a domesticacao.
Assim, acredita-se que as taxas elevadas de tais populagdes correspondam a pontos quentes de recombinagao (hots-
pots), com sitios adjacentes mostrando, em média, taxas proximas aquelas verificadas para as demais regides. Taxa
de recombinacdo elevada também foi observada para a populagdo da NIG (6,729 p/Kb) na regido Dw2, embora tal
valor possa ter sido subestimado pela baixa quantidade de SNPs.

Estimativas de recombinagdo via coalescéncia também foram obtidas para outras espécies autégamas.
Em Arabidopsis thaliana, NorRDBORG ET AL. (2005) e KM ET AL. (2007) encontraram taxas médias de 0,200 e 0,800
p/Kb para todo o genoma, respectivamente. K ET AL. (2007) observaram taxas mais elevadas (1,500 p/Kb) a
curtas distancias (0 — 5 Kb), obtendo-se valores proximos a média (0,800 p/Kb) a partir de 5 Kb. Os autores

sugeriram a ocorréncia de conversio génica para explicar tais padrdes, que evidenciam certa discrepancia entre DL
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de curtas e longas distdncias. Em sorgo, poucas evidéncias de recombinacgdo foram observadas a curtas distincias
(Can1ato ET AL., 2014), sugerindo que a conversdo gé€nica ndo deve explicar discrepancias de associag¢@o para este
espécie (HaMBLIN ET AL., 2005).

Em cevada, MoORRELL ET AL. (2003) observaram taxas de recombinag¢do variando de 0,094-0,511/intersitio
para nove genes de importancia. Esses autores utilizaram o mesmo método de KunNer ET AL. (2000) investigado
no presente estudo, com o qual uma unica e constante taxa de recombinagfo € estimada para certa regido. MORRELL
ET AL. (2003) obtiveram as taxas de recombinacdo dependentes da mutacdo (ﬁ) para cada um dos nove genes, e
os valores observados foram bastante elevados. As taxas médias de recombinagdo dependentes da mutagc@o aqui
detectadas variaram de acordo com a regido, sendo muito inferiores as taxas obtidas por MoRRELL ET AL. (2003). A
regido que mostrou o maior valor médio de ﬁ/Kb foi a Dw2 (1,578 x1073), seguida das regides Ma3 (1,209 x 1073),
Dwl (0,347 x 1073), Mal (0,213 x 1073) e Dw4 (0,129 x 1073). Claramente, os genes estudados por MORRELL
ET AL. (2003) sdo bem menores que as regides aqui investigadas, contendo, possivelmente, menor polimorfismo.
Assim, como esses autores se basearam apenas nas taxas de recombinagdo dependentes da mutagao, é possivel que

altas estimativas de recombinacdo tenham sido obtidas apenas em funcdo de menores taxas de mutag@o.

As andlises de fluxo génico e recombinag@o nao foram realizadas simultaneamente no presente estudo.
Embora seja possivel investigar tais processos em um Unico procedimento de andlise no LAMARC (MORRELL ET AL.,
2003), as estimacdes ndo sdo realizadas com base em um modelo conjunto. Isso porque fluxo génico e recom-
binacdo foram propostos por modelos de coalescéncia independentes, que consideram apenas a taxa de mutagdo
como processo comum. Portanto, é esperado que as estimativas obtidas em ambos 0s casos apresentem certo viés,
algo que pode ser maior ou menor a medida que outros processos evolutivos se tornam importantes para explicar a

variag¢do dos dados.

Os padrdes do DL via 2 e E[r?

rhomap] mostraram resultados muito proximos para algumas regides e po-

pulagdes. No entanto, a medida tradicional 7> mostrou certa descontinuidade de possiveis blocos de associagio,
principalmente quando houve forte DL entre os locos. Tal comportamento pode sugerir, muitas vezes, interpreta-
¢des pouco precisas da estrutura do DL dentro de certa regido. HaMBLIN ET AL. (2005) também observaram padrdes
pouco conclusivos do DL em sorgo com base em tal medida. Esses resultados reforcam a ideia de que o r? é
fortemente influenciado pelo tamanho da amostra e/ou pela baixa frequéncia alélica (FLINT-GARcIA ET AL., 2003),
fornecendo estimativas varidveis e pouco precisas de associacdo (PritcHARD and Przeworski, 2001; NorDBORG and
Tavarg, 2002). Acredita-se que o 72 pode ser titil apenas para indicar que certo DL estd presente em determinada

regido, fornecendo padrdes pouco refinados de associagdo (Evans and Carpon, 2005).

Em contrapartida, o DL obtido via coalescéncia sugeriu padrdes que parecem fazer sentido para uma
espécie autdgama. Para muitos casos, grandes blocos de haplétipos, bem definidos e estruturados, foram obser-
vados, mostrando um extenso DL entre locos fisicamente ligados no genoma. Tais blocos ndo foram observados
para todas as populacdes de certa regido, mostrando que os padrdes do DL foram especificos para cada populagéo.
Isso sugere que um unico pool gé€nico pode ser insuficiente para a realizacdo de mapeamento associativo em sorgo,
algo que também foi sugerido em estudo anterior com humanos (Evans and Carpon, 2005).

No entanto, a abordagem do E[r?] aqui utilizada (equagdo 2.30) foi proposta considerando que a amos-
tra populacional é muito grande. Claramente, algumas das populagdes investigadas ndo apresentaram grande

quantidade de individuos, possivelmente por questdes de disponibilidade ou recursos de captagdo. Isso ocorreu
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principalmente para as popula¢des da AFS e de UGA. Entdo, embora as menores amostras estejam proximas as
quantidades que sdo normalmente utilizadas em estudos de coalescéncia, o E[r?] pode ter sido inflacionado por
questdes de amostragem. Tal ponto é muito importante, e deve ser considerado em estudos futuros.

Além disso, embora o DL via coalescéncia tenha fornecido padrdes importantes, apenas a recombinacdo
foi considerada em seu cédlculo. Em geral, todas as regides tiveram elevado fluxo génico entre as populagdes. O
nimero médio de individuos que entraram e sairam de certa populacio, considerando o cendrio complexo aqui
investigado, deve ter influenciado nos padrdes histéricos do DL obtidos. Da mesma forma, o processo de selecao
balanceadora, sugerido para a regido Mal, também pode ter influenciado nos padrdes elevados do DL. Portanto, é
desejavel que a interpretacio geneal6gica do DL (McVEAN, 2002) seja estendida para contemplar varios processos
evolutivos simultaneamente, tais como fluxo génico, recombinagdo e sele¢do. Para uma espécie autégama tal como
o sorgo, desvios do equilibrio panmitico sdo esperados (HAMBLIN ET AL., 2005), e isso também deveria ser levado
em consideracdo. Espera-se que uma estimag@o mais precisa do DL via coalescéncia possa fornecer informagdes
mais refinadas para estudos de mapeamento associativo em sorgo.

No momento em que grandes quantidades de dados estdo sendo geradas a partir do genoma de vdrias
espécies, métodos de coalescéncia aproximados podem ser utilizados para investigar diferentes cendrios evolutivos.
Embora o uso eficiente de tais métodos, como o ABC (Approximate Bayesian Computation) e o PAC (Product of
Approximate Conditionals), seja algo ainda discutivel, acredita-se que abordagens aproximadas estardo cada vez
mais presentes no contexto de coalescéncia para multiplos locos (McVEaN and Carpin, 2005). Contudo, o grande
desafio continuara sendo o desenvolvimento de abordagens completas mais eficientes (SETHURAMAN and HEy, 2016)
e que consideram varios processos simultaneamente (Sousa and Hey, 2013), na busca de um entendimento mais

profundo dos processos evolutivos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo, a estrutura populacional e o desequilibrio de ligacdo foram investigados com base
na teoria da coalescéncia. Para tanto, andlises de mutag@o, migragdo com fluxo gé€nico e recombinacdo foram
realizadas para cinco regides gendmicas e sete populagdes de sorgo, e resultados muito interessantes foram encon-

trados.

A experiéncia de ter tido que compreender os principios da teoria da coalescéncia e utilizar pacotes es-
pecificamente desenvolvidos para tal abordagem foi incrivel. As andlises de fluxo génico e recombinacao constante
ao longo da regido foram realizadas com o pacote LAMARC. Trata-se de um software muito bem documentado e com
informagdes suficientes para o uso adequado. Contudo, detalhes importantes para a correta interpretacdo dos resul-
tados ndo sdo muito bem esclarecidos ou sdo apresentados de forma isolada em um ou outro arquivo, dificultando
o entendimento. Além disso, por utilizar abordagem de verossimilhanca completa, tal pacote demanda enorme
tempo computacional, podendo se tornar invidvel para casos em que muitos dados encontram-se disponiveis. O
programa rhomap, disponivel no pacote LDhat, foi utilizado para andlises de recombinag@o varidvel ao longo da
regido. Trata-se de um pacote com documentacio necessdria para o uso correto, porém com poucas explicacdes
para iniciantes. Foi especificamente desenvolvido para o uso da teoria da coalescéncia a partir de muitos dados,

podendo ser uma alternativa interessante para estimar recombinacdo em cendrios mais atuais.

Em geral, elevado fluxo génico foi observado entre todas as populagdes de sorgo a partir das andlises de
cada regido gendmica e todas elas simultaneamente. Além disso, os resultados sugeriram que a histéria evolutiva
de regides especificas do genoma desta espécie pode ser distinta, até mesmo quando processos que influenciam
todo o genoma estdo sendo estudados. Ainda, o fluxo génico mostrou ser assimétrico entre todos os possiveis pares
de populacdes, sugerindo que a forma pela qual as populagdes se relacionaram e continuam se interagindo evolu-
tivamente nao € igual. Este resultado evidencia que os métodos cldssicos para investigar a estrutura populacional

podem ser insatisfatérios para explicar o processo histérico-evolutivo.

Utilizando o método proposto por KUHNER ET AL. (2000), que considera taxas de recombina¢do constan-
tes para certa regido (LAMARC), baixas estimativas foram observadas para todas as regides genomicas e populagdes.
No entanto, utilizando o método proposto por Auton and McVEan (2007), que considera taxas de recombinagdo
varidveis (rhomap), altas e baixas estimativas foram observadas de acordo com a regido gendmica e a populacdo.
A magnitude de recombinacdo para certas populagdes foi bastante elevada, sendo um resultado inesperado em

SOrgo.

Os padrdes do DL via medida tradicional (%) e coalescéncia (E[r? ]) mostraram resultados pré-

rhomap

2

ximos em alguns casos. No entanto, o r* apresentou padrdes descontinuos em vdrias ocasides, dificultando o

entendimento e a caracteriza¢do dos blocos de associacdo. Em contrapartida, o DL via coalescéncia (E [rfhomap})
forneceu resultados que pareceram ter sido mais consistentes, sendo uma estratégia eventualmente importante para
um refinamento dos padrdes de associagdo. O DL de alta ordem via coalescéncia (E[r2,y,qc]) forneceu estimativas
bastante elevadas para todas as regides e populagdes, um resultado muito diferente dos padrdes observados por 2
€ E[rfhomap} .

Acredita-se que os resultados aqui encontrados possam fornecer informagdes relevantes para estudos

futuros de mapeamento associativo em sorgo. Embora o contato entre as sete populagdes aqui estabelecidas tenha
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sido historicamente intenso, os padrdes do DL mostraram resultados especificos de acordo com a regido gendmica
e a populagdo. Tais resultados sugerem que o mapeamento genético a partir de um unico pool génico pode ser

insuficiente para a deteccao de associagdes causais importantes para caracteristicas quantitativas em sorgo.
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