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RESUMO

Estudo da estrutura populacional em cana-de-acucar usandmarcadores do tipo SNP

Embora ja existam estudos anteriores a respeito da estrdaupopulacdo em cana-de-
acucar, até o momento nenhum estudo foi feito usando mae=@&NPs gerados a partir de
plataformas de genotipagem de larga escala, como por eae@gijuenom IPLEX MassAR-
RAY. No presente trabalho, foi investigada a estrutura famgponal no painel brasileiro de vari-
edades de cana-de-acucar. Esse painel é formado por nsapditess, ancestrais importantes e
cultivares utilizados em programa de melhoramento. Unh detd 033 marcadores SNPs foram
utilizados para genotipar os acessos do painel. A claggificdos dados feita usandsaftware
SuperMASSA. A estrutura de populacgéo foi analisada por ehe@nalise de componentes prin-
cipais (ACP), andlise de agrupamentos e usansioftvareSTRUCTURE. Devido ao fato que
no software STRUCTURE néo é possivel dados de marcadoresuteres provenientes de es-
pécies poliploides com aneuplodia frequente, o conjuntdadi®s foi separado e analisado de
acordo com nivel de ploidias dos SNPs. Com a finalidade de @@mps resultados, foi feita
uma analise de coordenadas principais na matriz de diat&whn os elementos definidos por 1
- coeficiente de parentesco. A analise de componentesgmiacievelou presenca de estrutura
de populagcédo. O primeiro componente separou o0 acesso I8188-Spontaneupdos outros
acessos gque por sua vez estao separados em trés gruposeiogpgimpo formado pelos acessos
que sads. sinenseo segundo grupo formado pelos cultivares modernos de adevagcar e 0
terceiro grupo formado por acessos que sdo esp8ciefficinarum Resultados da analise de
agrupamento usando distancia de alelos compartilhada®sd@entes com resultados da ACP.
Por outro lado, anélise de coordenadas principais e mémdgmaipamento UPGMA usando o
coeficiente de parentesco mostraram uma maior dissinadigenética entre os acessos sepa-
rando as progénies do cultivar RB72454 do grupo formadospgdmitores e ou progenies do
cultivar NA56-79. A diferenca entre os resultados da aealis componentes principais e de
coordenadas principais € devido principalmente a pres#tijEs nas estimativas do coeficiente
de parentesco que sdo irrealisticas. Com relagéo a argitsedm o software STRUCTURE,
0 numero de subpopulagcdes e a matriz Q estimada variou déoacom nivel de ploidia dos
marcadores. De um modo geral, as anélises de estrutura dup&mp mostrou que ha evidéncias
de estreitamento da base genética dos acessos devido mentaa recorrentes de individuos
aparentados. Espera-se que estas informagdes sejamanipsara o0 mapeamento associativo
e melhoramento genético da espécie.

Palavras-chave: Estrutura Populacional; Marcadores SldRa-de-agucar; Componentes prin-
cipais; STRUCTURE






ABSTRACT

Evaluation of population structure in sugarcane using SNP rarkers

Although there are several studies inferring populationcstire in sugarcane, none of them
have yet used SNP markers generated from high-throughptfophs, such as, Sequenom
IPLEX MassARRAY platform. In this study, it was investigdtéhe population structure in
a Brazilian panel of sugarcane varieties. This panel is ca®@ by elite breeding materials,
important ancestors, and cultivars mostly used by bregaliagrams. 1,033 SNP markers were
scored. SNP genotype calling was made using software SUWBBA. The population structure
was analyzed via principal components analysis (PCA) tetimalysis and using the software
STRUCTURE. Due to the fact that STRUCTURE is not possiblen@yze molecular markers
data scored on species with mixed ploidy level, the dataasiseparated and analyzed according
to SNPs level ploidy estimates. With purpose of comparimgrésults, it was made a principal
coordinate analysis (PCO) of distance matrix, with elemelefined by 1 - kinship coefficient.
The principal components analysis revealed some struclire first component separated out
IN84-58 (Saccharum spontaneum) from the others acessmMreseby these others acessions
were allocated in three groups, comprisedysinensepecies, sugarcane modern cultivars
and S. officinarumspecies. Results from cluster analysis using allele shdistence are in
agreement with PCA results. On the other hand, principatdinates analysis and UPGMA
hierarchical clustering method based on kinship coefficiowed a broader genetic dissimi-
larity between acessions, allocating RB72454 progeniad &iom its parents and/or progenies
of NA56-79. The difference of results between PCA and PCOnaainly due to irrealistics
assumptions in the calculation of kinship. Regarding asialiyom the STRUCTURE, the num-
ber of subpopulations and Q matrix estimated varied witleli@oidy. In general, the study
of population structure showed some evidence of narrowtgedistances between accessions,
due to recurrent crosses between related individuals. dfoennation presented hereby could
be important for association mapping and sugarcane brg@dagram.

Keywords: Population structure; SNP marker; Sugarcanecipal components; STRUCTURE
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucaiSaccharum spp € uma cultura de grande importancia econdmica para o
Brasil porque é muito utilizada para producao de acucarahl®ados disponibilizados pela
FAO (2012), arespeito do ano agricola de 2010, mostra quasilBro maior produtor mundial,
com uma producao de aproximadamente 717.462 milhdes dadasale cana-de-agucar, o que
equivale aproximadamente ao valor de 23.362 bilhdes deaite mercado internacional. Um
dos fatores do sucesso produtivo do setor sucroalcooleiran&lhoramento genético, pois,
segundo Landell e Bressiani (2008), o melhoramento des&par permitir constantemente a
obtencgé&o de cultivares com requisitos adequados a inésragsondmicos e industriais.

O melhoramento genético da cana-de-agUcar baseia-seegdsel clonagem de genétipos
superiores de populacdes segregantes obtidas por meiazsr@ntos biparentais ou multipa-
rentais (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 1999). Embora os pregnas de melhoramento
de cana-de-acucar ja possuam metodologias bem estalbslpeic selecédo e liberacdo de novos
cultivares, atualmente o tempo de obtencao de um novoaylgjue ocorre em média de 10 a 15
anos, ainda é considerado longo (RABOIM, 2008). Portantogdas objetivos dos melhoristas
€ buscar métodos para a obtencdo de uma selecdo mais presa@mndtipos superiores. Neste
contexto, estudos de mapeamento de QQ@udntitative Trait Loci podem ser Uteis ao melho-
ramento, uma vez que em uma perspectiva futura podem seysusatdprogramas de selecéo
assistida por marcadores (MALOSETTI et al. 2007, HOSPITARIe1997). Assim, o tempo
para obtencao de novos cultivares poderia ser reduzido.

Em cana-de-acglcar, normalmente o mapeamento de QTL é basmgorogénie de irmaos
completos. Entretanto, em um programa de melhoramentoipersds vezes ha o interesse
de detectar associacOes genéticas validas para populzadesis, colecdes de germoplasma,
conjunto de materiais elite, entre outros. Nestes casa® per mais adequada a utilizacao
do mapeamento associativo, pois esta abordagem perméetaltedssociacdes em populacoes
sujeitas a uma maior quantidade geracfes de recombinag@ocemarcador e o QTL. Por
outro lado, diferentemente do mapeamento de QTL basead@putagbes experimentais, em
uma analise de mapeamento associativo a ligacao fisicaa@miéa fonte de desequilibrio de
ligacdo. O desequilibro de ligacdo observado pode ser@ausatre outros fatores, por meio
de relacdes de parentesco entre individuos e/ou exist@aa@atrutura de populacdes. Assim,
identificar a estrutura da populacdo € uma etapa importarte qvitar a presenca de falsos
positivos (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003; YUtal., 2005).
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Estudos de estrutura de populacao ja foram realizados esrsd®& plantas cultivadas, tais
como: batata (D’HOOP et al. 2010), arroz (ZHANG et al. 20Ebja (Li et al. 2008), trigo
(ZORIC et al. 2012). Considerando a cana-de-agucar, motpss ha um aumento do nimero
de trabalhos publicados nessa area nos ultimos 5 anos (RARO&I., 2008, LOPES, 2011,
ROSA, 2011). Entretanto, nenhum dos estudos de estrutupppldacéo envolvendo cana-
de-acucar utilizaram marcadores que permitiam distiregydivsagem alélica em individuos po-
liploides, isto é, o numero de copias de um determinado @elaum determinado loco. Os
estudos citados foram realizados usando marcadores SR, ARFLP. Tais marcadores tém
heranca dominante em espécies com alto grau de ploidia caawsade-agucar, tornando seu
uso relativamente limitado.

Com o surgimento das plataformas de genotipagem de larglagsomo por exemplo, o
Sequenom iPLEX MassARRAY (OETH et al. 2009) e de novas méogiles estatisticas para
classificagdo do genotipo de cada individuo em cada I8b°(calling, € possivel estimar a
ploidia e dosagem alélica de individuos poliploides padadaco. Consequentemente, esse
fato pode mudar o paradigma de analises genético-estatisie dados de espécies como a
cana-de-acucar. Assim, neste trabalho propde-se infestratura de populagdes das varieda-
des comerciais e clones de interesse que constituem o paasikiro de cana de acucar utili-
zando marcadores do tipo SNP, pois, para o caso de espélipsiges, estes permitem levar-
se em consideracdo o nivel de ploidia e a dosagem alélicanfésrnacdes sobre a estrutura
de populacdo podem ser Uteis ao desenvolvimento do mapeaassociativo e consequente

implementagdo de métodos de selegéo assistida por maesador
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da cana-de-agucar

A cana-de-agucar é uma planta cultivada semi-perene quessavblveu principalmente
em regides tropicais e subtropicais. Embora seja uma pdddgama, nas lavouras comerciais
normalmente reproduz-se por meio propagacao vegetatiaGt al., 2006).

Botanicamente, a cana-de-acUcar pertence a faPoleeae tribo Andropogoneaesub-
tribo Saccharinegue incluem os génerd&accharune outros géneros relacionados, tais como
Erianthuse MiscanthugHENRY, 2010; STEVENSON, 1965; ARTSCHWAGER; BRANDES,
1958). No genér&accharunestéo incluidas duas espécies selvagénspontaneur. (2n =
40—128) e S. robustunBrandes e Jeswiet ex Gragdh = 60—205), e quatro espécies cultivadas
S. officinaruni. (2n = 80), S. barberi(2n = 81 — 124), JeswietS. sinens¢2n = 111 — 120)
Roxb eS. eduleHassak(2n = 60 — 80) (DANIELS; ROACH, 1987, AITKEN; McNEIL, 2010;
IRVINE 1999, GRIVET 2006).

A espécieS. spontaneurpossui 0 numero basico de cromossomos igual a 8 e um nivel de
ploidia varidvel de 8 & 16, o que por consequéncia acarretounea grande variacao nas suas
caracteristicas morfologicas (MUKHERJEE, 1957; AITKEN¢INEIL, 2010). Por exemplo,
as folhas podem ser ausentes assim como podem ter larguraetgidhetros, o caule € fino
com didmetro variando de 3 a 15 milimetros. Além disso, espéaadie apresenta uma maior
distribuicdo geogréfica dentre todas do gér&gmocharumsS. robustunpossui caules pequenos
a médios e baixo teor de sacarose. O habitat tipico dessaiespé margens de cursos d’aguas
e bancos de areia. Em relacéo as espécies cultivadas, deeSpéfficinarumtem como carac-
teristica possuir colmos grossos e com alto teor de sacgmsisso é denominadana nobre
Além disso, possuem o numero basico de cromossamod 0, indicando que a espécie é um
autooctaploide. As espéci8sbarberie S. sinens@ossuem caules médios a finos, com baixo a
médio teor de sacarose, grande quantidade de fibras e altartcia a estresse comparada. a
officinarum(DANIELS; ROACH, 1987; STEVENSON, 1965)

2.2 Origem, domesticacdo e melhoramento da cana-de-agucar

Os cultivares modernos de cana-de-acucar sédo essendelniendos interespecificos entre
S. officinarume S.spontaneuptom contribuicdes das espécksrobustumsS. sinenseS. bar-

beri e gramineas relacionadas ao gerMiscanthusNarengae Erianthus(DANIELS; ROACH,
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1987; MING et al., 2006). A espéct robustunsurgiu a partir de hibridizagbes naturais entre
S. spontaneura espécies de outros géneros relacionados (DANIELS; ROA®BHY7). Uma
hipétese sobre a origem da espéSieofficinarumé que a mesma evoluiu a partir da espécie
S. robustunme tem como centro de origem e de diversidade a regido a lediehdade Wal-
lace na Nova Guiné. Posteriormente, migrou para Indonksiisia, China, India, Micronésia
e Polinésia durante o periodo pré histérico (ARTSCHWAGERABIDES, 1958; DANIELS;
ROACH, 1987). Estudos baseados em hibridizacdo gendmgitu (GISH) demonstraram que
as espécieS. barberie S. sinenséoram origindas a partir dos cruzamentos interespecificos e
tre S. officinarume S. spontaneumo Norte da India e na China, respectivamente (D’ HONT
et al., 2002). Estes resultados corroboram os obtidos paredlal. (1999) utilizando a téc-
nica Southern Blat Por sua vezS. eduleg considerado um hibrido ent& officinarumou S.
robustume outros géneros, tais coniscanthuse Erianthus (DANIELS; ROACH, 1987).

Os primeiros programas de melhoramento de cana-de-acocscaram em Java e Bar-
bados em 1888. Em Java os melhoristas realizaram pela prinez a nobilizagdo da cana-
de-acucar (STEVENSON, 1965; ARTSCHWAGER; BRANDES, 1958).nobilizacéo € o
processo que consistiu na realizagdo de cruzamentosspésiéicos, que envolveram as espé-
ciesS. officinarune S.spontaneunseguidos por sucessivos retrocruzamentos entre osdsbrid
e a espéciés. officinarum A finalidade desses retrocruzamentos foi recuperar eafsiitas
agrondmicas favoraveis, uma vez qu8.afficinarumpossui boas caracteristicas gerais para a
industrializacdo (MING et al., 2006). Entretanto, tal mdienento resultou em um aumento
da complexidade do genoma da cana-de-agucar, de modo qem@pgs atuais apresentam
um genoma bastante complexo, com distintos nUmeros de ssmmms para cada grupo de
homologia, ocorréncia de mesmo cromossomo em diversosgdghomologia e recombina-
cdo entre os cromossomos de diferentes espécies (GRIVERUBR. 2001; D’ HONT, 2005;
MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 1999; HEINZ; TEW, 1987). Recesnente, foi feito um
estudo baseado na técnica GISH com cultivares modernosdedeaacucar. Descobriu-se que
a porcentagem dos cromossomos desses cultivares que séaalogideS.spontaneurau que
sdo recombinates interespecificos é de aproximadamemee ¥neo a 27,5 % (PIPERIDIS;
PIPERIDIS; D’HONT, 2010).

Além dos trabalhos realizados em Java, um outro programastaque foi aquele estabe-
lecido na estacdo de Coimbatore na india. Nesse progranuhliaatio envolvia as espécies
S. spontaneura S. barberi Os cultivares resultantes dessa estacéo foram indicatos si-
gla Co, sendo que os cultivares Co213, Co281 e C0290 adaptaramigebam as condicdes

ambientais da regio dos trépicos, tendo grande aceitag&egitio subtropical da india, Aus-
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tralia, na Lousiana, Argentina e Brasil. A nobilizacdo té&mbfoi praticada em Barbados e
em outras estac6es produzindo varios cultivares. Essedmétoentrou em desuso apds 1930
(STEVENSON 1965; MING et al., 2006).

A partir de 1930, a estratégia dos melhoristas foi prinoneaite realizar cruzamentos entre
cultivares que ja tinham sido nobilizados. Por exemplouaamento entre POJ2878 com outros
cultivares resultou no cultivar POJ3067, que ocupou magbdé da area de cana-de-agucar de
Java. O cruzamento entre Co312 e POJ2978 deu a origem a@act82-8560, o mais impor-
tante do Havai no ano de 1945. Pode-se citar ainda o cruzaraetnie POJ2878 e C0290 que
produziu o cultivar Co419, sendo que este foi importanterea topical da india e para produ-
cdo de acucar no Brasil entre os anos 1940 e 1950 (SEGALLA})198essa forma, pode-se
dizer que ao longo dos anos o melhoramento genético da eaageadar aumentou significa-
tivamente a produtividade das lavouras de cana; contuda;sgoque houve um estreitamento
da base genética. Estima-se que os cultivares modernos étesenvolvidos a partir de no ma-
ximo 15 a 20 genotipos ancestrais que foram nobilizados emalaem Coimbatore na india
(ROACH, 1989; MING et al., 2006)

Atualmente, o melhoramento genético da cana-de-acUcarabses na selegdo e clonagem
de genotipos superiores de populacdes segregantes giitidagio de cruzamentos sexuais en-
tre individuos diferentes (MATSUOKA et al., 1999). Aindaysaedo esses autores, nas etapas
iniciais tem-se muito genotipos e poucas repeticdes degat#ipo, o que permite apenas des-
carte e selecdo de caracteres de alta herdabilidade. @mnfvancam as etapas do programa,
diminui-se o niumero de gendtipos e aumenta a disponib#éidadmaterial de cada gendtipo, o
que permite avaliacdo de caracteres de meédia e baixa hetdebipor meio de experimentos
com repeticbes. Nas etapas finais, recomendam-se os mestivaseando-se em resultados de
experimentos realizados em diferentes locais e anos deccuim fungéo disso, em um pro-
grama de melhoramento de cana-de-agucar, a obtencao devaroultbvar ocorre em meédia de
10 a 15 anos. Assim, um dos atuais desafios na area de melmboaengenética de cana-de-
acucar é diminuir o tempo de obtencdo de novos cultivaresrpduzir o custos dos programas
de melhoramento.

Neste contexto, tecnologias como marcadores moleculédssaa métodos genético-estatis-
ticos tais como mapeamento de QTL e mapeamento associatieopser muito Uteis ao melho-
ramento. O recente desenvolvimento de técnicas e uso dadoeaes moleculares permitiram
um melhor entendimento dos processos do melhoramentog deedmarcadores moleculares
propiciem informacdes a respeito da arquitetura genébsacdracteres quantitativos ao nivel
de DNA (PASTINA et al., 2010).
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2.3 Marcadores moleculares

Marcador molecular € todo e qualquer fenétipo moleculamatd de um fragmento de DNA
codificante ou ndo de um gene. Tais marcadores séo ferragsnaeia a estudo gendmicos
porque detectam polimorfimsmos ao nivel de DNA e nédo sofreaiqger tipo de influencia
ambiental (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; SOUZA; 2001).

Nos ultimos anos, diversos tipos de marcadores moleculana® desenvolvidos e normal-
mente podem ser classficados como marcadores dominantésrainantes.

Quando utiliza-se marcadores dominantes o polimorfismdeetdelo pela presenca ou au-
séncia de fragmentos, o0 que, por consequencia, impossiditlistincdo entre locos homozi-
gotos e heterozigotos quando o fragmento esta presenteyptoeede marcadores dominantes
sdo RAPD Random Amplified Polymorphic DNANILLIANS et al., 1990) e AFLPAmplified
Fragment Length PolymorphisftZABEAU; VOS, 1993). Os marcadores dessa classe ndo séo
dirigidos a uma regido particular do genoma e revelam o mofismo presente em dezenas de
locos simultaneamente (MOLLINARI, 2007; SOUZA, 2001).

O principio do RAPD consiste em realizar uma reacao de PQiRautilo-se o DNA do indi-
viduo em estudo e umprimer unico de sequéncia arbritraria. Dessa forma, mutacdesg ks
e ou insercdes no sitio de iniciacdo podem causar a ndo complariedade entre o DNA ana-
lisado e oprimer, impedindo a amplificacdo do segmento (WILLIANS et al., L9SOQUZA,
2001). Assim a deteccdo do polimorfismo é baseada na presargaséncia do fragmento.
AFLP é uma técnica baseada na amplificacdo seletiva de urorgubto de fragmentos geno-
micos gerados apos digestdo do DNA realizada com auxilimzdenas de restricdo. Para essa
técnica, o polimorfismo é revelado devido & presenca ou aizsée um dado sitio de restricao
entre dois genodtipos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; SOUZZ001).

Os marcadores codominantes podem apresentar ambos aelos bco, 0 que permite
distinguir locos homozigotos de heterozigotos. Os priisigdo os marcadores RFIR®stric-
tion Fragment Length PolymorphisfBOTSTEIN et al., 1980); SSBimple Sequence Repgeat
(TAUTZ, 1989); EST-SSREXxpressed Sequence Tag SEEATO et al., 2001) e SNFSingle
Nucleotide PolymorphismgGUPTA, 2001). A técnica do RFLP é baseada na fragmentacao
do DNA por meio de enzimas de restricdo e hibridizacdo comaaspecifica marcada radi-
otivamente ou com quimioluminescencia. Nesse caso, o pdismo € evidenciado devido a
observacao de fragmentos de restricdo de diferentes tas@AERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998; SOUZA; 2001). SSR ou microsatélites sdo sequénci&dNdeque contém poucos nu-

cleotideos, 1 a 6 pares de bases de comprimento, repetidemdem. Embora o nimero de



17

repeticbes em tandem de um microsatélite em um mesmo loa geydvariavel entre distin-
tos gendtipos, as sequéncias de bases adjacentes ao télitmpade ser Unica no genoma e
conservada. Assim, pode-se desenhapumer especifico para as sequéncias adjacentes a um
dado microsatélite de tal modo que por meio de uma reacao ReeRssivel amplificar este
loco em diferentes gendtipos. Os produtos dessa amplicagdtrardo um polimorfismo de
acordo com o tamanho do fragmento amplificado. Para visg@@dos fragmentos, utiliza-se
eletroforese de gel em poliacrilamida ou agarose espeeialtd resolucdo. A visualizacao das
bandas no gel pode ser feita diretamentre por coloracaoravéatde autoradiografia (FER-
REIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; SOUZA, 2001; MARCONI, 2011). Gamente, os alelos
distintos de cada loco tém tamanhos suficientemente diesrenmigram para zonas separadas
do gel. Com a disponibilizacéo de banco de dados de seqeé@xgeessas, EST, tornou-se pos-
sivel o desenvolvimento de SSR funcionais a partir desgspgreias. A busca por SSRs em
ESTs € uma estratégia rapida e simples para o estudo da pxg@ssa do genoma, mesmo
para 0s organismos com genomas grandes, complexos e ratksydasomo a cana-de-agucar
(MARCONI, 2011). A vantagem da utilizacido desse tipo de adoc é que, se este estiver
associado a uma caracteristica de interesse, provavelmgeine mapeado afetara diretamente
essa caracteristica. Além disso, pelo fato desses maesaderem derivados de uma regido
codante, eles sdo mais conservados no genoma e, portantoasifacilmente transferiveis ao
longo das geragdes (CATO et al., 2001; MARCONI, 2011). Eatt®, no caso de organismos
poliploides e aneuploides como a cana-de-agucar, os ness8SR e EST-SSR comportam-se
como dominantes uma vez que cada banda representa, paraarmidado loco e individuo,
pelo menos 1 copia alélica de um determinado grupo de homaol&gndo assim, a detecdo
do polimorfismo € baseada apenas na presenca ou ausénciadds,@oporcionando apenas
informacgdes parciais do genoma da espécie (ROSA, 2011). UE@sopalavras, tais marcado-
res ndo permitem determinar o nimero de copias de cada alaksim apenas presenca ou

auséncia do mesmo. Isto &, caracteristico de locos comdaedaminante.

2.3.1 Marcadores moleculares do tipo SNP

Polimorfismos de nucleotideo Unico 8ingle Nucleotide Polymorphispsio variacdes na
sequéncia de DNA que ocorrem quando um Unico nucleotideiadb. Podem ser encon-
trados em regides genoma com funcgdes regulatorias e/oiesegéo codantes. Esse tipo de
polimorfismo tém como caracteristica serem bialélicos,|amente distribuidos e conservados

ao longo do genoma. Estima-se que um SNP ocorra a cada 100paZ30de bases em qual-
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guer genoma. Estudos feitos em aveia constataram a exséstén SNP a cada 20 pares de bases
(GUPTA, 2001; RAFALSKY, 2002). Além disso, a taxa de mutap@omalmente € baixa, na
ordem del0~® pares de bases por geracdo (HAMBLIN; WARBURTON; BUCKLERQ?2pD
Devido a essas caracteristicas e aliado ao fato de que afestacilidades para a genotipa-
gem em alta escala;hjgh-throughput”), atualmente SNPs estdo sendo muito utilizados como
marcadores moleculares (GIANCOLA, 2006).

No caso da cana-de-acucar, os SNPs possuem ainda a gratadgevade apresentar heranca
codominante, conforme sera apresentado. A identificaci&N®s pode ser feita por meio de
sequenciamento de nova geragao, prospeccao em bibliggenémicashotgune através de
buscain silico em banco de dados de sequéncias de ESTs (RAFALSKY, 2002; SROT
2010). A busca de SNPs nesses bancos de dados apresenteusaix@lativo aos métodos que
envolvem sequenciamento e, ainda, € possivel escolheralsm®equéncias homologas a genes
de interesse (MARCONI, 2011). Para o caso da cana-de-a¢écase utilizado o banco de da-
dos SUCEST (Brazilian Sugarcane EST Project) que represamiaior e mais completo banco
de dados de ESTs de cana-de-acUcar. Este banco contéem£28&fncias ESTSs, agrupadas
em 43.141 clusters, o que poderia indicar cerca de 33.008sg# cana-de-acucar (GRIVET
et al., 2001; MARCONI, 2011). Os principais métodos utiliaa para a genotipagem de SNP
em larga escala, tém-se, entre outros, o pirosequenci@@iRDEIRO, 2006) e o espectrémetro
de massas (GABRIEL et al., 2002). Cordeiro et al. (2006atast 0 desempenho do pirose-
guenciador na genotipagem de SNPs obtidos a partir de gesdte cana-de-agucar oriundos
da Austrdlia. Esses autores concluiram que a robustez ageguenciador € questionavel para
genotipagem de SNPs em locos pertencentes a grupo de haanwdog elevados nivel de ploi-
dia e sugeriram o uso de plataformas de genotipagem baseagkpectrometro de massas para
tal finalidade.

Uma das plataformas de genotipagem em larga escala basea&$pectrometria de massas
é o sistema Sequenom MassARRAY(OETH et al., 2009). Esse sistema consiste em, inici-
almemnte, realizar uma reacdo de PCR para amplificagcéo gimérsto de DNA que contém o
SNP previamente identificado silico, utilizando um par de primers. Apés a reacao de PCR, é
realizado um tratamento com a enzighaimp alkaline phosphatag8AP), que tem como obje-
tivo neutralizar os desoxinucletideos trifosfato (ANTR&) incorporados durante a PCR e que
podem interferir nas etapas seguintes. A reacéo SAP clivapgodosfato dos dNTPs néo incor-
porados, convertendo-os para ddNTP dideoxinucletidensando-os nucleotideos terminado-
res. Na etapa seguinte, ocorre uma reacao de extensao gdenmminada reacad®@LEX. Um

cocktail composto por primers, enzimas, buffers e nucleotideosnaduores sdo adicionados.
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Os produtos da reacdo de PCR ecdaktail séo termociclados para processar a reacao iPLEX,
a qual envolve a adicdo enzimatica dos nucleotideos tedmiaa que sdo complementares a
base presente na regido do SNP. Dessa forma, a reacao iPLBEX®duz alelos especificos
de diferentes massas, sendo que a massa de cada alelo érdetarpor meio do espectrémetro
de massa. Assim, o resultado da plataforma Sequenom Mag®ARRconsistem em 0s picos
de alelos de menor e maior massa obtidos por de uma anélispedct® gerado pela amostra
(MARCONI,2001; GABRIEL et al., 2002; SERANG; MOLLINARI; GRCIA, 2012). Com
esses picos faz-se a inferéncia dos genotipos dos indvjoara cada loco, que é denominada

de “SNPcalling” na literatura.

2.4 Classificacao dos dados de SNPs

Para organismos diploides, ja existem diversos métodpsiligeis para realizar tal classifi-
cacao Ranade et al. (2001) e Olivier et al. (2002) utilizavamétodo k-médias para tal propo-
sito. Esse método pode prover resultados satisfatériasdguas grupos estdo bem separados,
mas nem sempre é efetivo, especialmente quando esses gagsuem diferentes variancias
(FUJISAWA et al. 2004; Yan et al. 2008). Fujisawa et al. (20prbpuseram um método
baseado no ajuste de misturas de distribuicbes normais @imtas variancias usando uma
funcéo de verossimilhanga penalizada. Teo et al. (2007aosama mistura de distribuigdes
t de Student truncada. No entanto, para organismos pagsapenas alguns meétodos foram
desenvolvidos até o momento. Voorrips, Gort e Vosman (28ffgsentaram um método para
autopoliploides baseada em ajuste de modelos de mistutessi@aas, com o nimero de com-
ponentes igual ao niumero de classes genotipicas. Essemnpodiel ser expandido para permitir
a inclusdo de mais componentes, permitindo seu uso pam@sdigos de autopoliploides. En-
tretanto, em certas situacdes o nivel de ploidia € desca#)erconsequentemente, 0 nimero
de classes genotipicas também, havendo a necessidaderdelast Serang, Mollinari e Gar-
cia (2012) elaboraram um método cling SNPs baseado em um modelo grafico Bayesiano
e implementaram neoftwareSuperRMASSA. Esses modelos permitem fazer a inferéncia dos
genotipos para os individuos de cada loco, mesmo se a phkegialesconhecida. A principal
vantagem de tal abordagem consiste em classificar os gesdlgptodos individuos simultane-
amente, diferentemente dos demais métodos que faz a ici@mdm gendtipos dos individuos
um de cada vez. Além disso, esse método nédo € exclusivo pigpkojoles, ou seja, pode ser

aplicado para espécies com qualguer nivel de ploidia.
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2.4.1 Software SuperMASSA

O uso dos modelos graficos Bayesianos permite calcular alpiimiade dos dados observa-
dos dado os gendtipos dos individuos para uma determinaithapl Esses modelos sédo cons-
truidos a partir do processo pelos quais os dados séo gerados

No software SuperMASSA estédo implementados 3 modelos: imo@epopulacad’; mo-
delo de Hardy-Weinberg e modelo de populagéo qualquer (sessygposicoes sobre a segrega-
¢cdo). A seguir sera descrito com maiores detalhes o moddhadgy-Weinberg, porque foi o
utilizado no presente trabalho.

A figura 1 apresenta o modelo grafico baseado nas pressug®sigdequilibrio Hardy-
Weinberg, ou seja, populacdo panmitica, auséncia de nwtaggracdo, selecéo e deriva gené-
tica. Nessa figura as letras dentro dos circulos represeagasariaveis e/ou vetores aleatérios;

as setas representam as dependéncias entre elas.

Figura 1 -Modelo gréfico bayesiano baseado no equilibrio de Hardy Méegn P € a variavel aleatéria que
representa um nivel de ploidia, € o parametro que representa a frequéncia do alelo de referén
na populacdo(z o vetor aleatdrio que representa 0s genétipos atribuidosados observados para
dada uma ploidiaD o vetor dos dados observad&3,0 vetor aleatorio que representa o nimero de
genotipos pertencentes a cada classe genotiBicayetor aleatério que representam as frequéncias
genotipicas na populagéo e as setas representam a relagé@peseléncia das variaveis e/ou vetores
aleatorios

Neste modeldPr(P) é a distribuicia priori da variavel aleatoria nivel de ploidiafe-(«)

€ a distribuicda priori das frequencias alelicas do alelo de referéncia na popylagédo que

assumiu-se que ambas seguem distribuicdo uniforme. Nas@ho, o nivel de ploidia esta

sendo considerado como o numero de copias dos locos. Daddveirda ploidiaP , pode-

se definir a distribuicdo condicional dos possiveis gepétgiribuidos a cada dado observado,

Pr(G|P).

Por exemplo, para um loco diploide= 2, o gendtipo da-ésimo individud~; pode assumir
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equiprovavelmente os gendtipos AA, Aa, aa, 0 que é equiteabes valore§2,0), (1, 1), (0,2)
tomando o alelo A como referéncia. Portanto, os niumerog @aténteses indicam o nimero
de coépias de cada alelo. Por sua vez, para um loco tetraphidet, GG; pode assumir equi-
provavelmente os gendtipos AAAA, AAAa, AAaa, Aaaa, aaagyuivale a(4,0), (3,1), (2,2),
(1,3),(0,4) e assim por diante.

Além disso, dado as frequéncias do alelo de referéneaim nivel de ploidiad®, obtém-se
a distribuicdo condicional dos parametros que represeasairequéncias genotipicas na popu-
lacdoF = {f1,..., fp} que segue uma distribui¢cdo binomial, isto &,

Pr(r; = o) = (7 )t =
Dado o vetofF", pode-se obter a distribuicdo de probabilidade conditidm&etor aleatério

C por meio da distribuicdo multinomial com parametfos F

P H o
Pr(C|F,G) = ———[[ 1
szo ¢! =0
em quec; séo o numero de individuos pertencentes a uma determiresiegenotipica.
Por fim, tém-se a verossimilhanca do modelo que é baseadatribud¢éo da projecéo dos
dados observados normalizadds, nas retas definidas pela configuracdo genotipica esperada

G;. A verossimilhanca € definida por meio de

~ 2
1 1 D; — 4 ||2
Pr(D;|G; = gi) = exp —— <w>

2mo? 2 o

em que o operadai = ”—3” € usado para normalizdy; e g; usando a norma,, definida por
| w; |=327_, |uy|, sendq| . |3 é a norma Euclideana.
Dessa forma pode-se representar 0 modelo grafico usandtribuiigsio de probabilidade

conjunta que pode ser definida da seguinte forma:

Pr(P,a,F,G,C,D) = Pr(P)Pr(a)Pr(F|a, P)Pr(G|P)Pr(C|G,F)Pr(D|G) (1)

A inferéncia dos genotipos dos individuos para cada locaté émumerando-se todas as
possiveis combinacdes de niveis de ploidias e classesigieast e determinando qual a confi-

guracao maximiza probabilidade a posterionio modelo. Esta configuracéo é conhecida como
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estimadomaximo a posteriore propricia a maior probabilidade possivel. Para obteneésed
estimador, no software SuperMASSA foi implementada um d@tthamado inferéncia exata
eficiente, cujos maiores detalhes podem ser encontradosmgs Mollinari e Garcia (2012).
Uma vez obtidos os valores dos parametres (P, «) que maximizam a probabilidade con-
juntaa posterioridada por (1), € estimada a probabilidadgosterioriconjunta da configuracéo
genotipica dos individuos e do vetor de parametftamndicionada aos dados observados:
Pr(v)Pr(G =g,D
PG = 11D = G g B @)

Essa probabilidade pode ser utilizada como um indicio déatnlidade do ajuste do modelo

aos dados pois quantifica 0 quao melhor € uma configuracadigieaocomparadas com as
outras. Concluindo, com emprego de tal método, € possitielasa ploidia e classificar cada
individuo de acordo com seu genotipo. Isto é essencial peras dados de SNPs possam ser

adequadamente usados em analises subsequentes.

2.5 Mapeamento Associativo

Mapeamento associativo € uma abordagem para identifia@esegromossoémicas associa-
das a caracteres poligénicos de interesse. Sua principetiga com relacdo ao mapeamento
de QTL's deve-se ao fato de néo requerer a realizacdo dencemtas biparentais. Essa mé-
todo também é baseado no desequilibrio de ligacao exigrtreemarcadores polimorficos e os
QTLs. Porém, diferentemente do mapeamento de QTL baseadwwezamentos, este método
detecta associac¢des a partir de dados oriundos de popsitzagdeais, colecdes de germoplasma,
conjunto de materiais elite, entre outros, de tal forma gigeatificacdo de QTL's é feita em
genomas constituidos por blocos génicos menores. O map&aassociativo explora portanto
eventos de recombinacfes em um contexto historico-evol(¥iU; BUCKLER, 2006; ZHU
et al., 2008). Por consequéncia, neste tipo de estudo ha @amoa resolucdo do mapeamento,
acarretando numa maior precisdo na localizacdo dos QThscdhtrapartida, sdo necessarias
amostras de tamanhos maiores para deteccao de associag&ezique ha uma maior varia-
¢ao na populagdo (HUANG; AITKEN; GEORGE, 2010; ROSA, 2010kbviamente, necessita
também da disponibilidade de grande niumero de locos maesdéa que as regides em dese-
quilibrio s&o menores que aquelas presentes em cruzantgoaosntais.

Os estudos de mapeamento associativo comecaram em hunzseasifis em genes can-
didatos identificados por meio de mapeamento por analisgagib (LANDER; SCHORK,

1994). Em plantas, um dos primeiros trabalhos teve comdiabjestar a associa¢ao do gene
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candidatadwarf8 com tempo de florescimento em 92 linhagens de milho (THORNSBE et
al., 2001; HUANG; AITKEN; GEORGE, 2010). Os resultados @egabalho indicaram uma
série de polimorfismos, localizados préximos a regido 5’ elwegcandidatdwarf8 associados
com os fendtipos avaliados.

Entretanto, com o surgimento das plataformas de genotipaige larga escala, estudos
de mapeamento associativo no genoma como um tagm¢me wide association studiges”
GWAS) estdo sendo feitos rotineiramente em humanos, anenalantas (HUANG; AITKEN;
GEORGE, 2010). Por exemplo, Arazana et al., (2005) utdiza®5 acessos dérabidopsis
para identificar associagdo entre SNPs genotipados ao mgenoma para caracteres tais
como tempo de florescimento e resisténcia a patdégenos. @eneipais foram detectados de-
monstrando o potencial deste tipo de estudo em plantas.g-tiah (2010) usaram essa mesma
abordagem para estudar associacfes em 14 caracterigticaéraicas em um painel formado
por 517 acessos de arroz genotipados com marcadores SNReo®#&lentificados explicam
36% da variacao fenotipica. Ainda, pode-se citar os estdd@@WAS feitos em soja (JUN et
al., 2008), milho (TIAN et al., 2011), cevada (PASAN et aD]12), trigo (GOUIS et al., 2012),
sorgo (CANIATO et al. 2011), entre outros.

Com relacéo a cana-de-agucar, poucos trabalhos envolestutios de mapeamento associ-
ativo foram publicados. Uma das principais razfes pode fpale até o momento a maioria
das plataformas de genotipagem em larga escala ainda réieresadaptadas para trabalhar
com espécies poliploides e com genoma tdo complexo (HUANGKEN; GEORGE, 2010).
Pesquisadores da area tem trabalhado com marcadores dtesicamo DArT ou com mar-
cadores moleculares SSRs que se comportam como dominandéesgsa espécie. Mclnyre et
al. (2005) usaram mapeamento associativo para validar @HEngificados para podridao ra-
dicular e ferrugem marrom baseado em 154 materais elitegigados com aproximadamente
1000 marcadores de dose unica incluindo RFLPs, AFLPs e S8&tsa. os dados do painel, 6
marcadores dos 13 que ja haviam sido previamente identigagkrmaneceram em associacao
com a podridao radicular, e 7 de 15 permaneceram em assoaagéa ferrugem marrom.
Esses resultados sdo promissores para o uso de marcaddeeslares e podem ser Uteis para
selecéo de individuos resistentes a essas doencas em uanpacde melhoramento. Wei et al.
(2010) fizeram um estudo de mapeamento associativo paraacseras teor de aclcar e produ-
¢cao em cana-de-acguUcar, levando em consideracao a esttatpopulacéo, interacdo genotipo e
ambiente e variagao espacial. Esse estudo foi baseado eraineh ge aproximadamente 480
acessos genotipados com marcadores DArT. Um grande nurmematadores foram signifi-

cativos para os caracteres de teor de acucar e producdovidoad@o foram significativos os
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efeitos de estrutura de populacao e a interacéo gendtipearapo que pode ter inflacionado o

namero de associac¢des positivas.

2.6 Desequilibrio de Ligacao

No contexto de analise de mapeamento associativo, o estudesagquilibrio de ligacéo ao
longo do genoma é muito importante. O desequilibrio liggudde ser defindo como sendo
uma associacao nao-aleatoria, ou preferencial, de aleldgetentes locos em uma populagéo
(FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003; HEDRICK, 2030

Normalmente, o desequilibrio de ligagédo ocorre de formatédl@ no genoma e depende da
espécie e da populacéo estudada (ORAGUZIE et al., 2007; R&EA). Portanto, o estudo da
extensdo do desequilibrio € muito importante, pois pd#siblieterminar a resolucdo de mape-
amento e o nimero de marcadores necessarios para ider@@ficar(ZHU et al., 2008; ROSA,
2011). Se houver desequilibrio de ligacdo apenas em cugi@sdas no genoma, espera-se
uma alta resolucdo de mapeamento e a necessidade de untmelaaatidade de marcadores
para identificar os QTLs. Caso contrario, se o desequilibestender a maiores distancias no
genoma, espera-se uma menor resolucdo de mapeamento réRelguema menor quantidade
de marcadores (YU; BUCKLER, 2006; ORAGUZIE et al., 2007; ZldtJal., 2008; ROSA,
2011). Recentemente, estudos de extensdo do desequiléligacdo tem sido feitos em ce-
vada (KRAAKMAN et al., 2004), milho (STICH et al., 2006), u@ARNAUD; LACOMBE;
DOLIGEZ, 2006), arroz (MATHER et al., 2007) entre outros.

Para o caso da cana-de-acucar, Raboim et al. (2008) calcutaextensédo do desequilibrio
em um painel de 72 acessos de cana-de-acucar genotipad@s8@mmarcadores do tipo AFLP.
Foi determinado a extensdo do desequilibrio até uma diatdec30 cM. Rosa (2011) estudou
a extensao do desequilibrio de ligacéo do painel brasiligincariedades de cana-de-agucar, que
€ composto por 135 acessos. O material foi genotipado corh hdrcadores, incluindo SSRs
e EST-SSRs. Foi constatada a extens&o do desequilibrié atd,lconfirmando que o genoma
da cana-de-acucar o desequilibrio permanece até mesmagasldistancias.

Apesar da ligacao fisica ser um fator importante para caasdegequilibrio. Vale ressal-
tar que o desequilibrio de ligagdo pode ocorrer entre abidodois ou mais locos que estao
bem distantes fisicamente (distancia maiores de 50 cM) omestno em cromossomos dife-
rentes. O desequilibrio de ligacdo pode ocorrer nestacéiisaporque existem outros fatores
gue causam desequilibrio de ligagéo, tais como: mutacéivadselecdo, sistema reprodutivo,

e estrutura de populagéo. Destes fatores, a estrutura déapap e a relagéo de parentesco séo
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0s principais fatores para ocasionar falsos positivos epearaento associativo (PRITCHARD;
PRZEWORSKI, 2001; FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, PG; MALOSETTI
etal. 2007; ROSA, 2011).

2.7 Estrutura Populacional

Estrutura de populacéo refere-se a presenca de subgrdpoendiados geneticamente na
populacao original, ou seja, uma populagdo tem uma esdrguaindo existem diferencas sis-
tematicas na ancestralidade dos individuos que as camatiGANIATO et al. 2011, ASTLE;
BALDING 2009). Para espécies domesticadas, a estruturaplédacao pode ser influenciada
pela historia natural das populacdes dos ancestrais pnéstizados e pelos métodos de me-
Ihoramento empregados pelos humanos ao longo do tempo (GA&Ral., 2005). Como ja
foi mencionado, esses tipos de estudos sdo importante® ganatrole da presenca de falsos
positivos em mapeamento associativo e também em estudoses

Thornsberry et al. (2001) fizeram um dos primeiros trabalhe cpnsiderou o efeito da
estrutura populacional em estudos de mapeamento asgociMais tarde, Yu et al. (2006)
apresentaram um modelo estatistico para mapeamentoasgogue inclui como covariavel
vetores que representam a estrutura de populagdo queipsete foi estimada em outros
trabalhos (CASA et al., 2008; HANSEY et al., 2011).

Com relacao a inferéncia de estudos de estrutura de poputaga aplicacdo em estudos
evolutivos de plantas cultivadas, Garris et al. (2005)d=stam estrutura de populacdo de arroz
baseado em um painel de 224 acessos genotipados com 16@anasceicrosatélites. Utili-
zando o modelo mistura com frequéncias correlacionadaeimgntado no software STRUC-
TURE, foram encontradas 5 popula¢des de arroz, coincidindo os resultados obtidos por
meio do métodameighbor-joininge com a historia evolutiva da espécie. Caniato et al. (2010)
fizeram um estudo para testar se a tolerancia de alumine d@m@cordo com a origem racial e
geografica de sorgos cultivados, concluindo que as subggies formadas por acessos da raca
Guineasao mais tolerantes ao aluminio do que as subpopulacde®stanpor acessos da raca
Caudatum

Pode-se afirmar que estudos de inferéncia de estrutura déapap podem ser aplicados na
utilizacao e conservacao de recursos genéticos coletadbamcos de germoplasma (ZHANG
et al., 2011). Um numero grande de acessos acumulados emsbd@msemente reduz a efici-
éncia com 0s quais estes recursos genéticos podem seragqdorAssim, a determinacgéo da

estrutura de populacéo das cole¢bes de germoplasma poulepsetante para o processo de
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amostragem dos acessos, visando a formacgéo de cole¢bearsgatom menor repetitividade
possivel (BROWN, 1989; ODONG et al., 2011).

Existem diversas metodologias genético-estatisticasipteréncia de estrutura de popula-
¢cdo. O método proposto por Pritchard, Stephens e Donn@00{2 implementado no software
STRUCTURE é um dos mais usados em humanos, animais e emsp{EkitBUFFER et al.
2007). Aplicacbes desse método tem sido utlizado em estedestlutura de populagédo de
plantas cultivadas tais como batata (D’HOOP et al., 20)ate (SIM et al., 2011), cevada
(CASTILLO et al., 2010) ente outras. Em cana-de-agucar-setgue os métodos mais utiliza-
dos para inferéncia de estrutura de populagéo até o monwata bs métodos de agrupamento
e o software STRUCTURE.

Para o caso da cana-de-acUcar, a maioria dos estudos derastiel populagcdo mostram
gue a presenca de subgrupos coincide com a genealogia ou class#dicacdo botanica das
espécies, tendo pouca relacdo com a origem geogréfica desoacePor exemplo, Jannoo et
al. (1999) mostraram que ndo ha evidéncias de que a divdesginética entre uma colecao
de clones de. officinarumtenha relagcdo com a distribuicdo geogréfica. Por sua vezgtVei
al. (2006) estudaram o efeito de estrutura de populagbesssatiacoes entre marcadores e
resisténcia as doencas de podridéo radicular, carvéo kel@aduea em um painel de 154 acessos
genotipados com 1068 marcadores AFLPs e 141 SSRs. Utibzarsdftware STRUCTURE,
esses autores detectaram 8 subpopulagdes, sendo quassifacalcdo coincidiu com a estrutura
da genealogia do painel analisado. Raboim et al. (2008)m&méaram estrutura de populagao
no painel composto por 72 cultivares modernos de canawsaagriundos dos mais diversos
programas de melhoramento do mundo. Esses autores espegida auséncia de estruturacao
€ devido a um intenso intercambio de cultivares entre osranogs de melhoramento. Rosa
(2011) estudou a estrutura de populacéo do painel brasteivariedades de cana-de-agucar e
encontrou 4 subpopulacdes. Neste trabalho foi concluidaas grupos formados estavam de
acordo com as informagdes das genealogias.

Embora seja reconhecida a importancia do software STRUETEIR estudos de inferén-
cia de estrutura de populacao, diversos autores afirmam tgmepo de execucao do algoritmo
implementado no software STRUCTURE € muito alto quandoa®atha com grande quanti-
dades de dados, podendo até inviabilizar o seu uso em algasas.cEm contrapartida, analise
de componentes principais ou ACP € um método com tempo dagi@baixo, que ndo neces-
sita de pressuposicdes sobre a estrutura de populacao eetEmance igual ou melhor que
o software STRUCTURE (PATTERSON; PRICE; REICH, 2006; PRELRI. 2006; ZHAO et
al. 2007; MYLES et al. 2009; HUANG et al. 2010). Atualmentstécrescendo o nimero
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de publicacbes sob este enfoque. Brown, Myles e Kresovighl(?estudaram a congruéncia
da classificagdo genética obtida com o uso de ACP, o softwidRe)JSTURE e a classificacéo

racial de sorgo. O material utilizado foi um painel de 216saos genotipados com 434 mar-
cadores incluindo SNPs e SSRs. Ambos 0s modelos resultamanma classificacdo genética
proxima a classificacdo racial. Myles et al. (2011) utikrarACP para verificar presenca de
subpopulacdes entre acessos selvagens e domesticados dewndos de diferentes origens
geogréficas.

Além dos método de Pritchard Stephens e Donnelly (2000) lesarde componentes prin-
cipais, métodos de agrupamentos também tém sido utilizzal@sse estudar estrutura de po-
pulacdo. Esses métodos sdo baseados em matrizes de dst@undlissimilaridade. Entre os
métodos de agrupamento pode-se citar os métodegighted Pair Group Method with Arith-
metic Meare Ward (ODONG et al. 2011) meighbor-joining(SAITOU; NEI, 1987; SOKAL;
MICHENER, 1958). No entanto a limitacdo desses métodos ésjtesultados das analises sdo
sensiveis a escolha do tipo de distancia escolhida (PRITRIHATEPHENS; DONNELLY,
2000). Dada a importancia dos métodos do STRUCTURE e AC&hest sobre ambos seréo

apresentados em itens especificos, a seqguir.

2.7.1 Analise de Componentes Principais

A idéia central de analise de componentes principais é nredufimensionalidade de um
conjunto de dados capturando o maximo possivel da variélasi@ariaveis (JOLLIFFE, 1986,
JOHNSON; WICHERN, 1992). No contexto de estrutura de pag@daanalise de componentes
principais pode ser definida como a projecao de individuasrarsubespaco de menor dimenséao
de tal maneira que a localizagédo desses individuos nesaeocegpjetado revela similaridade
genética entre eles (NOVEMBRE et al. 2008; ASTLE; BALDING020 ENGELHARDT;
STEPHENS, 2010).

Considere uma matri¥I em que as linhas representam os individdos, 1,2,..., N, as
colunas representam os marcaddres 1,2,...,L e que cada elemento dessa matriz seja o
namero de copia do alelo de referéncia, que pode variar ded®rtel de ploidia de cada loco.

Uma analise de ACP é baseada na decomposicao por valoretasgsgda matriz de dados
centralizada na média de cada coluna, ou seja,

L

M, =USV = sy, 3)

=1
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em queM,. = ( — %11’) M; as N colunas da matriz/y .y S840 0s valores singulares a es-
querda, ad linhas da matrid/,,;, sdo os valores singulares a direita equivalentd@aings
de uma analise ACP é uma matriz diagonal composta pelas raiz quadrada dossdmites das
matrizesM .M, = M_M...

Os componentes principa¥ podem ser definidos por meio de

Y =M,V = US 4)

sendo que as-ésima coluna da matriY representa @-€simo componente.

Um fato que deve ser levado em consideracgéo é que a detedmidagrhumero de compo-
nentes ainda € objeto de pesquisa e discussao na litefakistem diversos métodos propostos
na literatura, tais como scree plotmétodos baseados na proporcéo da variacao explicada pelos
componentes, entre outros (JOLLIFFE, 1986). Especificéarmara estudos de estrutura de po-
pulacao, Patterson, Price e Reich (2006), propuseram uenftemal para autovalores baseado
na distribuigdo Tracy-Windom; no entanto, normalmente @s&todo superestima o numero de
autovalores (SHRINER, 2011). Contudo, o mais importangs@¢ipo de analise é verificar o
significado do ponto de vista pratico de cada componentel(IFKHE, 1986).

Deve-se mencionar que em situagdes nas quais se tem uma detlistancia® tam-
bém pode ser aplicado o método de decomposicao singulargohrzir a dimensionalidade dos
dados, método denominado como analise de coordenadampaisnc

Em sintese, a andlise de coordenadas principais consisplerar a decomposi¢éo de va-
lores singulares na matr@,. = (I — %11') ©, sendo que os autovetores obtidos pela decom-
posicdo sdo denominados como eixos de coordenadas prinoymicacdes de analise de co-
ordendas principais em estudos de estrutura de populagdesiko, batata e cana-de-agucar
podem ser visto em REIF et al., 2004; D’HOOP et al., 2010 e L®PB11, respectivamente.

2.7.2 Software STRUCTURE

O método implementado na primeira versao do software STRIRH (PRITCHARD;
STEPHENS; DONNELLY, 2000) é baseado nas pressuposi¢coesagizesubpopulacéo esteja
em equilibrio de Hardy-Weinberg e que dentro de cada sulb@gimos locos estejam em equi-
librio de ligacdo. Em sintese, estima-se a frequénciacalélas subpopulacbes e dado essas
estimativas, atribui-se probabilisticamente os indieglnas suas respectivas subpopulacdes ou
a mais de uma, quando assume-se que esses individuos p@smestnais oriundos de mais de

uma populacdo. Mais recentementesoftwareSTRUCTURE foi expandido permitindo o uso
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dos modelos sem mistura, com mistura, modelo de ligacdo elmoedm uso de informacéo
a priori, além de permitir o uso de alelos dominantes, alelos nulssima&cao de frequéncias
alélicas correlacionadas (FALUSH, STEPHENS, PRITCHARDQ2 2007, HUBISZ et al.
2009).

O Modelo sem mistura olNo admixture” pressupde que 0 genoma como um todo dos
individuos originou-se exclusivamente a partir de uma dasubpopulagfes. Nesse modelo,
assume-sa priori que a probabilidade de um individuo originar-se a partir ie@rminada
subpopulacao sejﬁ. Assume-se também que para cada subpopulagitoco/ a distribui-
cdoa priori das frequéncias alélicas,, segue uma distribuicdo de Dirichlet com parametros
(A1,...,Ay). A verossimilhanga do modelo sem mistura € analoga a distéb de frequén-

cias alélicas sob Equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja,

Ji

K L
prglzm =TT ot | L1 (5)
B kll Kl

nlil' =1

em queny,;; € 0 numero de copias do alelmo locol dos individuos com origem na populagéo
J , ;. . L, , .
k, New = 351, niij, G € 0 vetor aleatorio que representam os genotifog e vetor aleatorio
que indica o origem dos individuos.
Dessa form,a por meio do Teorema de Bayes, tem-se a digfdoaiposterioriconjunta,

isto &,

Pr(Z,11|G) o Pr(Z)Pr(I1)Pr(G|Z,1I)

Ji

N KL Ney! 4 il
a H K H H ngn! .. g, H 7 H H Beta(A Tkl ©6)
Como néao € possivel obter a distribuicdo a posteriori dadg§)gor meio de uma solu-
cdo analitica, uma alternativa para se fazer inferéncia@en® dos vetores aleatoridk e Z
é utilizar o algoritmoGibbs Sampling O algoritmoGibbs Samplingem como objetivo reali-
zar simulagbes Monte Carlo da distribuicéo de interesseeitasnente, utilizando uma cadeia
de Markov com probabilidades de transi¢céo igual o valor dalsgbilidades condicionais com-
pletas. Assim, apés um numero suficientemente grande dgdes, a cadeia converge para a
distribuicdo de interesse (GELMAN; CARLIN, 1995).

Para 0 modelo sem mistura, o algorit@dbs Samplingonsiste em
- SimularIT" a partir dePr(I1%|G"—1, Z*-1)  h=1,2,..., H

- SimularZ” a partir dePr(Z"|G—1, 11(»=1)
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em quePr(I1|G, Z) o [T, T, T, m, ™ e

P’I’(H)P’r’( )Pr(G|I1, Z)
S w_, Pr(Il)Pr(Z)Pr(G|T1, Z)

Pr(Z/g,T1) x

O modelo com mistura odmixturepermite que os ancestrais possam ser oriundos de
diferentes populacdes. Isto é modelado declarando quewidod i herdou alguma fracag.;
do genoma de um dos ancestrais de uma populacg@desse caso, a distribuicdo conjuata

posteriorié dada por

M@mm@mzwmmm>@mqmwmam

em quewy; € 0 nimero de copias alélicas de um individuo que sdo atabwpopulacad,
Q, = Zle = wy; € ng; € 0 numero de copias do alejono loco! que sé&o atribuidas a
populacadk.

O algoritmoGibbs Samplingonsiste em

- SimularII" e Q" a partir de
Pr(IT", Q"g"—Y, 21, Q1) = pr(Ir"|gh—), Zr—D) Pr(QW|g"—1, Z*=D 1)
- SimularZ” a partir dePr(Z"|G"—1, 11, Qh—1)

sendoPr(Q|G, Z,IT) = Pr(Q|G, Z) o< [, [T, ¢t e

PT(Q)PT(H)PT(Z\H, Q)Pr(G|II,Q, Z)
> i—y Pr(Q)Pr(I) Pr(Z|IL, Q) Pr(G|I, Q, Z)

Pr(Z|G.11,Q) = (7)

O modelo de ligacdo é uma expansdo do modelo com misturagaadm consideracao

o desequilibrio de ligacdo causado pela mistura de popegadfio entanto, esse modelo ndo
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foi desenvolvido com o objetivo de modelar o desequilibedigacéo causado por ligacéo fi-
sica entre os marcadores. A ideia é que os individuos despatagfes possuem cromossomos
compostos por blocos que contém alelos provenientes do onascestral gerando o desequi-
librio (FALUSH, STEPHENS, PRITCHARD; 2003). Portanto, lecassidade de que os locos
nao estejam ligados fisicamente para que possam ser utdizad

Ainda, tem-se 0 modelo de uso da informacao a priori, que ipeowso de informacdes de
dados néo genéticos para inferéncia da estrutura de pépulammo por exemplo a localizacao
geografica do local da amostragem (HUBISZ et al. 2009).

Com relacdo a inferéncia do numefod de subpopulagbes, pode ser usado o calculo de
Pr(K|G) dado por

Pr(K|G) = Pr(K)Pr(G|K) (8)

Contudo, existem muitos problemas computacionais paea ebtimativas acurada @& (G| K)
tornando o problema dificil (PRITCHARD; STEPHENS; DONNEL12000). Embora ainda
nao exista uma solucéo definitiva, alguns métodos foramogtop na literatura. Pritchard,
Stephens e Donnelly (2000) propuseram uma solagfimocbaseada em uma aproximacéo de
Pr(G|K) dada por

- -2
Pr(G|K) = exp —g - % 9)

sendoi = = S —2log Pr(GIL,Q,Z) e(? = L(3)1, —2log Pr(G|IL, Q, Z) — ji?)

O procedimento consiste em assumir um vafopara o numero de subpopulagdes, aplicar
o0 algoritmoGibbs Samplingao conjunto de dados obtendo um valor p&idG|K) definido
em (9). O valor de que maximiza (9) é o niumero de subpopula¢gbes mais provavehad:

Regnaut e Goudet (2005) propuseram inféfia partir de uma estatistica ad hiadgy'.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Painel de Gendtipos

O estudo de estrutura de populacéo foi feito utilizando umgb@onstituido por 142 aces-
sos de cana-de-acucar, selecionados a partir da sua imgargf@ra o germoplasma brasileiro
e denominado painel brasileiro de variedades de canatdmiacOs critérios utilizados para
elaboracéo do painel foram: cultivares mais plantados eoutas comerciais brasileiras, como
RB867515, SP81-3250 e RB855453; ancestrais importantéssté@ia do melhoramento da
cana-de-acucar no Brasil tais como Co331, IAC48-65 e NAZGGprincipais genitores utili-
zados em cruzamentos; genitores utilizados em programaageamento como SP80-180 e
SP80-4966; cultivares lancados recentemente e cultipaioesissores dos programas de me-
Ilhoramento brasileiro. No entanto, na estacdo experihelgatre os 142 acessos disponiveis
nao foi possivel a identificacdo de 13 individuos, portaato-se 129 individuos identificados

corretamente e 13 acessos nédo identificados, conformesapaesTabela 1.

3.1.2 Genotipagem dos individuos

Um total de 1033 marcadores do tipo SNP foram utilizados garetipar 142 acessos de
cana-de-agucar. Dentre esses 1033 marcadores, 2 sdo nrioosn® foram desconsiderados
das andlises, resultando em um total de 1031 marcadorestrag@&x do DNA gendmico foi
feita a partir do meristema da cana-de-acgucar seguindaogmio descrito por Al-Janabi et al.
(1999). Para quantificar o DNA gendmico, usou-se o corantedtzente PicoGreen dsDNA
guantitation kit (Invitrogen) e para leitura da flouresaéntilizou-se o leitor de placas MWGT
Sirius HT-TRF microplate reader (MWG). A identificacdo dd$FS foi feita através de uma
buscain silico emclustersselecionados do banco de dados SUCEST. Foram consider@ados c
SNPs, a ocorréncia de mais de um nucleotideo em uma Unigg@palusterscujas as bases
tiveram uma qualidade maior ou igual 20 (MARCONI, 2011). Agipagem dos SNPs foi feita
usando-se o sistema Sequenom MassARRAYFoi realizada uma reacéo de PCR utilizando
um par degprimersespecifico para a regido de interesse contendo o SNP, umératacom en-
zimas SAP para inativar os dNTPs n&o incorporados duranBReeRuma outra reacao de PCR
denominada reacdo iPLEX na qual utilizougséners especificos e adjacentes ao SNPs com

presenca da enzima iPLEX, que amplificam nucleotideos tadores de massa modificadas.
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Tabela 1 — Origem e nome dos 129 acessos de cana-de-acUdaraspnédentificados e que sao
pertecentes ao painel brasileiro de variedades de cangtbar

Origem Genodtipos
Ancestrais Badila Ganda Chenit  Manerid™* Chuneé&*
Java, EK28 PO86-62
Campos, Brasil CB36-24 CB40-13 CB41-76 CB45-155
CB46-47 CB47-355 CB49-260 CB53-98
Coimbatore, india Co290 Co331 Co419 Co449
Co740 Co997 NCo310
india IN84-58***
Taiwan F31-962 F36-819
Queensland, Australia Q165
Canal Point, EUA CP70-1547 CP52-68 CP51-22
Norte da Argentina NA56-79
Lousiana, EUA L60-14
Tucuman, Argentina TUC71-7
Hawaii H59-1966 H53-3989
Reunion R570
Campinas, Brasil IAC48-65 IAC49-131 IAC50-134 IAC51-205
IAC52-150 IAC64-257 IAC68-12 IAC82-2045
IAC82-3092  IAC83-4157 |AC86-2210 IAC87-3396
IAC91-1099  IAC93-2060 |AC93-3046 IAC93-3046
IAC95-3018  IAC95-5000 IAC98-3022
Republica do Brasil RB721012 RB72199 RB72454 RB725053
RB725828 RB732577 RB735220 RB735275
RB739359 RB739735 RB75126 RB765418
RB785148 RB815690 RB825317 RB825336
RB83102 RB835019 RB835054 RB835089
RB835205 RB835486 RB845197 RB845210
RB845257 RB855002 RB855035 RB855036
RB855077 RB855113 RB855156 RB855536
RB855206 RB855350 RB855453 RB855463
RB855563 RB855595 RB855511 RB867515
RB92579 RB925211 RB925268 RB925268
RB925345 RB935744 RB965902 RB965917
RB966928
Sao Paulo, Brasil SP70-1005 SP70-1078 SP70-1143 SP70-1284
SP70-1423 SP70-3370 SP71-799 SP71-1406
SP71-6163 SP71-6949 SP72-4928 SP77-5181
SP79-1011 SP79-2233 SP79-2312 SP79-2313
SP79-6134 SP79-6192 SP80-1520 SP80-1816
SP80-1836 SP80-1842 SP80-3280 SP81-3250
SP83-2847 SP83-5073 SP89-1115 SP91-1049
CTC2 CTC9 CTC15

*Saccharum officinarupt* Saccharum barberi** Saccharum sinens&*** Saccharum spontaneum
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Os produtos dessas reacdes foram analisados pelo espetctrdl® massa MALDI-TOF, onde

determinou-se quais sdo as bases presentes na posicado do@pN&ando a massa do primer
ndo extendido com as massas dos primers extendidos com radastnucleotideos de massa
modificadas. Os resultados dessas analises feita no MAKIH-3ao picos de intensidade do
espectro obtidos para cada uma desssas bases. Esses praensidade representam alelos
especificos de diferentes massas dependendo da sequéilisadan Ou seja, para cada SNPs
tem-se um conjunto de dados formado por 2 picos de intersighagdior e menor massa) para

cada um dos individuos que comp&em o painel.

3.2 Métodos

3.2.1 Classificagédo dos dados de SNPs

A inferéncia do gendtipo dos individuos para cada loco fitdfasando o software Super-
MASSA (SERANG; MOLLINARI; GARCIA, 2012). O modelo grafico Basiano ajustado
para cada um dos SNPs foi o chamado modelo Hardy-Weinbergp&re de busca do para-
metro P variou de 6 a 20 e do parametrovariou de 0,01 a 1 com incremento de 0,05. ApGs o
ajuste do modelo, obteve-se para cada SNP a probabilidafent@a posteriorida configura-
céo genotipica 6tima e nivel de ploidia condicionada aos dados observados.

A estimativa do calculo dessa probabilidade foi usada coma medida de qualidade do
ajuste do modelo, ou seja, quanto maior essa probabilidaier @ qualidade desse ajuste.
Assim, utilizando um critéri@d hocforam selecionados apenas 0os SNPs cuja maxima probabi-
lidade fosse maior ou igual a 0,7.

Estatisticas de alguns parametros genéticos foram cdésylis como estimativa da frequén-

cia alélica e variancia da frequéncia alélica, cujo o estona dado por:

) Foo(l—Fy)  mi(l —m,
Var(By,) = el Lo _ L) (10

~ N iq P - P -, - e .
em quel,;,, = 23;,1;”; N € o numero de acessaB;é o nivel de ploidia em um determinado

SNP;m,;; € a dosagem alélica deésimo acesso ng-€simo loco;m; € a média da dosagem
alélica para cada SNP.
3.2.2 Imputagéo de dados

Um aspecto importante em uma analise de componentes @im@&pa questdo de dados

perdidos. E conhecido que para-se aplicar a decomposicéalates singulares é necessario
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gue nao haja a presenca de dados perdidos na matriz de dAddEFSON; PRICE; REICH,
2006). Portanto, para solucionar esse problema, nestdhaforam aplicados e comparados
dois métodos de imputacao, cujos detalhes serdo apressmtaeguir

Inicialmente, foi feita uma analise descritiva dos dadaa parificar quantos SNPs possuem
pelo menos um dado perdido, bem como a porcentagem de dadiidosepor SNPs. Ainda
como estatistica descritiva dos dados, foram estimadossvéos padrao da dosagem alélica de
cada SNP.

A imputacdo de dados foi feita através do método propostdSpeikhoven e Buhlmann
(2012) baseado no algoritmo fleresta aleatdriae que esta implementado na bibliotédes-
sForestdo software estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012}ilizbu-se 100
arvores e o numero de variaveis selecionadas aleatoriarioergual a raiz quadrada do numero
de marcadores selecionados apos o Salihg. O algoritmo de floresta aleatoria é definida por
um conjunto de arvores de classificacdo e/ou de regress8as Bs/ores sdo modelos basea-
dos em partigdes recursivas do espaco formado pelas ozsidrédpela varidvel resposta, de tal
forma que os subespacos gerados sejam de variancia minREANEB\N et al., 1984). Assim,
baseando-se no método de floresta aleatéria, Stekhovenm&uh(2012) propuseram um al-
goritmo ndo paramétrico para imputacéo de dados. Essetaigaronsiste em, para cada SNP,
ajustar um modelo de floresta aleatdria para os dados quéséo/ados. Dessa forma, a partir
desse modelo séo preditos os dados perdidos. O algoritraterepses dois passos até atingir a
convergéncia sob algum critério de parada.

Um estudo de validacdo cruzada foi realizado com a finalide@deomparar a acuracia do
meétodo de Stekhoven e Buhlmann (2012) com o método de inguid€ dados baseado na
meédia da frequéncia alélica de cada SNP. Esta segundaaditattambém foi empregada porque
€ a utlizada nos softwares TASSEL (BRADBURY et al., 2007gigensoft(PATTERSON;
PRICE; REICH, 2006).

Considerando apenas os marcadores que nao apresentavenpeatidos, esse estudo con-
sistiu em dividir aleatoriamente o conjunto de dadosZeém 1000 subconjuntos mutuamente
exclusivos sendo que para cada iteracdo um Unico subcoripinttilizado para se fazer a va-
lidacdo de cada um dos métodos de imputacéo e os dilitro$ subconjuntos remanescentes
foram usados como entrada de dados para a implementacacetimoside imputacao (dados
de treinamento). Assim, repetiu-se esse procéssezes.

A estatistica utilizada para mensurar a acuracia dos metwelamputacdo foi a raiz qua-
drada do erro quadratico médio normalizattm(malized root mean squared erroMIRMSE),

proposto por Stekhoven e Buhimann (2012) e dada por
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§z 2 2 (myy — i)

NRMSE = |-~ 2
w7 2 2 (mij — i)

em quen;; € o dado imputado por cada um dos métodos;ea media geral dos dados. Quando
0 meétodo de imputacdo apresenta uma boa performance a mizaga do erro quadratico
médio normalizado tende ao valor 1; em caso de ma performessa estatistica tende ao valor
0.

Foram obtidag” estimativas do NRMSE referentes ao método de Stekhoven kenBaoh
(2012), eT estimativas referentes ao método de imputacdo pela médiea Verificar qual
dentre dois métodos de imputacgéo é o mais acurado, foi feitieste de comparacdo de médias

bootstrapcomposto pelas seguintes etapas:

- A partir da amostra original produziu-9¢ = 1000 estatisticas raiz quadrada do erro

quadratico médio normalizado NRM&iBotstrappara ambos métodos de imputagéo.

- Para cada par de elementos das duas amdsitdstrapfoi calculada a estatistica

boot __ Voot ®(nmrse; — nmrses)

-
Tboot (NMITSE] — MIMITSES)

em quep(nmrse; — nmrses), Oy (nMrse; — nmrses) S80 a média e o desvio padrao

bootstrapda diferenga dos NRMSE obtidos a partir dos dois métodos datagao.

3.2.3 Estrutura populacional
3.2.3.1 Andlise de componentes principais e coordenadasmeipais

A andlise de componentes principais foi feita a partir de omatriz de dadod/, em que as
linhas representam os acessos de cana-de-aglcar e ascepnmegentam os marcadores SNPs.
Para realizar a analise, foi utilizada a fung@icompdo software estatistico R (R CORE TEAM
2012).

A escolha do numero de componentes foi feita baseada negspesual dos graficos de
disperséo doscoresdos componentes principais e intepretacdo do ponto depréiao de cada
componente.

Adicionalmente, foi feito um estudo para determinar qualnéimero minimo de marcado-

res necessarios para inferir a presenca de estrutura déapoes via analise de componentes
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principais. Esse estudo consistiu em, inicialmente,aee B, = 100, 200, ..., L. amostras
bootstrapa partir do matriz original de daddd sendo que o sorteio foi feito apenas nas colu-
nas. Para cada amostraotstrap estimou-sé?¥ componentes principais sendo que o0 himero
W de componentes foi determinado previamente na ACP dos daigasais.

Em seguida, para todo € W, determina-se a estimativa do quadrado da correlagéo de Pe-
arson entrev-€simo componente principbbotstrape w-ésimo componente principal estimado
pela ACP feita na matriz/ original, de tal forma que para caflatem-se a distribuicdo empirica
bootstrapdo quadrado da correlacdo de Pearson, entre 0s compongnt@sgis observados e
agueles calculados nas estimatisaststrap

A ideia desse método é que pressupondo um nimero de marsagratipados suficien-
temente grande, conforme aumenta o nimero de marcaddiesdas, a estimativhootstrap
da média do quadrado da correlacédo de Pearson tende a 1 matigathootstrapda variancia
tende a zero, portanto, o objetivo € analisar a partir detqganarcadores esse fato ocorre. Em
outras palavras, isto permite avaliar se o numero de SNIZ=mdbs € uma amostra suficiente do
genoma.

Para comparar os resultados da estrutura de populagéo corforRsacoes a respeito da
genealogia dos cultivares, foi feita uma analise de coadis principais com a matriz de dis-
tancia cujo os elementos foram definidos camecoe ficientedeparentesco. O coeficiente de
parentescd 5 € a probabilidade de que um alelo tomado ao acaso no indivickega idéntico
por descendéncia a um alelo também tomado ao acaso no iml®idEm outras palavras, é a
probabilidade de que um alelo tomado ao acaso do individenha o mesmo ancestral do alelo
do individuoB também tomado ao acaso Dessa forma, a matriz de parentpsesengta o grau
de relacionamento entre cada possivel par de individuosneanamostra (LYNCH; WALSH,
1998; HEDRICK, 2010).

Neste trabalho, a matriz de parentesco foi estimada atda/&scadkinshipdisponivel na
bibliotecakinship2e a analise de coordenadas principais foi feita usando @dwmdscale

ambos implementados moftwareestatistico R (R Development Core Team, 2012).

3.2.3.2 Anadlise de agrupamento

A Matriz de distancias genéticas usando dados de marcaduiesulares SNPs foi ob-
tida a partir das estimativas de distancia de alelos comtatts, calculadas 2 a 2 para os 143
acessos. A distancia de alelos compartilhados € definida commenos a proporcéo de ale-

los compartilhados por dois individuos quaisquer conaitido-sel. locos (BOWCOCK et al.,
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1994).

A expresséo do estimador de distancia de alelos compat¢hédada por

ZL - >
J 7T
2,0 2,7 z =1 | lj |
@alelos compartllhados 1 FTaIeIos compartllhados mln <7le ) - L
=1 1

Jj=

em que@a.;OS comparinadod® O €Stimador da distancia de alelos compartilhados entiredosduos
iei, Fra.’elosmmpamlhadose a proporcéo de alelos compartilhados entre os individeas ir;'j € a
frequéncia alélica dentro do individuono locol do aleloj e L. € o nUmero de locos.

Foi verificado se 0 nimero de marcadores SNPs foi suficiemte gizter uma estimativa
precisa das distancias genéticas, por meio do o método dedliNienhuis, Smith (1994). Em
linhas gerais, esse método consiste em para cada niumergaidoras 00, 200, . . ., 805 obter
a distribuicdo empirichootstrapdo coeficiente de variacdo das distancias genéticas. @vasid
se um numero de marcadores suficientes aqueles cuja a mediatistribuicddootstrapdo
coeficiente de variacao seja menor ou igual a 10 %.

As andlises de agrupamento foram feitas utilizando-se aritdgo unweighted pair-group
method using arithmetic averagg PGMA) implemmentado na fun¢dwlustdo softwareesta-
tistico R (R Development Core Team, 2012).

Para avaliar a qualidade do agrupamento, foi estimadae&géio cofenética, definida como
a correlacdo entre os valores estimados da matriz de des@emetica de alelos compartilhados
ou de parentesco e os valores da matriz de distancias queaoni@ dendrograma. Por fim, foi
estimada a correlagéo linear de Pearson entre o coeficiepirentesco e a proporcao de alelos

compartilhados.

3.2.3.3 Software STRUCTURE

O software STRUCTURE versédo 2.3.3 (PRITCHARD; STEPHENSNNELLY, 2000)

foi utilizado para inferir a estrutura populacional. Uma gie ndo é possivel analisar dados
que representam locos com niveis de ploidias diferenteso @xorre em cana-de-agucar, para
cada nivel ploidia retirou-se uma amostra de 50 SNPs digtidls a0 acaso no genoma, 0 que
resultou em 8 conjuntos de dados. Assim, para cada um dessesito de dados, ajustou-
se 0 modelo de mistura com frequéncias correlacionadassypendo-se que para cada acesso
pode-se ter uma fragdo do genoma oriunda de uma ou mais suagdpe assumindo ainda que
essas subpopulagcdes podem estar correlacionadas. Wskzomburninde 100 000 iteracdes e

200 000 iteragBes apodarnin, sendo que cada modelo foi ajustado repetidamente 10 \&zes.



40

determinacao do nimero 6timo de subpopulacdes foi feitangdr da est&itica delta proposta
por Evano, Regnaut e Goudet (2005). Dessa forma, para ceeladeiploidia, obteve-se uma

matriz Q a qual fornece para cada individuo a fracdo do gempm@ode pertencer a cada uma

dasK subpopulacdes.
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4 RESULTADOS

4.1 Classificacdo dos dados de SNPs

Os resultados dsoftwareSuperMASSA revelaram que, dentre 1031 marcadores SNPs ana-
lisados, 194 SNPs foram classficados como hexaploides, & oataploides, 71 como de-
caploides, 89 como dodecaploides, 92 como tetradecaplod®ecomo hecadecaploides, 122
como octadecaploides e 274 como icosaploides. Um maior maideemarcadores foram clas-
sificados nos niveis de ploidia 6 e 20 e um menor nimero de dwesmforam classficados nos
niveis de ploidia 10 e 12. No entanto, a medida que aumenteebd# ploidia de cada loco ha
uma maior ocorréncia de maximas probabilidaagmsteriorimenores que 0,7, diminuindo a
confiabilidade da classificagcdo para esses marcadoresgFAda)).

Analisando apenas os marcadores cuja a maxima proball&dpdsteriorifoi maior que
0,7 nota-se uma reducéao do numero de marcadores classificanoploidias 6 e 20, além de
ter-se marcadores em que a confiabilidade da inferéncia ni@iges condicional aos dados
observados seja maior (figura 2). Assim, utilizando o ddtad hocde considerar apenas 0s
marcadores SNPs com probabilidadposteriorimaior que 0,7, tem-se 138 marcadores SNPs
com nivel de ploidia estimada igual a 6, 85 igual a 8, 59 ig@al7R igual a 12, 64 igual a 14,
65 igual a 16, 81 igual a 18 e 241 com nivel de ploidia igual a@ihforme esperado, nota-se
gue o genoma da espécie é de fato complexo e composto de utneardis niveis de ploidia.

A Figura 3 apresenta a distribuicéo das frequéncias estisndel um alelo de referéncia dos
SNPs utilizados no painel. Considerando todos os marcademe-se um maior numero de
SNPs com estimativa de frequéncia alelica de 0,01 e 0,96 ;digas uma grande presenca de
alelos raros na amostra. Por outro lado, para os SNPs coralplidadea posteriorimaior que
0,7, observa-se uma diminuicdo dos alelos raros tornandaréodicao da frequéncias do alelo
de referéncia mais uniforme. Isto é interessante, uma vengunalmente alelos com alta (ou
baixa) frequéncia séo eliminados em analises de mapeamEsuoiativo.

Na figura 4 séo apresentadas as estimativas da variancegg@ficia alélica observada para
cada SNP. Nota-se que apenas trés deles possuem uma eadi@freiquéncia alélica superior a
0,0025. Agora vale enfatizar que a maioria dos SNPs possgguéncias alélicas entre 0,01 e
0,31 ouentre 0,71 e 0,96. Analisando a expresséo do estirfeaplacdo 10) vé-se que a mesma
€ minimizada para valores de frequéncia alélica tendendmueal0, portanto o resultado obtido

esta de acordo com o esperado teoricamente.
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SNPs

Todos os locos = 1031 (a) >0.7 =805 (b)

6 8 10 12 14 16 18 20 6 8 10 12 14 16 18 20

Nivel de Ploidia Nivel de Ploidia

>0.8 =708 (c) > 0.9 = 603 (d)

Nivel de Ploidia Nivel de Ploidia

Figura 2 —Classificagdo dos dados de SNPs para o painel brasileiroridelades de cana-de-aglcar. (a) Nesta

4.2

classficagao cada loco foi atribuido a uma determinadaectgsotipica baseando-se na maxima pro-
babilidade conjunta posterioridos gendétipos e nivel de ploidia condicional aos dados vhdes.
Considerando apenas 0s marcadores cuja a probabilidajimtzoem posterioridos genétipos e nivel
de ploidia condicional aos dados observados forem maiod ug); probabilidada posteriori> 0,8

(c); probabilidade posteriori> 0,9 (d). Estimativa da probabilidadeposterioriestdo representadas
pela escala de valores em tom de azul variandode 0 a 1

Imputacédo de dados

O numero de marcadores que apresentam pelo menos algum @alittopfoi 410, o que

equivale a 51,93 % dos marcadores com probabilidagesteriorimaior que 0,7. Entretanto,

apenas 22 SNPs apresentam uma porcentagem de dados pstgidosr a 25 % (Figura 5).

Além disso, percebe-se que apenas 3 SNPs possuem variaicsatem alélica maior ou igual

3, 0 que significa uma boa qualidade da genotipagem (Figura 6)

A Figura 7 apresenta as estimatimmtstrapda média da estatistica raiz quadrada do erro

quadratico médio normalizado obtidas pelos dos dois métdéomputacdo e a distribuicdo

empirica da estatisti¢ado teste de hipotedmotstrap O valor P do teste foi igual a 0.49, indi-

cando que nao existem evidéncias estatisticas para dar@j&ipotese de que a raiz quadrada

do erro quadratico médio normalizado obtida por ambos osdnétsejam iguais. Ou seja, 0

método de imputacao de dados usando o método de StekhovénneaBn (2012) ndo se mos-
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0.01 0.06 0.11 0.16 0.21 0.26 0.31 0.36 0.41 0.46 0.51 0.56 0.61 0.66 0.71 0.76 0.81 0.86 0.91 0.96

Frequéncia do Alelo Referéncia

Figura 3 —Distribui¢do da frequéncia de um alelo de referéncia dossSMdRdos nos dados do painel brasileiro
de variedades de cana-de-agucar. Diversos cendrios famasiderados: todos os locos (vermelho),
apenas 0s marcadores com probabilidade conjimasteriorimaior que 0,7 (laranja); marcadores
com probabilidade conjunta posteriorimaior que 0,8 (verde); marcadores com probabilidade con-
juntaa posteriorimaior que 0,9 (azul)

trou mais acurado do que o método de imputar os dados usanédia das frequéncias alélicas

de cada SNP. Isto indica que o método mais facil de implemeotie ser usado em situacdes

praticas.

4.3 Estrutura populacional

4.3.1 Analise de componentes principais e coordenadas pcipais

A analise de componente principais revelou presenca det@stmos dados do painel bra-
sileiro de variedades de cana-de-acucar. O primeiro coemer(PC1) explicou 7,63 % da
variabilidade dos dados. Nota-se que o0 acesso IN84-58cestizlhdo entre os valores de -100
e -50 do primeiro componente, os acessos Chunnee e GuandiceSté® entre -50 e 0, os cul-

tivares modernos estao entre -25 e 25 e 0s acessos Badila8dskKdd localizados entre 25 e
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Figura 4 —Estimativas da variancia das frequéncia alélica obseradacada SNP referente ao painel brasileiro
de variedades de cana-de-acUcar

50, sugerindo que o primeiro componente separa 0 acesseA8IBl spontaneujos acessos
restantes do painel que por sua vez estdo separados em duglagdes. A primeira, formada
pelos acessos Chunnee, Gandach®&nS{nensg a segunda formada pelos cultivares modernos
de cana-de-acUcar; a terceira formada por acessos quepg@eesnao melhoradas d& Effici-
narum). O segundo componente explica 4,32 % da variabilidade ddsde separa as espécies
(S. spontaneun®. Sinense S. officinarum dos cultivares modernos (Figura 8).

Por sua vez, a analise de coordenadas principais aplicadatria definida pot —coe ficiente
de parentesco mostra resultados contrastantes. O primeiro eixo de coad#es principais
explica 4,49 % da variabilidade dos dados e separa a progésieruzamentos RB72454 e
SP70-1143 e RB72454 e TUC71-7 dos genitores e progénie ds@mdA56-79. Os aces-
sos RB835089 e RB835019 estdo destacados porque sdo podériruzamento RB72454 e
NA56-79 sugerindo uma variagdo continua entre esses dgsgir O segundo eixo de coorde-
nadas principais explica 3,92 % da variabilidade dos dadepara esses dois grupos anterior-
mente citados dos demais cultivares (Figura 9).

A Figura 10 mostra a distribuicdo empirisaotstrapdo quadrado da correlacao de Pearson
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Porcentagem de dados perdidos por SNP

Figura 5 -Numero de marcadores do tipo SNP e porcentagem de dadogqeepdir SNP do painel brasileiro de
variedades de cana-de-agucar

entre o primeiro componente principal estimado a partirdbmos originais e o primeiro com-
ponente estimado a partir de amostraststrap assim como do segundo componente principal
original e o estimado a partir das amostoa®tstrap Observa-se que para 0 primeiro compo-
nente, a partir de 500 marcadores a variancia da distribeigipirica estabiliza-se e a mediana
da distribuicdo do quadrado da correlacdo de Pearson éraidermente igual a 0,95, indicando
possivelmente que esse seja 0 niumero de SNPs necessadefaatar a estrutura de populacao
revelada pelo primeiro componente. Por sua vez, para o deguomponente observa-se que
a variancia da distribuicdo empirica estabiliza-se soeapbs 700 marcadores SNPs utiliza-
dos e a mediana dessa distribui¢cdo € aproximadamente @,9 paimero de marcadores SNPs

maiores que 800.

4.3.2 Analise de agrupamento

A proporcgéao de alelos compartilhados variou de 0,7750 (BadiN84-58) a 0,9633 (entre
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Desvio padrao da dosagem alélica
*
*

SNPs

Figura 6 —Estimativas dos desvios padrdo da dosagem alélica paraStélaeferente ao painel brasileiro de
variedades de cana-de-agucar

IAC83-4157 e RB73500) com média igual a 0,8973. O coeficidatparentesco variou de 0 a
0,503 (entre NA56-79 e Co419) a 1 com média igual a 0,043. ¢asdfioxplotda distribuicao
bootstrap do coeficiente de variacdo das distancias desaefoparitihados obtida para um de-
terminado nimero de marcador mostra que a partir de 200 dwesaa mediana do coeficiente
de variacdo dessa distribuicdo € menor que 10%. Ou sejdjradesisa quantidade de marcado-
res pode-se obter uma estimativa precisa da matriz de diat@@ alelos compartilhados (Figura
11).

A andlise de agrupamento utilizando o método UPGMA baseadaados dos marcadores
SNPs mostrou que os cultivares modernos de cana-de-a@rtacgm ao mesmo grupo, e que a
maior distancia observada no dendrograma é entre os a¢h8gbS8 (S. spontaneu)re Badila
(S. officinarun, confirmando os resultados da anéalise de componenteggaisicA correlacao
cofenética foi igual a 0.911, indicando uma boa qualidadagtapamento (Figura 12).

Por suavez, o dendrograma resultante da aplicagdo do méR@MA & matriz cujos os ele-
mentos séa — coe ficiente de parentesco apresentou uma maior dissimilaridade entre os culti-

vares modernos. A maior dissimilaridade foi observadacargracessos NA56-79 e RB855206
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Figura 7 —Teste de hipotedeootstrapfeito para comparar os métodos de imputagdo de dados baseadw@dia
da frequéncia alelica ou em floresta aleatéria. Estimabeasstrapda média da estatistica NRMSE
obtida para os dois métodos de imputacédo (a). Distribuigfuirica da estatisticabiootstrape valor
p (b)

(progénie do cruzamento RB72454 e TUC71-7) confirmandosesteglos da analise de coorde-

nadas principais (Figura 13). O gréfico de dispersao entremp;ao de alelos compartilhados

e a estimativa dos coeficientes parentesco mostra uma bairedacdo entre essas variaveis

(r =0,30) (Figura 14).

4.3.3 Software STRUCTURE

Estudos de inferéncia de estrutura de populagdes usandBRGBIRE verséao 2.3.3 (PRIT-
CHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) foram realizados paracuiuntos de dados de
SNPs, separados de acordo com a estimativa do nivel degléidiabela 2 apresenta os resul-
tados das estimativas das estatisticas propostas peldodd-vano, Regnaut e Goudet (2005)
para modelo de frequéncia correlacionada considerands fmra cada nivel de ploidia. Resul-

tados das estimativas da estatistica delta mostra que acodtimo de populacdes para o nivel
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Figura 8 —Analise de componentes principais dos dados de marcaddies Que foram usados para genotipar
o painel brasileiro de variedades de cana-de-acUcar. Guenp® principal 1 no eixo das abicssas e
componente principal 2 no eixo das ordenadas

de ploidia 6 é igual a 6, para os niveis de ploidia 8 e 20 essesrnigtimo de populacdes é
igual a 4 e para os demais niveis de ploifliadtimo é igual a 2. Ou seja, para o0s trés conjuntos
de dados de SNPs que possuem uma maior quantidade de dadificaldos (niveis de plodia
igual a 20, 6, e 8 respectivamente) observousse 2.

No apéndice A sdo apresentadas as matrizes Q obtida parsutanenjunto de dados. Sendo
gue cada linha dessa matriz Q representa os acessos dogaamn coluna representa a fra-
cdo do genoma do individuo pertencente a umas dagdagbpopula¢gbes. Analisando essas
matrizes, de um modo geral, nota-se que para cada nivel idéaghouve um agrupamento dos
acessos de uma forma diferente. Para o nivel de ploidia 6nalsse que a primeira subpopu-
lag&o é composta principalmente por acessos originadaodogma de melhoramento Campos
Brasil (CBs) e Coimbatore india (Co); a segunda subpopalagénposta por acessos proveni-
ente do programa do instituto agronémico de Campinas (I&Gg)r alguns cultivares RBs; a

terceira e quarta compostas exclusivamente por cultiRBss a quinta composta por cultivares
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Figura 9 —Andlise de coordenadas principais da matriz de distancifs as elementos s&o definidos como
1 — coeficiente de parentesco. Eixo de coordenada principal 1 no eixo das abicssas e eixo de
coordenada principal 2 no eixo das ordenadas

RBs e SP70 e SP71 e a sexta subpopulacdo composta pringipajmoe cultivares SP77, SP79
e SP80. Para o nivel de ploidia 8, a primeira subpopulacam@asta principalmente por aces-
sos oriundos do programa de Canal Point (CPs), Campos Be&s); a segunda subpopulacéo
composta por acessos oriundos programa do instituto agrionéde Campinas (IACs) e de
Coimbatore india (Co); a terceira composta por acessos RjBama composta principalmente
por acessos SPs e RBs. Por sua vez, para os niveis de ploidid8,nota-se que uma sub-
populacdo € composta por cultivares SPs e parte dos RBs emdsegubpopulacdo composta
pelos demais acessos. Para o nivel de ploidia 20, embora eraltimo de subpopulacdes
sejaigual a 4, vé-se que a maioria dos elementos da matrizp@rimadamente igual a 0,25,
0 que indica que o genoma desses individuos néo € predoerinante originado de nenhuma
das quatro populacdes.

De uma forma geral, esses resultados indicaram que a gsrde subdividir o conjuntos

de dados por nivel de ploidia e ajustar um modelo de fregasmairrelacionadas para cada um
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Figura 10 —Graficosbhoxplotda distribuicdo do quadrado da correlagio de Pearson edfree PC1 bootstrap
(a) e entre PC2 e PC2 bootstrap versus o numero de marcadores

deles, ndo possibilitou ter-se uma resposta Unica para enalmmais provavel de subpopulacdes.
Ademais, a fracdo do genoma de cada individuo que é origp@dzada uma das subpopulacdes
variou de acordo com o nivel de ploidia dos marcadores ceraids. Claramente, isto revela
a dificuldade em se realizar estudos para uma espécie comnamgeomplexo como a cana-

de-agucar.
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Tabela 2 Estimativas das estatisticas propostas pelo método deFRagnaut e Goudet (2005) para modelo
de frequéncia correlacionada, considerando locos pagrdadl de ploidiaX é o nimero de popu-
lagcdes,m(LnP(K)) é a média do logaritmo da verossimilhanca obtida pelas I&tigées modelo,

s(LnP(K)) é o desvio padrdop(Ln” (K)) é a média da primeira derivada do logaritmo da verossi-

milhanca obtida pelas 10 repeticdes (Continua)
Nivel de Ploidia K m(LnP(K)) s(LnP(K)) m(Ln"(K)) Deltak
1 -14148,18 0,0919
2 -13733,34 77,0172 91,85 1,192591
3 -13410,35 36,5996 59,01 1,612312
4 -13146,37 12,5493 75,09 5,983608
6 5 -12957,48 22,0255 22,53 1,022906
6 -12746,06 3,6561 107,89 29,509538
7 -12642,53 29,3250 11,28 0,384655
8 -12550,28 11,0236 2,43 0,220436
9 -12455,60 5,6403 24,38 4,322441
10 -12385,30 23,3950
1 -19249,36 0,1506
2 -19148,14 3,2411 64,01 19,749318
3 -19110,93 5,8262 12,99 2,229585
4 -19060,73 45571 179,29 39,343366
8 5 -19189,82 34,5975 185,80 5,370337
6 -19504,71 238,6222 249,03 1,043616
7 -19570,57 194.7432 96,78 0,496962
8 -19539,65 88.5284 89,32 1,008942
9 -19598,05 108.6584 131,88 1,213712
10 -19524,57 96.6392
1 -22131,11 0,0316
2 -22032,52 3,6453 22,16 6,079008
3 -21956,09 9,0162 21,07 2,336901
4 -21900,73 4,1695 17,23 4,132411
10 5 -21862,60 16,3961 32,00 1,951679
6 -21856,47 27,2830 57,06 2,091415
7 -21907,40 52,5030 56,83 1,082414
8 -22015,16 114,0666 134,35 1,177821
9 -22257,27 328,5467 295,16 0,898381
10 -22204,22 160,1281
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Tabela 2 -Estimativas das estatisticas propostas pelo método deFRagnaut e Goudet (2005) para modelo
de frequéncia correlacionada, considerando locos paeardadl de ploidia.{ € o nimero de popu-
lagBes,m(LnP(K)) é a média do logaritmo da verossimilhanca obtida pelas J&igées modelo,

s(LnP(K)) é o desvio padrdap(Ln” (K)) é a média da primeira derivada do logaritmo da verossi-

milhanca obtida pelas 10 repeticbes (Continua)
Nivel de Ploidia K m(LnP(K)) s(LnP(K)) m(Ln"(K)) Deltak
1 -38942,29 0,1197
2 -38837,52 2,1436 91,36 42,619474
3 -38824,11 9,7533 9,42 0,965823
4 -38801,28 6,7488 7,67 2,618246
12 5 -38796,12 39,2547 0,77 0,019615
6 -38791,73 70,4330 8,08 0,114719
7 -38779,26 22,8397 170,37 7,459382
8 -38937,16 123,5080 83,44 0,675584
9 -39178,50 183,7109 279,94 1,523807
10 -39139,90 168,8862
1 -49019,94 0,0699
2 -48870,07 1,1016 97,87 88,84636
3 -48818,07 2,6124 20,63 7,896998
4 -48786,70 5,2351 42,23 8,066646
14 5 -48713,10 17,135 44,48 2,595853
6 -48683,98 29,0413 90,99 3,133128
7 -48745,85 69,1764 25,26 0,365153
8 -48832,98 65,1204 7,56 0,116093
9 -48927,67 130,1403 133,42 1,025201
10 -48888,94 88,5196
1 -55944,11 0,0568 - -
2 -55785,23 2,4060 230,89 95,962897
3 -55857,24 32,5725 571,29 17,539015
4 -56500,54 237,1850 797,39 3,361890
16 5 -56346,45 269,2092 176,41 0,655290
6 -56368,77 406,7774 315,13 0,774699
7 -56075,96 353,1334 203,43 0,576071
8 -55986,58 166,8723 51,92 0,311136
9 -55949,12 53,3750 25,15 0,471194
10 -55936,81 79,9514
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Tabela 2 Estimativas das estatisticas propostas pelo método deFRagnaut e Goudet (2005) para modelo
de frequéncia correlacionada, considerando locos paeardadl de ploidiaX é o nimero de popu-
lagcdes,m(LnP(K)) é a média do logaritmo da verossimilhanca obtida pelas I&tigées modelo,

s(LnP(K)) é o desvio padrdap(Ln” (K)) é a média da primeira derivada do logaritmo da verossi-
milhanca obtida pelas 10 repeticdes (Conclusao)

Nivel de Ploidia K m(LnP(K)) s(LnP(K)) m(Ln"(K)) Deltak
1 -67101,79 0,0738
2  -67101,84 32,5617 499,22 15,331521
3  -67601,11 792,2609 905,00 1,142300
4  -67195,38 179,2434 967,52 5,397798
18 5  -67757,17 869,8173 970,39 1,115625
6  -67348,57 118,9507 326,12 2,741641
7 -67266,09 79,2618 31,61 0,398805
8  -67152,00 85,5377 89,23 1,043166
9  -67127,14 60,3542 2,74 0,045399
10  -67099,54 48,0616
1  -80692,48 0,0632
2 -80719,30 69,7050 60,04 0,861344
3 -80806,16 476,1825 277,43 0,582613
4  -80615,59 4,2212 179,83  42,601333
20 5  -80604,85 1,9127 9,41 4,919806
6  -80603,52 1,5569 1,56 1,001978
7 -80600,63 2,1520 0,67 0,311334
8  -80597,07 1,8355 4,73 2,576978
9  -80588,78 14,7466 6,89 0,467227
10  -80587,38 13,2473
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5 DISCUSSAO

Para a realizacdo de mapeamento associativo, um dos piigfagores que precisa ser con-
siderado é a presenca de estrutura populacional. Isto seaddato de que painéis de genoétipos
formados a partir de cole¢cdes de germoplasma e/ou culivargssociacdo nao aleatéria entre
alelos podem surgir por outras razdes que néo a ligagéa.fisic

No presente trabalho, a abordagem escolhida para estustautue populacional levou em
consideracéao o fato de que a cana-de-acucar € um poliplagdertie complexo, tendo inclusive
diferente nimero de cromossomo homologos por grupo de lgmaol Para que isso fosse
possivel, uma nova classe de marcadores (SNPs) foi esaolAl permitir que informacgdes
sobre a dosagem alélica seja usada, foi possivel estimaidéale cada loco, bem como realizar
estudos sobre a estrutura populacional de uma forma irgtdimmomento para essa espécie.

A primeira etapa foi relacionada a correta classificacaodaol®s de SNPs. Os resultados
mostraram que locos com nivel de ploidia 20 é o mais frequemtgainel (29,94 %). Além
disso, observou-se um total de 720 marcadores SNPs congaddierente de 8, o que equivale a
89,44 %. Comparando a porcentagem de SNPs com ploidia i§ualeontradaas nesse trabalho
(10,56 %) com a porcentagem do niumero de cromossomos quers@ds d&. officinarum
entre 72,5 % a 85 %, encontrada por Piperidis, Piperidis eobtH2010) e D’'Hont (2005),
nota-se uma disparidade entre esses resultados. Entratafta porcentagem de SNP cuja a
estimativa da ploidia seja diferente de 8, pode ser exidagtida a existéncia de cromossomos
que estdo presentes em distintos grupos de homologiaspssomos recombinantes entre duas
Ou mais espeécies relacionadas ao geS@&acharune cromossomos oriundos de outras espécies
que nao sejard. officinarum Isto mostra que, pelo menos para o germoplasma brasitico,
€ correta a pressuposicao de que a espécie geralmente tgrartamento auto-octaploide.

Uma possivel explicacdo para a alta frequéncia de SNPs domaésas de ploidia igual a
20 é a superparametrizacdo do modelo, pois para estes casmeto implementado ngoft-
ware SuperMASSA minimiza o erro esperado entre a intensidadieatibservada e a esperada
para dada uma ploidia. Portanto, para os locos que apresensggnificativa variancia dentro
dos grupos formados por individuos com mesmo genétipo, @hnwodais provavel € aquele que
ajusta o0 maior numero de retas aumentando dessa forma atsicho nivel de ploidia. Por
essa razao, ainda é prematuro afirmar que existem gruposidey@0. Tal hipotese precisa ser
confirmada com mais evidéncias biolégicas, como aquelaepientes de estudos citogenéti-

COsS.
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Um dos fatores para a ocorréncia de SNPs que apresentam anake grariancia dentro dos
grupos é uma possivel falta de otimizacdo da plataforma detigagem de larga escala Se-
quenom MassARRAY®R para o uso em espécies poliploides. Essa otimizacéo ddqotata
incluem mudancas nas condi¢des de PCR, nas concentracB&?de de reagentes entre ou-
tras. Outras fontes de aumento da variancia dentro desgessgseriam SNPs duplicados no
genoma e presenca de SNPs nos primers (MOLLINARI; SERANG3R0

Convém ressaltar que a alta variabilidade dentro dos gr@moais problematica conforme
aumenta-se o nivel de ploidia dos SNPs. Sob o ponto de visteodalagem dos dados, para
SNPs com ploidias mais altas, tais como 18 e 20, o angulo tesde modelo que definem a
classe genotipica sdo menores em relacdo aos locos hebesptni octaploides, por exemplo,
tornando essas retas mais proxima uma das outras. Logotoguaior variancia dentro do
grupo formado por individuos que estdo em torno da mesmamgiiar sera a dificuldade de
distinguir e separar esses grupos.

Uma dificuldade adicional no contexto da classificacdo doBsSpara os acessos de um
painel de cana-de-acucar € que, nessas circusntanciasetpara o mesmo loco individuos
de espécies diferentes e com niveis de ploidia diferentes.emplo, para 0 mesmo loco
tem-se individuos de espéci8s officinarum que sdo autoctaploides, e cultivares comerciais,
cujo o nivel de ploidia € variavel de acordo com grupo de hogiale desconhecido até o
momento. Além disso, acessos provenientes de um paineépéesentam populagdes em equi-
librio de Hardy-Weinberg, sendo oriundos apenas de um lomiccamento biparental. Dessa
forma, embora nesse trabalho e em outros tais como de Serahg (@012) foi utilizado o
modelo de Hardy-Weinberg, em trabalhos futuros € interéssadesenvolvimento de modelos
graficos Bayesiano que levem em consideracdo pressupesigie realisticas (MOLLINARI;
SERANG, 2013).

Apos o procedimentad hoc de filtragem dos resultados, observou-se uma distribuicédo
aproximadamente uniforme da frequéncia do alelo de refex@os SNPs. Normalmente, em
estudos de mapeamento de QTLs e de mapeamento assoc@tioverse 0s SNPs que contém
alelo de menor frequencia inferior a 0,05 por causa da faltaodler de deteccao de QTL (LAN-
DER, 1996; MYLES, 2009). Entretanto, nesse trabalho ogmpela ndo exclusdo de SNPs
gue apresentassem baixa frequéncia do alelo de referésitidoi feito pois para espécies po-
liploides como a cana-de-agucar, podem haver SNPs quegrossalos de menor frequéncia
alélica inferior a 0,05 com frequéncias genotipicas maiqre 0,05. Por exemplo, para o SNP
Contig1009#3b1 com ploidia estimada igual a 6, foram digssios 22 individuos com o ge-

notipo Ala® e 111 individuos com o genotipé’a’. Isso resulta em uma frequéncia observada
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do alelo A igual am = 22 = 0,0275, porém com frequéncia observada do genétipo
Ala® = 0,165 e A%a® = 0,835. Ademais, a exclusdo de SNPs com alelos de menor frequen-
cia inferior a 0,05 podem ser a razao pela qual modelos deanmap®o associativos explicam
muito pouco da variabilidade genética de caracteres deesde, fato conhecido na literatura
comomissing heritability MYLES, 2009).

Com relagdo a imputacao dos dados, verificou-se para esgmimnde dados o método de
Stekhoven e Buhlmann (2012) nédo foi mais acurado do que angdatos simplesmente atraves
da média do nimero de copias alélicas de cada loco. A ex@bodesse resultado deve-se a
baixa variabilidade da dosagem alélica dentro de cada tmrop pode ser visto na Figura 6.
Uma vez que a variancia da dosagem alélica dentro de cadé lmiga, os desvios da dosagem
alélica de um individuo em relacédo a média dentro de cadas@&oaninimizados, tornando o
estimador da média um preditor acurado para dados perdidos.

Quanto a presenca de estrutura de populagéo, principaivabi trabalho, a analise de
componentes principais mostrou que o acesso IN8458gontaneujrdestaca-se dos demais
acessos do painel que ainda estédo separados entre si, flartn@m subpopulacdes. Uma dessas
subpopulacdes é formada pelas espéfistnenseuma outra formada por acessos queSamf-
ficinarume, por fim, uma subpopulacéo formada pelos cultivares modeue estdo presentes
no painel. Entretanto, essas subpopulacdes apresentamuciaaca gradual da frequéncia alé-
lica, sugerindo que os individuos pertencentes a uma deskpepulacdes pode ter uma fracédo
do seu genoma oriundo de outra subpopulagéo adjacentes ressétados séo coerentes com o
histérico evolutivo da espécie, dado que as esp&ismenssdo hibridos interespecificos entre
S. officinarune S. spontaneurrom maior contribuicdo no genoma da espé&iefficinarun{D’
HONT et al., 2002), assim como os cultivares modernos, quiagiassaram pelo processo de
nobilizacdo (D’HONT et al. 1996, MING et al. 2006). Essa évareelmente a razéo pela qual
os trés gruposs. officinarumsS. sinense cultivares modernos) estdo mais proximos entre si do
que em relacdo ao acesso IN84-58. Um outro ponto importaque é acesso IN84-58 ndo tem
relacdo de parentesco com 0s demais acessos que compdelppaitanto, a dissimilaridade
genética identificada nessa andlise é também devido ao gi@arentesco entre eles.

Além disso, pode-se afirmar que a anélise de componentespaigsnao revelou qualquer
relacdo entre presenca de estrutura populacional e a oggegnafica dos acessos. Esses resul-
tados corroboram os obtidos por Lu et al. (1994), Aitken e{2006) e Raboim et al. (2008).
Esses autores argumentam que esse fato ocorre porque aodosiganos houve um grande
intercambio de germoplasma entre os programas de melhotaye que muitos programas

de melhoramento espalhados pelo mundo utilizaram os memneestrais em seus respectivos
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programas.

A andlise de coordenadas principais aplicada a uma matdistincia genética definda por
1 — coeficiente de parentesco mostrou uma maior dissimilaridade genética entre 0s asesso
do painel. Provavelmente, as razfes das diferencas ddsdesuentre a analise de coordena-
das principais e analise de componentes principais deaefggimas pressuposicdes irrealistas
feitas para a determinagéo do coeficiente de parentescaexBuplo, assume-se auséncia de
deriva genética e selecao, contribuicdo igual dos gameitaisdos dos genitores, auséncia de
falhas e de erros de anotacéo dos registros da genealogra.didso, para a estimativa do coe-
ficiente de parentesco dos acesso desse painel, assumia-ss opdividuos fossem diploides,
0 que obviamente ndo é o caso da cana-de-acUcar (LIMA et@2) 28 correlacao baixa entre
a matrizes de coeficientes de parentesco e de propor¢cadae@enpartilhados-(= 0, 30), €
um resultado que fortemente sugere essa hipotese.

Comparando os resultados da analise de componentes pinegmo os resultados obtidos
por Rosa (2011), alguns pontos podem ser destacados. Rdg3 (Rilizou o modelo sem mis-
tura do software STRUCTURE para analisar dados de micideatee identificou existéncias
de subpopulagdes entre os cultivares modernos de cangidaraAssim, as diferencas encon-
tradas podem ser principalmente devidas ao tipo de marcaitinado, especialmente porque
0S microsatélites ttm comportamento dominante e sdo restentenos informativos. Embora
0s SNPs levem em consideracdo a dosagem alélica e o nivebideappodendo assim dis-
criminar individuos que possuem doses Unicas dos indigiue possuem doses mais altas, os
SNPs possuem uma menor taxa de mutagéo, portanto S0 mseswamos ao longo do genoma
do que outros marcadores (HAMBLIN; WARBURTON; BUCKLER; 200 Além disso, por
definicdo, SNPs sdo marcadores de polimorfismos em uma (ssea du seja, abrangem uma
regido menor do genoma em comparagado aos microsatéltiepolde dificultar a identificacdo
de subpopula¢gdes com frequéncias alélicas proximas.

Contudo, convém mencionar que diferentemente da analiserdponentes principais, 0s
modelos com e sem mistura implementados no software STRIRET$%0 baseados nas pres-
suposicdes que dentro das subpopulagdes os locos estejaquéibrio de Hardy-Weinberg e
equilibrio de ligacéo. Portanto, no caso dos modelos imphtatos nsoftwareSTRUCTURE,
guaisquer desvios da pressuposicdo de Hardy Weinbergdasipor exemplo, pelo grau de pa-
rentesco, podem influenciar na identificacdo das subpdjesa@ tendéncia € que os modelos
dessesoftwarealoguem os indviduos com grau de parentesco nfal§mnos na mesma subpo-
pulacéo e individuos com grau de parentesco mais distagtesljstintas subpopulacdes. No

entanto, o objetivo da andlise de componentes principaigriéentificar subpopulacdes mas
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sim projetar os individuos em um eixo de variagdo de acordoasimilaridade da frequéncia
alélica dos mesmos. Nesse contexto, os resultados daeadéliomponentes principais desse
trabalho pareceram ser satisfatorios.

Como analise complementar, foram feita analises de agrep@naplicadas as matrizes de
distancias genéticas de alelos compartilhadas, estinagutasir dos dados de marcadores SNPs.
Sendo a distancia genética definida caomecoe ficiente de parentesco. De uma forma geral,
essas analises confirmaram os resultados obtidos naseanddéisomponentes principais e de
coordenadas principais, respecitvamente. Comparandalia iah& proporcao de alelos compar-
tilhados dos dados de SNPs (0,8973) com a similaridadeigargstimada através da distancia
de Jaccard usando marcadores AFLP (LIMA et al. 2002), 0,8&evque os SNPs proporci-
onaram resultados que indicam uma maior similaridade genéntre os individuos dos que
os marcadores AFLP. Isto possivelmente pode ser explicaldofato dos SNPs permitirem a
exploragcdo em maior profundidade do genoma, permitindbenehensuracdo da similaridade
intra alélica.

Por fim, também foi ajustado o modelo com mistura e frequéialacionada implemen-
tado no software STRUCTURE. Conforme apresentado, SNP$ogai® divididos por nivel
de ploidia, o que fez sentido biolégico. De um modo geral statisticas delta indicaram que
0 numero 6timo de subpopulacdes variou de acordo com o donjiendados analisados. As-
sim, as subpopulacdes formadas dependeram do nivel deaatoitsiderado, sugerindo que 0s
resultados da andlise de componentes principais sédo neais fée ser interpretados do que os
obtidos para o software STRUCTURE, tendo também maiorfagudo biol6gico.

Comparando o numero de subpopulacdes encontradas ndssdrpara 0s conjuntos de
SNPs com ploidias 8 e 20 com aqueles encontrados por Rosa)(2@tse que o numero de
subpopulacdes é o mesmo. No entanto, para os SNPs com (@0id&o foi possivel verificar a
partir de qual subpopulacédo o genoma de cada individuo @mieentemente originado, por-
que a maioria dos valores dos elementos da matriz Q esta emder0,25. Vale a ressalva que
0s SNPs cuja a estimativa do nivel de ploidia foi igual a 2@rfoos que apresentam menor pro-
babilidadea posteriorina classificagdo. Assim, dados para ploidia 20 precisamtsgpretados
com cautela.

Um fato interessante € que, por definicdo, usando analisengi@onentes principais, identifica-
se o padrao de similaridade genética entre os individuompar dos primeiros componentes,
descartando os que representam o ruido. Dessa forma, aeadélicomponentes principais
talvez seja mais robusta a presenca de SNPs com baixa pgrdddda posteriorido que 0s

modelos implementados no software STRUCTURE. Com relagaccanjuntos de dados de
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SNPs com ploidias 10 a 18, uma possivel explicacdo para oka@ss € que nesses casos as
amostras de tamanho 50 representam uma porcentagem sitiyafida quantidade de dados
(80,75 % 69,44 % , 76,92 %, 78,13 % 61,73%, respectivamebtedsa forma, a chance dos
locos ligados estarem e/ou desequilibrio de ligacdo é nyustade, o que pode ter influenciado
os resultados. Vale ressaltar que testes para verificaremdiéibrio de ligacdo e ou a ligacao
entre os locos ndo foram feitos porque os métodos estatigiara fazer isso com marcadores
SNPs em cana-de-agucar ainda nao foram desenvolvidos.

Por outro lado, cada conjunto de dados de SNPs com seu ligep@wel de ploidia pode
representar melhor uma espécie distinta do geBéozharum Por exemplo, a matriz Q resul-
tante da analise do software STRUCTURE com marcadores SitPgloidia igual a 8 podem
representar em sua maioria a fracdo do genoma oriundaspisesS. officinarumenquanto a
matriz Q obtida a partir de marcadores com ploidia mais glbaem representar em sua maio-
ria a fracdo do genoma proveniente das esp&ispontaneurou dos hibridos interespecificos
S. sinens®u S. barberi Sob essa hip6tese, pode-se interpretar que a matriz Qaabpartir
dos marcadores SNPs com ploidia igual a 8 corresponde amiafdes obtidas com as gene-
alogias. Para ploidia 8, nota-se que diversos irmaos caogpéstdo na mesma subpopulacéo,
como por exemplo, os cultivares SP80-1816, SP80-1842 e-3$FBD (subpopulacéo 4) e os
cultivares RB845197, RB845210 e RB845257 (subpopulacadd} resultados sdo os mes-
mos que aqueles obtidos por Rosa (2011). Entretanto, coma&mionar que mesmo sob esse
ponto de vista, as analises com o STRUCTURE tém desvantageralacdo a ACP, porque
no contexto de mapeamento associativo, 0 objetivo da estrde populacdo é controlar falsos
positivos de uma forma geral, e ndo apenas ter uma estrigyapllacdo para cada nivel de
ploidia. Assim sendo, as analises do STRUCTURE controlaanagpa estrutura populacional
de uma parte do genoma, que pode evidentemente n&o conlefassdms QTLsS de interesse
no melhoramento. Portanto, as analises aqui apresentada®s der muito vantajosas.

Diante dos resultados da estrutura de populagéo conctiuesba evidéncias de um possivel
estreitamento da base genética da cana-de-acucar ao langemhcdes, devido ao cruzamento
recorrente de individuos aparentados. Isto pode ser afirpadjue o material melhorado ge-
neticamente agrupou-se quando sua estrutura genéticaalada com base em SNPs. Isto
tambpem foi relatado por Lima et al. (2002) e Roach (1989)ssPanodo, espera-se que as
informacgdes aqui apresentadas sejam Uteis para elabata¢édalhos futuros de mapeamento
associativo em cana-de-acucar, bem como para auxiliar dsrstas em obter um melhor

conhecimento da cana-de-acucar.
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6 CONCLUSAO

I.) Os marcadores SNPs foram eficientes para estudos deuestpopulacional em cana-de-

acucar.

ii.) Os resultados das analises de componentes principagipm interpretacdo com maior
significado biolégico quando comparados com os resultade®fiware STRUCTURE.

Isso é particularmente importante para espécies polgdgoicbmo a cana-de-agucar.

iii.) A analise de componentes principais revelou preselgcaestrutura de populacao que tem
relacdo com a ordem taxondémica dos individuos, mas nao caigenogeografica dos

acessos.
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APENDICE A - Resultados das matrizes Q para os dados de SNPs com niveldia f (a) e ploidia 8 (b)

variety-12

TUC71-7
SP91-1049
SP89-1115
SP83-5073
SP83-2847

variety-10
SP80-1842
SP80-1836
SP80-1816
SP80-1520
SP79-6192
SP79-6134
SP79-2313
SP79-2312
SP79-2233
SP79-1011
SP77-5181
SP72-4928
SP71-799
SP71-6949
SP71-6163
SP71-1406
SP70-3370
SP70-1423
SP70-1284
SP70-1143
SP70-1078
SP70-1005
RB966928
RB965917
RB965902
RB935744
RB92579
RB925345
RB925268
RB925211
RB867515
RB855595
RB855563
variety-9
RB855536
RB855511
RB855463
RB855453
RB855350
RB855206
RB855156
RB855113
RB855077
RB855036
RB855035
RB855002
RB845257
RB845210
RB845197
RB835486
RB835205
RB835089
RB835054
RB835019
RB83102
RB825336
RB825317
RB815690
variety-8
RB785148
RB765418
RB75126
RB739735
RB739359
RB735275
RB735220
RB735200
RB732577
RB725828
RB725053
RB72454
RB72199
RB721012

IAC82-2045
IAC64-257
variety-5
IAC52-150
IAC51-205
IAC50-134
IAC49-131
|AC48-65
H59-1966
H53-3989
Gandacheni
F36-819

CB36-24
Badila

variety-12

TUC71-7
SP91-1049
SP89-1115
SP83-5073
SP83-2847

variety-10
SP80-1842
SP80-1836
SP80-1816
SP80-1520
SP79-6192
SP79-6134
SP79-2313
SP79-2312
SP79-2233
SP79-1011
SP77-5181
SP72-4928
SP71-799
SP71-6949
SP71-6163
SP71-1406
SP70-3370
SP70-1423
SP70-1284
SP70-1143
SP70-1078
SP70-1005
RB966928
RB965917
RB965902
RB935744
RB92579
RB925345
RB925268
RB925211
RB867515
RB855595
RBB855563
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RBB855536
RB855511
RB855463
RB855453
RB855350
RB855206
RB855156
RB855113
RB855077
RB855036
RB855035
RB855002
RB845257
RB845210
RB845197
RB835486
RB835205
RB835089
RB835054
RB835019
RB83102
RB825336
RB825317
RB815690
variety-8
RB785148
RB765418
RB75126
RB739735
RB739359
RB735275
RB735220
RB735200
RB732577
RB725828
RB725053
RB72454
RB72199
RB721012
R570

Q165
variety-7

IN84-58
IACSP98-30
IACSP95-50
IACSP95-30
IACSP95-30
IACSP93-30
IACSP93-20
1AC91-1099
1AC87-3396
1AC86-2210
IAC83-4157
1AC82-3092
1AC82-2045
IAC64-257
variety-5
IAC52-150
IAC51-205
IAC50-134
IAC49-131
|AC48-65
H59-1966
H53-3989
Gandacheni
F36-819

variety-3
CB47-355
CB46-47
variety-2
variety-1
CB41-76
CB40-13
CB36-24
Badila
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APENDICE B - Resultados das matrizes Q para os dados de SNPs com niVeldia p0 (a) e ploidia 12 (b)

variety-12 variety-12 o
TUCT1-7 TUCT1-7 i
SPO1-1049 SPO1-1049 —
SPB9-1115 SPB9-1115
SP83-5073 SP83-5073
SP83-2847 SP83-2847
SP81-3250 SP81-3250
variety-11 variety-11 @
SP80-3280 SP80-3280 o
variety-10 variety-10
SP80-1842 SPB0-1842
SP80-1836 SP80-1836
SP80-1816 SP80-1816
SPB0-1520 SP80-1520 ©
SP79-6192 SP79-6192 ?
SP79-6134 SP79-6134 o
SP79-2313 SP79-2313
SP79-2312 SP79-2312
SP79-2233 SP79-2233
SP79-1011 SP79-1011
SP77-5181 SP77-5181 <
SP72-4928 SP72-4928 o
SP71-799 SP71-799
SP71-6049 SP71-6949
SP71-6163 SP71-6163
SP71-1406 SP71-1406
SP70-3370 SP70-3370 o
SP70-1423 SP70-1423 !
SP70-1284 SP70-1284 o
SP70-1143 SP70-1143
SP70-1078 SP70-1078
SP70-1005 SP70-1005
RB966928 RBI66928
RB965917 RB965917 (=}
RBIE5902 RBIE5902 o
RBI35T44 RBI3ST44
RB92579 RB92579
RB925345 RB925345
RB925268 RB925268
RB925211 RB925211
RBA67515 RBA67515
RBBSS5595 RBBS5595
RBBS5563 RBBS5563
variety-9 variety-9
RBES5536 RBB55536
RBES5511 RBES5511
RBES55463 RBE55463
RBES5453 RBE55453
RBES5350 RBE55350
RBES5206 RBE55206
RBES5156 RBES5156
RBES5113 RBES5113
RBES5077 RBES5077
RBES5036 RBES5036
RBES5035 RBES5035
RBES5002 RBES5002
RB845257 RB845257
RB845210 RB845210
RB845197 RB845197
RBE35486 RBE35486
RBE35205 RB835205
RBB35089 RBB35089
RB35054 RB835054
RB35019 RB835019
RB83102 RB33102
RB825336 RBB25336
RB825317 RBE25317
RBB15690 RBB815690
variety-8 variety-8
RB785148 RB785148
RB765418 RB765418
RB75126 RB75126
RB739735 RB739735
RB739359 RB739359
RB735275 RB735275
RB735220 RB735220
RB735200 RB735200
RB732577 RB732577
RB725628 RB725628
RB725053 RB725053
RB72454 RB72454
72199 72199
RB721012 RB721012
RS70 RS70
Q165 Q165
variety-7 variety-7
variety-6 variety-6
POB6-62 POB6-62
NC0310 NCo310
NAS6-79 NAS6-79
Maneria Maneria
L60-14 L60-14
IN84-58 INB4-58
1ACSP98-30 1ACSP98-30
1ACSP95-50 IACSP95-50
1ACSP95-30 IACSP95-30
1ACSP95-30 IACSP95-30
1ACSP93-30 IACSP93-30
1ACSP93-20 IACSP93-20
1AC91-1099 1AC91-1099
1ACB7-3396 1ACB7-3396
1AC86-2210 1AC86-2210
1AC83-4157 1ACB3-4157
1AC82-3002 1ACB2-3092
1AC82-2 1ACB2-2045
1AC64-257 1AC64-257
ariety-5 variety-5
1AC52-150 1AC52-150
1AC51-205 1AC51-205
1AC50-134 1AC50-134
1AC49-131 1AC49-131
1AC48-65 1AC48-65
H59-1966 H59-1966
H53-3989 H53-3989
Gandacheni Gandacheni
F36-819 F36-819
F31-962 F31-962
EK28 EK28
Co997 Cogg7
Co740 Co740
Coda9 Coddg
Cod19 Cod19
Co331 Co331
C0290 C0290
Chunnee Chunnee
crce crco
crca crc2
crcis crcis
CP70-1547 CP70-1547
ariety—4 variety-4
CP52-68 CP52-68
cPs1-22 cPs1-22
cBs3-98 cBs3-98
variety-3 variety-3
CB47-355 CB47-355
CB46-47 CB46-47
variety-2 variety-2
variety-1 variety-1
CB41-76 CB41-76
CB40-13 CB40-13
CB36-24 CB36-24
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APENDICE C - Resultados das matrizes Q para os dados de SNPs com niveldia p4 (a) e ploidia 16 (b)

variety-12
TUCTL-7
$PO1-1049
SP89-1115
SP83-5073

RB925268
RB925211
RBE67515
RBE55595
RBE55563
variety-9
RBE55536
RBE55511
RB855463
RB855453
RBB55350
RBB55206
RBE55156
RBE55113
RBE55077
RB855036
RB855035
RB855002
RB845257
RB845210
RB845197
RB835486
RB835205
RB835089
RB835054
RB835019
RB83102
RBB25336
RB825317
RBB15690
variety-8
RB785148
RB765418
RB75126
RB739735
RB739359
RB735275
RB735220
RB735200
RB732577
RB725828
RB725053
RB72454
RB72199
RB721012
R570

Q165

1ACSPOB-30
1ACSPO5-50
1ACSPO5-30
1ACSPO5-30
1ACSP93-30
1ACSP93-20
1ACS1-1089
1AC87-3396
1AC86-2210
1ACE3-4157

H53-3989

(@)

variety-12
TUCT1-7
SP91-1049
SP89-1115
SP83-5073
SP83-2847
SPBL-3250
variety-11
SPB0-3280
variety-10
SP80-1842
SPB0-1836
SP80-1816
SP80-1520
SP79-6192
SP79-6134
SP79-2313
SP79-2312
SP79-2233
SP79-1011
SP77-5181
SP72-4928
SP71-799
SP71-6949
SP71-6163
SP71-1406
SP70-3370
SP70-1423
SP70-1284
SP70-1143
SP70-1078
SP70-1005
RB966928
RB965917
RB965902
RB935744
RB92579
RB925345
RB925268
RB925211
RBB67515
RBB55595
RBB55563
variety-9
RBE55536
RB855511
RB855463
RB855453
RB855350
RBE55206
RB855156
RB855113
RB855077
RBE55036
RBB55035
RBE55002
RB845257
RB845210
RB345197
RB835486
RB835205
RBB35089
RB835054
RB835019
RB83102
RB825336
RB825317
RB815690
variety-8
RB785148
RB765418
RB75126
RB739735
RB739359
RB735275
RB735220
RB735200
RB732577
RB725828
RB725053
RB72454
RB72199
RB721012

1AC91-1009
1AC87-3396
1AC86-2210
1ACB3-4157
1AC82-3092
1ACB2-2045
IAC64-257
variety—5
1ACS2-150

—_
O
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APENDICE D - Resultados das matrizes Q para os dados de SNPs com niveldle p8 (a) e ploidia 20 (b)

@ (b)

K2 K3

variety-12 arey-12
TUCT1-7 TucT-T <
SP91-1049 SPo1-1049 —
SP89-1115 spes-1115
SP83-5073 spea-s073
SP83-2847 spea-2647
SP81-3250 spe1-3250
variety-11 arey-11 ")
SP80-3280 spao-a280 d
variety-10 wariey-10 ©
SP80-1842 Speo-isaz
SP80-1836 Spoo-1836
SP80-1816 SP0-1816
SP80-1520 SP0-1520
SP79-6192 sP19-6192 ©
SP79-6134 SP79-6134 o
SP79-2313 sp19-2313
SP79-2312 sp19-2312
SP79-2233 spro-2233
SP79-1011 sp1s-t011
SP77-5181 ser7-s181 <
SP72-4928 sprz-a928 S
SP71-799 71799
SP71-6949 spr1-s9i9
SP71-6163 spr1-sisa
SP71-1406 sPr1-1i08
SP70-3370 spio-370
SP70-1423 sero-uza N
SP70-1284 SP70-1284 o
SP70-1143 sp10-1143
SP70-1078 sp10-1078
SP70-1005 sp70-1005
RB966928 o628
RBIE5917 Re9Es917 o
RBIE5902 Regso =
RBI35T44 RB935744
RB92579 52579
RB925345 RB925345
RB925268 RB92526
RB925211 RB925211
RBA67515 RB667515
RBBSS5595 RB85595
RB855563 RBo55569
variety-9 varety-5
RB855536 B85535
RBB55511 RBgSES1L
RBES55463 RB85453
RBES5453 RBgs5453
RB855350 B85350
RB855206 RBgs5208
RBE55156 RBsSS156
RBE55113 so113
RBE55077 Resss077
RBE55036 55036
RBE55035 ss035
RB855002 Ragss00z
RB845257 Resas2s7
RB845210 as210
RB845197 ResassT
RBE35486 asiss
RBE35205 Regs205
RBB35089 RBg35089
RB35054 Res3S054
RB35019 RB835019
RB83102 Res3102
RB825336 RB6253%
RB825317 RBg25317
RBB15690 RB815690
variety-8 warety-8
RB785148 RB785148
RB765418 ROTE5410
RB75126 Ro75126
RB739735 RB739735
RB739350 720359
RB735275 ReT36275
RB735220 725220
RB735200 35200
RB732577 ReT32577
RB725828 2528
RB725053 Ra725053
72454 RaT2454
72199 Ra72199
RB721012 rerz1012
RS70 Rs70
Q165 ques
variety-7 varety-7
variety-6 varety-6
POB6-62 Pose-52
NC0310 Neas10
NAS6-79 -09956-79
Maneria Vaneria
L60-14 L60-14
IN84-58 nga-53
1ACSP98-30 1CSPoE-30
1ACSP95-50 1CSPo5-50
1ACSP95-30 1CSPo5-30
1ACSP95-30 1CSPo5-30
1ACSP93-30 1CSPa3-30
1ACSP93-20 1CSPa3-20
1AC91-1099 1ACo1-1099
IAC87-3396 1aCa7-3396
1AC86-2210 1acas-2210
IAC83-4157 1ACa3-4157
1ACB2-3002 1aca2-3092
1ACB2-2045 1caz-2045
1AC64-257 tacea-257
ariety-5 variey-5
1AC52-150 1acs2-150
1AC51-205 wesi20s
1AC50-134 e
1AC49-131 neasa
1AC48-65 cis-ss
H59-1966 H59-1966
H53-3989 H53-3989
Gandacheni Gandacheni
F36-819 Fs-819
F31-962 F1-952
EK28 exzn
Co997 oo
Co740 coro
Coddg Cotag
Cod19 Contg
Co331 cosst
Co290 Cozs0
Chunnee Chumeo
crcy cres
crcz crez
crcis cres
CP70-1547 cpro-147
variety-4 variy-4
CP52-68 cPsz-s8
cPs1-22 crs1-zz
cBs3-98 as3-98
variety-3 variey-3
CB47-355 caar-3ss
CB46-47 caag-a
variety-2 varety-2
variety-1 varety-1
CB41-76 caar-7s
CB40-13 caa-13
CB36-24 case-2s
Badia Badia






