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RESUMO - Sequéncias do DNA de uma regido em comum
de multiplos individuos de uma populagdo podem revelar
polimorfismos que permitem o estudo da evolu¢do do genoma
e suas historias de sele¢des, migragBes e recombinagdes.

Adicionando-se a polimorfismos da populagdo
informagdes quanto a origem geografica, viabiliza-se um
estudo filogeografico que permite a elaboragdo de cendrios
de evolugdo apos a domesticagdo; bem como quais eventos
(mutagdes ou recombinagdes) mais influenciaram a diversidade
genética (DG) desta populagdo, para aquela regido do DNA
em estudo. Por outro lado, a associagdo desses polimorfismos
das sequéncias com as caracteristicas de interesse estabelece
um estudo de associagdo. Neste contexto, este trabalho visou
mostrar a aplicagdo do polimorfismo de sequéncias de DNA
em um estudo de filogeografia e de associagcdo. Para ambos
os estudos foram utilizados dezenove segmentos de seis genes
candidatos (Sh2, Bt2, Sssl, Ael, Wx e O2) em uma cole¢do
de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), composta por 210
acessos. Os genes Sh2, Bt2, Sssl, Ael ¢ Wx estdo envolvidos na
sintese do amido e o gene O2 na sintese de proteinas de reserva.
A DG foi menor nos genes Sh2, Bt2 e SssI; e maior para Ael,
Wx e O2. Os testes estatisticos revelaram um elevado numero
de associagdes falso-positivas em fungdo da estruturagio da
colecdo, porém foram mantidas varias associagdes corroboradas
pela co-localizagdo com QTLs de sorgo e de milho.
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INTRODUCAO

O polimorfismo de sequéncias de DNA, ou polimorfismo
molecular, ¢ bem mais informativo que outros tipos de
polimorfismos (isoenzimas, microssatélites, morfologicos).
Ele se apresenta nas mutagdes na forma de substitui¢des,
inser¢des-delecdes e elementos transponiveis (Veuille,
2002). O uso de sequéncias que pertencem a um determinado
gene é uma boa estratégia para os estudos de filogeografia,
como também para os estudos de associagdo (EA), devido
as informacgdes existentes nesses genes, como: numero de
copias, localizagdo no genoma, similaridades com sequéncias
depositadas, como e quanto ele pode afetar ou controlar uma
determinada caracteristica (Ferreira & Grattapaglia, 2009).

No presente trabalho, um dos critérios utilizados na
definigdo dos seis genes candidatos (Shrunken?2 - Sh2, Brittle2
- Bt2, Soluble starch synthasel - Sssl, Amylose extenderl - Ael,
Waxy - Wx e Opaque? - O2) para o estudo filogeografico e para
o EA foi a participacdo destes genes em uma rota metabdlica
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conhecida, no caso, a sintese de amido. Um segundo critério
foi a co-localizagdo desses genes candidatos com locos de
caracteres quantitativos (QTLs) de qualidade do grio em
populacdes de sorgo (Rami ez al. 1998). A populagdo utilizada
foi uma colegdo de sorgo cultivado composta por 210 acessos.

O sorgo pertence a familia Poaceae e tem origem no
nordeste da Africa. Sua domesticagio ocorreu em trés fases. A
primeira fase ocorreu ha 5000 anos no sudeste do Saara com
espécies selvagens. Este processo formou um sorgo bicolor
primitivo que migrou para diferentes regides da Africa,
diferenciando-se em diversas ragas por efeito de fundacio,
selecdo e hibridagdo com sorgos selvagens locais. A segunda fase
ocorreu ha cerca de 3000 anos, quando o sorgo africano migrou
em dire¢do a Asia. A terceira fase da domesticagdio foi quando
0 sorgo chegou ao continente europeu, no século XVI (Doggett,
1988). A subespécie cultivada possui cinco ragas: Bicolor,
Caudatum, Durra, Guinea e Kafir; e suas combinag&es. Todas
essas informagdes sdo importantes para o estudo filogeografico
que analisa a histéria das relagdes evolutivas de um grupo e sua
distribui¢@o geografica, e posteriormente para os EA.

O sorgo ¢ o quinto cereal mais produzido no mundo.
Dessa produgdo, cerca de 40% ¢ destinada a alimentag@o
humana na forma de diferentes preparagdes na Africa e na Asia.
Caracteristicas quimicas (conteudo de proteinas - PR, conteudo
de lipideos - LI, contetdo de amilose - AM) e fisicas (dureza do
grio - HD, textura do endosperma - ET) estdo envolvidas com a
qualidade do gréo e consequentemente no produto final na forma
de diversas preparacdes que estdo ligadas aos aspectos culturais,
religiosos, éticos e econdmicos. As caracteristicas fisicas como
HD e ET sdo as mais importantes para o consumidor.

O EA em plantas correlaciona o polimorfismo genético
com caracteristicas fenotipicas que estejam relacionadas com
estes polimorfismos. A vantagem do EA em relagéo a detecg@o
por QTLs € que ela ndo requer uma populagdo de mapeamento.
Assim, o EA investiga o desequilibrio de ligagdo (DL) genético,
ou seja, as ligagdes estatisticas entre locos. Esta estratégia do
EA explora a diversidade alélica, tendo uma melhor resolugéo
quando o DL ndo é muito forte. Os componentes essenciais no
EA sdo: i) uma populagdo grande e ndo estruturada, visando
evitar falsas associagdes de um marcador com determinado
fenotipo; ii) a caracterizagdo do fenotipo de interesse da
populagdo, que apresente variabilidade; iii) o polimorfismo
de uma determinada regido em comum do DNA da populaggo
que esteja envolvida com o fendtipo em estudo; iv) método
estatistico para analisar as associa¢des, onde o DL do genoma,
estrutura e tamanho da populagio sdo de grande importincia

(Ferreira & Grattapaglia, 2009).

MATERIAL E METODOS

A composi¢do da colegdo de sorgo com 210 acessos foi
constituida com base em marcadores moleculares (76 sondas
RFLP), classes de fotoperiodo e origem geografica (Deu et
al. 2006). Ela foi estabelecida pelo Cirad e pelo International
Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics (Icrisat). Os
grios analisados foram cultivados no Ceraas em delineamento
descrito por Sine (2003). A fenotipagem dos grios esta descrita

em de Alencar Figueiredo et al. (2006). Visando minimizar
custo e tempo na fenotipagem, foi utilizada a tecnologia da
espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) para a anélise
das caracteristicas fisicas (HD, ET) e quimicas (PR, AM, LI).

O marcado molecular utilizado foi o polimorfismo
nucleotidico unico (SNP). A definicdo dos iniciadores
(primers), amplificag¢do, sequenciamento, anotagéo e deposito
das sequéncias dos dezenove segmentos dos seis genes
candidatos estdo descritos em de Alencar Figueiredo er al.
(2008). A extensdo desses genes varia de 4.3 (O2) a 23.5 Kpb
(del) e o namero de exons de seis (02) a 22 (4el). A analise
da diversidade nucleotidica foi realizada com 53 acessos
com dados completos para todos os segmentos, utilizando os
programas Tassel (Bradbury et al. 2007) e dnaSP (Rozas et al.
2003). A analise dos haplétipos foi conduzida com o programa
Network (http://www.fluxus-technology.com/sharenet.htm).

A estrutura da populagdo foi analisada pelo programa
Structure (Pritchard et al. 2000a,b), que sugere um namero de
sub-populagdes utilizando marcadores neutros, neste caso as 76
sondas de RFLP utilizadas por Deu et al. (2006). O percentual
de mistura de cada individuo foi também calculado pelo
programa Structure e foi utilizado como co-variavel nos testes
de associagdo. O nimero de classes baseou-se nos critérios de
Evano et al. (2005). SNPs com frequéncia menor que 1% e
haplotipos com menos de cinco individuos foram eliminados.
Os testes de associagdo foram realizados no programa Tassel
(Bradbury et al. 2007), no qual trés modelos de analise de
variancia foram testados: i) somente o modelo linear geral
(GLM), ii) o GLM utilizando o percentual de mistura do genoma
de cada acesso (Matriz Q) ¢ iii) o modelo linear misto (MLM)
usando a matriz Q ¢ o coeficiente de Kinship (matriz K).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram depositadas 3562 sequéncias (EU387138-
EU390699), referentes aos analisados, perfazendo 1.7
Mpb. Para os genes Sh2, Bt2, Sssl e Ael foram analisados
dois segmentos por gene. Para o gene Wx foram analisados
quatro segmentos e para o gene (02, seis segmentos. As
regides sequenciadas concatenadas dos respectivos genes
correspondem a uma extensdo de 1331, 1008, 1525, 1377,
2267 e 3771 pb. Cerca de 90% do gene O2 foi sequenciado (de
Alencar Figueiredo et al. 2008).

Nos dezenove segmentos dos seis genes foi identificado
um total de 141 polimorfismos e 29 inser¢des e delegOes. A
diversidade genética (DG) de cada gene foi analisada por meio
de haplotipos, aos quais foram adicionadas a origem geografica,
em fun¢@o das regides primarias e secundarias da domesticago,
e a DG baseada em marcadores RFLPs (Deu et al. 2006; de
Alencar Figueiredo et al. 2008). As mutagdes afetaram a
diversidade dos haplotipos mais do que as recombinagdes. Os
genes Sh2, Bt2 e Sssl apresentaram uma menor diversidade do
que os outros (del, Wx e 0O2). Amenor diversidade desses genes
pode ser devida a uma grande conservagao e indicios de fixa¢do
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em processo de selegdo anterior ao inicio da agricultura ou no
momento da separag@o das subespécies selvagens e cultivadas
(Myers et al. 2000; Manicacci et al. 2007). Uma nova DG foi
identificada em alguns haplétipos ausentes em regides primdrias
de origem geografica e presentes em regides secundarias.

A nova estrutura da populagdo (Pritchard et al. 2000ab;
Evanno ef al. 2005) teve uma sobreposi¢do muito boa com
aquela definida por Deu et al. (2006) com um reagrupamento
de grupos (clusters) préximos. A nova organizagdo dos acessos
foi em seis grupos (clusters) no lugar de dez. Considerando a
matriz Q (percentual de mistura da populagdo) cerca de 70%
das associagdes foi eliminada em relagdo ao modelo 1 (GLM).
Considerando as matrizes Q+K cerca de 40% das associagdes
foram eliminadas em rela¢do ao modelo GLM + matriz Q. Esta
grande quantidade de associacdes falso-positivas esta de acordo
com os resultados com milho (Thornsberry et al. 2001) e sorgo
(Brown et al. 2008). Varias associagdes foram corroboradas
pela co-localizagdo com QTLs de sorgo e de milho.

Caracteristicas fisicas apresentaram maior numero de
associagdes que as quimicas. A auséncia de associagdes do
gene Wx com o AM se deve a falta de mutantes em amilose
na populacdo utilizada. A auséncia de associagdes do gene O2
com o PR se deve a co-localizag@o do gene O2 com o conteudo
de kafirinas, e ndo ao de PR, assim seria melhor conduzir o
EA com esta fragdo proteica. Associagdes fortes identificadas
somente com os segmentos, € ndo com eles conectados, sugerem
a necessidade de sequenciamento para todo o gene candidato,
mesmo para populagdes estruturadas e com um forte DL.
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