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RESUMO

FERREIRA, Fabio Medeiros, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio
de 2007. Diversidade em popula¢gfes simuladas com base em locos
multialélicos. Orientador: Cosme Damido Cruz. Co-Orientadores: Luiz
Antonio dos Santos Dias e Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

A disponibilidade de novos referenciais teéricos e praticos continua
sendo bem vinda e importante na orientagcdo sobre o uso de softwares e
métodos biométricos, para que se possa aproveitar melhor o conjunto de
dados e interpretar corretamente os resultados. Neste estudo foram
simuladas populagbes-base, submetidas a algumas geracdoes de
acasalamento ao acaso e autofecundacéo, formacao de populacdes hibridas
Fi, geracbes segregantes F, e de retrocruzamento, com informacdes
provenientes de 20 locos codominantes e multialélicos. Varias andlises
biométricas foram aplicadas em nivel intra e interpopulacional, utilizando-se
de sete programas computacionais disponibilizados gratuitamente na
internet. Com isso objetivou-se: i) avaliar a diversidade genética entre e
dentro das populagdes; ii) comparar as metodologias empregadas; iii)
verificar a potencialidade e funcionalidade dos programas computacionais e
iv) auxiliar pesquisadores no uso de varios métodos biométricos para analise
de dados genéticos e na execucdo das analises através dos programas.

Destacaram-se as medidas, numero efetivo de alelos (A,), conteido de

informacé&o polimérfica (PIC), indice Shannon-Wiener (H’), heterozigosidade

observada (H,), indice de fixagcdo/endogamia (f) e heterozigosidade

esperada (He ou Bj), como Otimos descritores da diversidade genética

intrapopulacional. Para um grande tamanho amostral (N; = 200), os
diferentes estimadores do coeficiente de fixagdo/endogamia pouco diferiram
em relacdo a suas estimativas, assim como para as medidas viesadas e néo
viesadas de heterozigosidade esperada. Os valores de tamanho efetivo (Ne)
sendo inversamente proporcional ao coeficiente de endogamia, revelaram
que autofecundacbes proporcionam menores Ne. As populacbes sob
acasalamento ao acaso tiveram valores de Ne N;, pois atendem aos

pressupostos de uma populacdo idealizada de cruzamentos aleatérios.
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Populacdes que sofrem autofecundacdo, como as geracdes segregantes Fp,
foram unénimes quanto ao desequilibrio dentro de seus locos. O
desequilibrio nos locos de populacdes hibridas ocorre para aqueles em que
nao ha diferencas de frequiéncias alélicas entre as populac¢des cruzadas. O
processo de hibridacdo nas populacfes de retrocruzamento pode levar um
loco ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) ou néo, o que vai depender das
combinacdes génicas e genotipicas entre o hibrido F;, ou a geracao
antecedente de retrocruzamento, com 0 genitor recorrente. Desvios nas
propor¢cdes do EHW servem a definicdo de hipdteses alternativas em relacéo
ao excesso e deficiéncia de heterozigotos. Os testes de qui-quadrado, razéo
de verossimilhanga e teste exato com permutagdes foram concordantes na
deteccdo ou ndo do EHW. Com os avangos das geracdes de acasalamento

ao acaso tende-se ao equilibrio gamético e diminuicdo do coeficiente de
desequilibrio. Os testes de qui-quadrado (x°) e razdo de verossimilhanca

(G% foram bastante concordantes em relacdo & deteccdo ou ndo de
desequilibrio gamético. No geral, as medidas de distancia empregadas no
estudo da diversidade interpopulacional formaram grupos bem semelhantes,
com a aplicacdo dos métodos de agrupamento de Tocher, UPGMA e
projecéo bidimensional (2D). No entanto, medidas de distancia com filosofias
afins, proporcionaram em algumas situacées agrupamentos idénticos, como
no caso das distancias Euclidiana média (Dg) e de Roger (Dg); Latter (1972
e 1973) (D.72 e Di73) e Reynolds (D’rwc); Rogers modificada (Dgs), minima
(Dm) € Reynolds (Drwc) €; complemento do cosseno (Dcos), comprimento da
corda (Dcc) e Nei et al. (1983) (Dng3). Comparacdes ao nivel genotipico, a
exemplo da distancia genotipica de Hedrick (Dy) proporcionam informacao
adicional, a qual distancias génicas podem nao promover. As medidas de
distdncia geométricas (Dg, Dgr, Dgs, Dcos € Dcc) apresentaram maior
eficiéncia de projecao gréfica. Verificou-se que com o0 avanco nas geracoes
de retrocruzamento, ha realmente uma recuperacdo do genoma parental
recorrente, refletidos na maior diferenciacdo genética entre populacédo de
retrocruzamento com o genitor doador, em situacdo de ndo selecdo de
genotipos. A analise de variancia de frequéncias alélicas promoveu uma

particdo mais equitativa da variacdo de individuos dentro de populagées e de



genes dentro de individuos, ao passo que a analise molecular de variancia
(AMOVA) atribuiu grande parte da variacdo a genes dentro de individuos. A
variacdo entre populagbes e a soma da variacdo dentro de populacdes e
dentro de individuos, foi quantificada de maneira idéntica pelos métodos de
freqUéncias alélicas e de Nei. Valores das estatisticas F foram iguais pelos
métodos de analise de variancia de frequiéncias alélicas e AMOVA. A analise
via estatisticas F permitiu o entendimento de como se distribui a variacdo
entre populacbes parentais e geracdes segregantes. Os programas
utilizados se mostraram adequados para o estudo de diversidade genética
de populagdes, com locos multialélicos. Destacam-se os programas GENES
e PowerMarker, em fungdo da variedade de métodos de analise
direcionados a este estudo. O estudo simulado possibilitou realizar
comparacdes metodologicas e de programas computacionais de maneira
satisfatoria, sendo este um referencial tedrico que pode auxiliar

pesquisadores nas inferéncias sobre a genética de populacdes.



ABSTRACT

FERREIRA, Fabio Medeiros, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May,
2007. Diversity in populations simulated on the basis of multiallelic
loci. Adviser: Cosme Damiao Cruz. Co-Advisers: Luiz Antonio dos
Santos Dias and Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

The availability of the new theoretical and practical referential systems
has been welcome and important as a guide to using softwares and biometric
methods, since it makes possible a better use of the data file and the correct
interpretation of the results. So, the following simulations were accomplished:
base-populations subjected to either randomly mating and selfings; formation
of hybrid populations F;; segregant generations F, and backcrossing
generations provided with information from twenty codominant and
multiallelic loci. Several biometric analyses were applied at intra- and inter-
populational levels, by using seven computer programs that were gratuitously
available in internet. The objectives were: i) to evaluate the genetic diversity
either between and within populations; i) to compare the applied
methodologies; iii) to verify both potentiality and functionality of the computer
programs; and iv) to help the researchers either in using several biometric
methods for the genetic data analysis and in accomplishing the analyses
through the programs. The following measures were distinguished as
optimum descriptors of the intra populational: the allele effective numbers
(Ae); polymorphic information content (PIC); Shannon-Wiener index (H');

observed heterozygosity (Ho); fixation/endogamy index (f); and expected

heterozygosity (He or 5].), as optimum descriptors of the intrapopulational

genetic diversity. For a high sample size (N; = 200), the different estimators of
the endogamy/fixation coefficient slightly differed concerning to their
estimates, as well as for the biased and non-biased expected heterozygosity.
Because the effective-sized values (Ne) were inversely proportional to the
endogamy coefficient, they revealed selfings to provide lower Ne. The
populations under random mating showed values Ne N, since they fulfill the
presuppositions of an idealized population with random matings. Those

populations under selfing such as the segregant generations F, were
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unanimous concerning to disequilibrium inside their loci. The disequilibrium in
the hybrid population loci occurs for those where there are no different allelic
frequencies between crossed populations. The hybridization process in the
backcrossing populations can or cannot lead one locus to Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE), what will depend from both genic and genotypic
combinations between the hybrid F; or the antecedent backcrossing
generation with the recurrent genitor. Deviations in the HWE proportions are
useful to the definition of alternative hypotheses concerning to either excess
or deficiency of heterozygotes. The tests of qui-square, likelihood ratio, and
the exact test with permutations were in accordance for the HWE detection or
not. As the random mating advances, there is a tendency to reach the
gametic equilibrium and the disequilibrium coefficient to be decreased. The

qui-square tests x?and likelihood ratio (G?) were in concordance in relation

to the detection or non-detection of the gametic disequilibrium. In general, the
distance measures used in the interpopulational diversity study rather
composed very similar groups, when applying the clustering methods by
Tocher, UPGMA and two-dimensional projection (2D). Though, the distance
measures with similar philosophies and under some situations provided
identical groupings, such as the distances: the mean Euclidian (Dg) and
Roger (Dgr); Latter (1972 and 1973) (D72 and D.73) and Reynolds (D rwc);
modified Rogers (Dgs), minimum (D) and Reynolds (Drwc); as well as the
cosine complement (Dcos), cord length (Dcc) and Nei et al. (1983) (Dnss).
Comparisons at genotypic level, such as the Hedrick genotypic distance (Dy)
provide additional information at which the gene distances probably cannot
promote. The geometric distance measures (Dg, Dgr, Dgs, Dcos and Dcc)
showed higher efficiency in graphic projection. It was verified that as the
backcrossing generations advanced, the recovery of the recurrent parental
genome really occurs, which is reflected on higher genetic differentiation
between the backcrossing population and the donor genitor. The variance
analysis of the allelic frequencies promoted an equal partition of either
individual variations within populations and genes within individuals, whereas
the molecular variance analysis (AMOVA) ascribed great part of the variation

to the genes within individuals. The variation among populations and the
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sum of the variation within populations and within individuals were identically
guantified by the allelic frequencies and Nei methods. The values of the
statistics F were equal, based on the allelic frequency variance analysis and
AMOVA. The analysis by statistics F allowed to understand how the variation
is distributed between parental populations and segregant generations. The
programs under study showed to be appropriate for the study of the genetic
diversity in populations with multiallelic loci. The programs GENES and
PowerMarker are distinguished as a function of the several analysis methods
directed to this study. The simulated study made possible to accomplishing
satisfactory comparisons among either the available methodologies and the
computer programs, therefore constituting a theoretical referential that can
help the researchers to draw inferences on the populational genetics.

Xiii



1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre a diversidade genética intra e, ou,
interpopulacional € de fundamental importancia ao melhoramento genético
de plantas, pois permite ao melhorista direcionar sua estratégia de selecéao,
realizando e, ou, predizendo, mudancas em magnitude e sentido desejados,
além de fornecer bases para a compreensao evolutiva da espécie alvo (Dias,
1998; Cruz, 2005). Especificamente este conhecimento tem proporcionado
importantes contribuicdes no gerenciamento de bancos de germoplasma e
na conservacao de recursos genéticos, onde a riqueza alélica e genotipica
das espécies encontra-se em seu estado natural ou resguardada pelos
acessos, 0 que permite a médio e longo prazo ser explorada pelos
melhoristas. No melhoramento, estudos sobre a diversidade genética, tém
auxiliado na identificacdo de linhagens mais produtivas e combinacdes
parentais adequadas a obtencdo de hibridos altamente heterdéticos, que
possibilitem maior segregacdo em recombinagdes, com 0 aparecimento de
genotipos transgressivos.

Os modelos tedricos desenvolvidos na Genética de Populacdes
respondem aos mais variados questionamentos sobre o comportamento das
populacbes ou espécies. Por exemplo, o modelo reprodutivo de
acasalamento ao acaso possui uma funcdo importante em outros modelos
da genética de populagdes porque freqientemente serve como um ponto de
partida para a consideracdo de situacdes mais realisticas, embora algumas
complicagBes o acompanhem, como a dependéncia sobre a caracteristica e
a subestruturacéo da populacéo (Hartl & Clark, 1997). O equilibrio de Hardy-
Weinberg também é outro modelo basico que permite desvendar as
associagcOes existentes entre alelos de um mesmo loco ou de locos
diferentes, caracterizando assim a estrutura genética de uma populacéo e
dando condi¢cdes de interpretar quais sdo os fendmenos ecoldgicos e
genéticos atuantes sobre a mesma.

A teoria da genética de populagcbes esta preocupada,
principalmente, em entender duas variaveis bastante conectadas: a
freqUéncia génica e a frequéncia genotipica. Elas sdo descritores basicos,

no entanto, énfase pode ser dada a heterozigosidade ou diversidade génica.



A frequéncia de heterozigotos assume importancia uma vez que cada
individuo heterozigoto carrega consigo diferentes alelos e representa a
existéncia de variacdo. Em populacdes de autofecundacdo onde a variagéo
resulta da presenca continua de diferentes homozigotos, a medida de
diversidade génica € a mais indicada (Weir, 1996).

Certamente o rejuvenescimento da Genética de Populac¢des ocorreu
com o desenvolvimento da biologia molecular (Nei & Kumar, 2000), em que
0os marcadores moleculares e bioquimicos tornaram-se novas fontes de
investigacdo acerca da diversidade genética das espécies. Nos tempos
atuais, a andlise de dados genéticos € rotineiramente usada na pesquisa
para genes que regulam doencas em humanos ou caracteristicas de
interesse econdmico em plantas cultivadas e animais domesticados. No
entanto, os beneficios da genética molecular somente serdo atingidos se as
analises biométricas forem aplicadas de forma apropriada.

Teorias estatisticas foram desenvolvidas para genes que realmente
representem regifes codificadoras de proteinas ou que dependem das
propriedades fisicas de produtos génicos, ou ainda para aqueles que néo
possuam associacdo com regides codificadoras. Existem varios métodos de
analise genético-estatisticas especificas e direcionadas exclusivamente para
dados de marcadores com o intuito de fornecer informagbes sobre a
diversidade das unidades taxondmicas (espécies, populacdes, cultivares,
acessos, etc).

Muitos destes métodos estdo descritos de maneira dispersa na
literatura através de publicacdes em periddicos. Para se ter uma idéia, dos
sete programas computacionais utilizados neste trabalho, a maioria baseou-
se em um unico livro texto (“Genetic Data Analysis”, de Bruce S. Weir, 1996)
como referencial teérico em seus manuais. O que pode acabar ocasionando
preferéncias por alguma(s) metodologia(s). Além disso, h& elevado numero
de softwares para a analise genética de populacfdes. Poucos trabalhos de
revisdo se destinam a comparacdo entre programas, informando a
potencialidade e funcionalidade dos mesmos.

Em algumas ocasidoes o geneticista e, ou, melhorista pode ter
davidas quanto a metodologia a ser empregada. Isto porque muitas delas

sdo complementares ou se sobrepdem. Outras, embora se assemelhem, sédo



fundamentadas em principios e pressuposicdes diferenciadas, a exemplo
das medidas de distancia e as diferentes maneiras de se estimar os indices
de fixacao (estatisticas F de Wright). Um conhecimento mais amplo deve ser
considerado, mesmo que a andlise seja realizada com a ajuda de um
software. Um clique em um icone do programa pode nao ser uma tarefa tao
simples, pois o usuario, por desconhecimento, pode estar escolhendo as
opcbes de andlise que ndo se ajustam ao seu conjunto de dados, e
consequentemente, ndo trardo respostas condizentes.

Assim, a abrangéncia dos estudos, de informacdes, de métodos e de
material biolégico, tem levado a certa dificuldade em escolher e aplicar
corretamente as metodologias disponiveis e interpretar, convenientemente, o
significado dos resultados. Justifica-se, portanto, a disponibilidade de novos
referenciais tedricos e praticos, que orientem a utilizacdo de aplicativos
computacionais e recursos biométricos para um melhor aproveitamento dos
dados e interpretacéo correta dos resultados obtidos.

Populacbes constituidas experimentalmente, como aquelas
desenvolvidas no melhoramento genético, possuem sistemas controlados de
acasalamento e apresentam um comportamento mais previsivel da sua
variabilidade genética, ao contrario das popula¢des naturais. Neste sentido,
as populacoes experimentais podem ser consideradas como modelos, o que
possibilita estudos comparativos, com a aplicacdo de diversas metodologias.
Adicionalmente, o uso da simulacdo torna-se uma alternativa viavel na
detecgdo e comprovacao de técnicas estatisticas mais eficientes.

O presente trabalho baseou-se num estudo simulado de populacdes
submetidas a acasalamentos ao acaso, autofecundacéao e hibridacdes planta
a planta ou por mistura de pélen. Foram constituidas populacdes base,
populacbes  hibridas, geracbes de acasalamento ao acaso,
autofecundacdes, geracOes segregantes F, e de retrocruzamento, com
informacOes provenientes de 20 locos codominantes e multialélicos.
Diversas analises biométricas foram aplicadas em nivel intra e
interpopulacional, utilizando-se de sete programas disponibilizados na
internet. Dentro deste contexto, os objetivos foram os seguintes:

i) avaliar a diversidade genética entre e dentro das populacdes

simuladas;



i)  comparar metodologias genético-estatisticas com propdsitos
afins no estudo de estrutura e diversidade genética;

iii) verificar o desempenho de programas computacionais no
estudo da diversidade genética entre e dentro de populacdes, e
submeté-los a comparacdes sobre suas funcionalidades;

iv) orientar pesquisadores interessados na é&rea quanto a
utilizacdo de métodos biométricos na genética de populacdes e na
execucdo das analises através de alguns programas

computacionais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Germoplasmas e populacdes experimentais em plantas

Um programa de melhoramento ou de conservacao de germoplasma
estarq propenso ao sucesso a partir do conhecimento da quantidade de
variacao existente na espécie sob estudo. A maioria das espécies apresenta
grande diversidade genética, sendo possivel selecionar e recombinar
genotipos mais adaptadas, de melhor qualidade e mais eficientes (Cruz,
2005).

Assim como em outros setores, o desenvolvimento tecnoldgico e
cientifico permitiu ao melhoramento genético ganhar o status de ciéncia e
passar a exercer um papel preponderante no desenvolvimento qualitativo e
guantitativo das plantas cultivadas. A teoria do melhoramento ¢é
fundamentada nos véarios ramos da genética, como a Mendeliana, de
Populacdes, Quantitativa, Citologia e Molecular, além da Evolu¢cdo. Embora
atuem em conjunto para elucidar os mais variados fenbmenos genéticos, é
valido destacar a importdncia da Genética de Populacdes, principalmente
com os avancgos da biologia molecular. Novas perspectivas na pesquisa em
conservacdo de espécies e na biologia populacional proporcionaram
rejuvenescimento desta area (Nei & Kumar, 2000).

Na genética de populagbes, a palavra populacdo nem sempre se
refere a espécie como um todo; conceitua-se como um grupo de individuos,
pertencentes a uma mesma espécie, vivendo dentro de uma area
suficientemente restrita, com sistema de acasalamento supostamente
conhecido, de forma que qualquer individuo possa se acasalar com qualquer
outro do sexo oposto (Hartl & Clark, 1997), possibilitando a formacao de
descendentes em frequéncia proporcional a contribuicdo gamética de seus
genitores (Cruz, 2005). Essa definicAo assume um componente genético
(individuos pertencentes a mesma espécie) e um componente espacial
(convivio dentro de uma mesma area).

Sabe-se que o conhecimento do padrdo reprodutivo e estrutura

genética de uma populacdo permitem estabelecer e relacionar propor¢cdes



genotipicas e alélicas dentro e entre populacdes no espaco e no tempo. A
manipulacdo de modelos de cruzamento e selecdo tem sido a base do
melhoramento genético, tanto animal quanto vegetal. De maneira geral, tém
sido utilizados varios tipos de cruzamentos e, conseguentemente,
populacdes constituidas de gendétipos caracteristicos, visando a obtencéo de
materiais genéticos com atributos desejaveis. De acordo com Liu (1997), as
populagcdes obtidas por cruzamentos controlados entre genitores
selecionados podem ser consideradas como auténticas populagbes de
melhoramento ou experimentais. Nelas a estrutura e variabilidade genética
sdo previsiveis, sendo conhecidas. Assim o melhorista tem a possibilidade
de predizer mudancas em magnitude e sentido desejado e formular
hipéteses acerca do seu comportamento genético. Enquadram-se as
populacbes de hibridos Fi;, geracbes avancadas F, (ou S;),
retrocruzamentos entre outras. Estas populacdes, ao serem obtidas, passam
por selecdes e avaliagdes, até que se tornem de uso comercial.

As populagdes base, embora ndo constituam populacdes
experimentais propriamente ditas, sdo fundamentais nos programas de
melhoramento, pois a partir delas sdo extraidos um ou mais genotipos
superiores, sendo que um ou alguns destes genétipos, apés os trabalhos do
melhorista, se tornardo cultivares. As populacdes base devem ser detentoras
de variabilidade genética suficiente para o seu devido fim.

E fato nos programas de melhoramento a busca por “novos” alelos.
Eles, ao serem incorporados nos cultivares, que seréo langados, propiciarao
atributos desejaveis, sejam de carater comercial ou puramente agronémico.
Evidentemente que novos alelos podem surgir em qualquer populacdo por
meio de mutacdo. Os acessos (genoétipos) constituintes dos bancos de
germoplasma, como espécies selvagens, ragas locais, linhagens, variedades
etc, sdo unidades genéticas tdo importantes quanto as anteriormente
citadas, pois inserem-se no processo de pré-melhoramento, antecedente a
fase inicial de um programa de melhoramento e tem como objetivo,
justamente, identificar novos genes, favoraveis e Uteis a populacdo base e

aos materiais elites.



2.1.1. Populagdes naturais

Nos ultimos 20 anos uma preocupacdao latente tem sido dirigida aos
efeitos maléficos do desrespeito aos ecossistemas. A fragmentacdo de
espécies, a perda da variabilidade genética e mesmo a extingdo de espécies
sdo processos nitidos e preocupantes em muitas regides. Dentro deste
contexto, muitos estudos biologicos tém focado suas atencbes as
populacdes naturais de espécies selvagens (nativas), a exemplo do pataua
(Oenocarpus bataua Mart.), a macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd.
ex Mart.), o umbu (Spondias tuberosa Arr. Cam.), a castanha sapucaia
(Lecythis pisonis), entre outros. Estas espécies encontram-se em ritmo de
domesticacao (Paiva & Valois, 2001) e com potencial agricola, florestal,
medicinal e energético. Explora-las de forma sustentavel e preservar sua
diversidade genética passa a ser o objetivo central da conservacao genética
e de novos programas de melhoramento.

As populagbes naturais sdo aquelas geradas por acasalamentos
ocorridos naturalmente, ou seja, sem controle artificial. Trata-se de unidades
sobre as quais incide o manejo para a conservacao e utilizacao dos recursos
naturais, além de fonte de germoplasma para 0s programas de
melhoramento genético (Robinson, 1998). Algumas espécies podem ser
geradas por acasalamentos preferenciais ou mesmo por completa
autofecundacéo, ao invés do acasalamento ao acaso unicamente. Exemplos
de populagbes naturais sdo dados por familias de meios-irmaos, populagdes
mistas, cujas arvores sao constituidas por sementes oriundas de polinizacdo
cruzada e autopolinizacdo e, populacbes com sobreposicdo de geracdes
(Liu, 1997). As populacdes naturais também sao populacdes locais. Estas
unidades locais, possivelmente estruturadas geograficamente, sédo de
grande interesse, pois € a partir delas que a evolucdo adaptativa se origina,
com mudancas sistematicas nas frequiéncias alélicas (Hartl & Clark, 1997).
Populacdes situadas no centro da distribuicdo geografica da espécie
geralmente sdo mais densas, continuas e contém maior variabilidade
genética. Populacdes marginais sdo mais isoladas quanto ao fluxo génico e,
por isso, geneticamente menos variaveis. Entretanto, populacdes pequenas

com baixa variabilidade podem, alternativamente, representar populacdes



adaptadas a um ambiente ecoldgico geograficamente restrito. As
informacgdes sobre a variabilidade em populagdes naturais séo fundamentais
para o progresso de duas areas de grande interesse atual: a especiacdo de
florestas tropicais e a conservacdo de recursos genéticos (Moraes &
Derbyshire, 2002).

A grande quantidade de variabilidade genética encontrada dentro
das populagbes naturais, a exemplo da seringueira (Paiva et al., 1994),
associada a forma de distribuicdo dos individuos nas popula¢cbes naturais, é
forte indicativo de que o cultivo racional de espécies autdctones permitira
novos enfoques e novas estratégias de melhoramento genético. Novos
panoramas podem ser adotados nos programas, como evitar a uniformidade
genética. Para espécies perenes, cujas populacbes base sdo compostas
atualmente por um numero reduzido de material clonal, mudaria para um
amplo conjunto de plantas sexuadas, de modo a explorar a variabilidade
existente nas populagbes naturais (Paiva & Valois, 2001). Nessa linha de
raciocinio o melhoramento genético deixaria de explorar somente o vigor
hibrido dos cruzamentos com clones produtivos e resistentes. O foco poderia
ser os descendentes de plantas com caracteristicas favoraveis, passando a
explorar o melhoramento de populacdes. Dai obtém-se sementes
melhoradas a médio e a longo prazo, visando ao pequeno produtor, em
detrimento de uma maior produtividade das espécies, mas com a garantia de
producdo sem a necessidade de controle fitossanitario (Paiva & Kageyama,
1993). Trabalhos realizados com o0s mais variados tipos de espécies
arboreas, florestais e, ou, frutiferas, como o pinho caribenho (Zheng &
Ennos, 1999); dendé (Barcelos et al., 2002); canela-amarela (Moraes &
Derbyshire, 2002); cagaita (Zucchi et al., 2003); pimenta-de-macaco (Gaia et
al., 2004); pequi (Melo Junior et al., 2004) e pimenta-longa (Wadt &
Kageyama, 2004) vém demonstrando a preocupag¢do com a manutencéo do
equilibrio biolégico das populacdes no ecossistema tropical.

Até mesmo em culturas anuais esta visdo tem prevalecido. E o caso
da cultura do arroz, em que Gao & Hong (2000) inferiram sobre a estrutura
genética e sistema reprodutivo de populagbes silvestres (Oryza rufipogon

Griff.) em diferentes regidbes da China. Os autores constataram que a



conservacao desses germoplasmas € potencialmente viavel para uma futura

exploracdo da diversidade genética.

2.1.2. Acessos

Os bancos de germoplasma sé&o detentores de uma representagao
génica bastante ampla. Na verdade, cada unidade de germoplasma deve ser
uma copia unica do material genético e representativa do organismo vivo de
interesse atual ou potencial. Consequentemente, o germoplasma € o
elemento dos recursos genéticos que maneja a variabilidade genética inter e
intraespecifica, para conserva-la e utiliza-la na pesquisa em geral,
especialmente em programas de melhoramento genético. A conotacédo do
termo germoplasma € eminentemente técnica, ndo envolvendo sua
importancia econémica e politica, ao contrario do termo recursos genéticos
que agrega um valor econémico presente nos genes (Querol, 1993). Existem
cinco categorias de germoplasmas, segundo Hoyt (1992): i) parentes
silvestres; ii) populacdes locais (do termo em inglés landraces); iii) cultivares
que foram substituidas; iv) linhagens experimentais, mutacbes e outros
produtos dos programas de melhoramento e v) cultivares modernas.

Basicamente, existem duas estratégias de conservacao: in situ e ex
situ. A conservacdo genética in situ de uma espécie € a manutencdo de
amostras de populacdes da mesma e de parentes proOximos em seu
ecossistema natural, com condi¢des de diversidade genética que permitam o
seu desenvolvimento, a manutencao de suas populacdes e a continuidade
da evolucdo (Kageyama et al., 2001). E mais indicada para espécies
silvestres das plantas cultivadas, forrageiras, fruteiras e espécies florestais.
A conservagao ex situ caracteriza-se pelo manejo do germoplasma fora do
local de origem, tanto autéctones como exotico - que ndo apresentam uma
utiidade imediata sem uma selecdo prévia para adaptacdo em uma
determinada area (Hallauer & Miranda Filho, 1988). A conservacdo ex situ
encontra-se nos bancos e cole¢des de germoplasma, que sdo as estruturas
fisicas onde armazena-se os acessos (Valois et al., 2001). Como o mercado

€ muito competitivo e dinamico, tempo € um recurso teoricamente escasso,



assim muitos programas de melhoramento evitam trabalhar com gendétipos
selvagens, racas locais e materiais exoticos disponiveis em cole¢des.
Embora o cenario tenha apresentado mudancgas na concepcao da interacéo
de recursos genéticos e programas de melhoramento, ainda existe uma
lacuna entre essas atividades (Nass, 2001).

Alegando o estreitamento da base genética e a vulnerabilidade do
cultivo, Almeida et al. (2005) realizaram estudo em que identificaram dentre
207 acessos do banco de germoplasma de cacau pertencente ao CEPLAC
de Rondbnia, alguns genoétipos de interesse para 0 programa de
melhoramento do cacaueiro na regido. Pelos mesmos motivos, Brown-
Guidera et al. (2000) avaliaram o parentesco entre 105 gendétipos de soja do
germoplasma do Norte dos Estados Unidos. Os autores sugeriram que
alguns grupos de plantas introduzidas (PIs) no programa de melhoramento

sdo extremamente Uteis aos melhoristas dada a sua diversidade genética.

2.1.3. Populacdes base

O processo de formacéo da populacdo base difere com o sistema
reprodutivo da espécie a ser melhorada. Em espécies alégamas a forma de
reproducdo natural ocorre com o acasalamento entre plantas, assim, as
plantas de uma geracao qualquer sdo naturalmente oriundas de gametas

femininos e masculinos de diferentes plantas. O melhoramento genético de
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Assim, a geracdo F; proveniente do cruzamento de dois clones apresenta
variabilidade genética, e o nivel dessa variabilidade depende do nivel de
heterozigosidade dos clones e de sua divergéncia genética.

As espécies de propagacédo sexuada, como o milho e maméao, tém
suas populacdes base constituidas de grupos heteroticos distintos e neles
incluem-se populacdes, linhagens, sintéticos, de tal maneira que dentro de
um grupo os cruzamentos ndo manifestam heterose ou esta é muito baixa,
enquanto que entre grupos os niveis de heterose sdo elevados. Esta
caracteristica é fundamental as populacfes base, pois a heterose sO se
manifesta quando ha divergéncia genética entre as populacées e quando o
carater tiver alto nivel de dominancia unidirecional (Falconer & Mackay,
1996). Os grupos heteréticos sdo produzidos utilizando-se geralmente de
delineamentos genéticos, a exemplo dos cruzamentos dialélicos.
Marcadores moleculares também permitem a alocacao e a diferenciacdo das
linhagens quanto a seu grupo heterético. As populacbes base sao
produzidas dentro de cada grupo heterético. Podem ser formadas
populacbes de base genética ampla - intercruzamento de diversas
populacdes - ou de base estreita, denominadas de sintéticos e que sao
produzidas pelo intercruzamento de algumas linhagens homozigéticas. Além
dessas, inclui-se as populacbes formadas pelo cruzamento de duas
linhagens, escolhidas com base em sua performance per se e em
cruzamentos com materiais de outros grupos heteroticos (Souza Jr, 2001).

Destacam-se o0 arroz, aveia, feijdo, soja, tomate e trigo, como
espécies autdbgamas anuais que ocupam grandes areas produtivas e de
cultivo mundial. Entre as perenes autdgamas, que ocorrem em numero
reduzido, cita-se o0 péssego e a nectarina. As espécies autdgamas sao
aquelas que possuem flores hermafroditas e que reproduzem
predominantemente por meio da autopolinizacdo. Aceita-se que no maximo
5% de taxa de polinizacdo cruzada possa existir entre as autdbgamas
(Borém, 1998; Ramalho et al., 2001). Uma cultivar autdbgama é
representada por um gendtipo homozigoético, ou seja, uma linhagem, ou uma
mistura deles.

A formacdo de populacdo base em plantas autbgamas tem sido

realizada quando o programa de melhoramento faz uso do processo de
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selecdo recorrente. A selecdo recorrente € qualquer processo ciclico de
melhoramento que envolve a obtencdo de familias, avaliagdo e
intercruzamento das melhores. Espera-se, aumentar gradativamente a
freqiéncia de alelos favoraveis e por consequéncia melhorar a expressao
fenotipica da caracteristica sob selecéo, sem reduzir a variabilidade genética
da populacdo (Borém, 1998). Exemplos, do seu emprego em espécies
autdégamas, estao relatados nas culturas da soja (Werner e Wicox, 1990) e
feijjdo (Ranalli, 1996). Tendo em vista que um programa de selecao
recorrente € demorado, o melhorista deve estar atento a escolha dos
genitores na formacao da populacdo base. Recomenda-se 10 a 20 genitores
como um numero satisfatério na composicdo da populacdo submetida a
ciclos de selecao recorrente (Ramalho et al., 2001).

Embora ndo se constituia como uma populacdo base em esséncia,
em algumas espécies autbgamas, o processo de selecdo se inicia numa
populacdo bésica desenvolvida ao longo do tempo a partir do cultivo de
agricultores. Em algumas culturas de subsisténcia como o arroz e feijao, os
agricultores ndo tem o habito de comprar sementes anualmente, e acabam
reutilizando os grdos como sementes por varios anos. Nessa condicao,
espera-se que ocorra Vvariabilidade dentro desta populagcdo. Essa
variabilidade é oriunda de misturas mecéanicas de linhagens diferentes,
seguidas muitas vezes de fecundacéo cruzada entre elas no campo e, da
ocorréncia de mutacdo. Assim, é esperado que o germoplasma usado por
varios anos pelos agricultores seja uma mistura de linhas puras.
Considerando o numero de geracdes de cultivo sucessivo e a area semeada
anualmente, o numero de linhagens genotipicamente diferentes dentro da
populacdo € enorme (Ramalho et al., 2001). Além disso, com a acao da
selecéo natural, espera-se que permanecam apenas aquelas combinacdes

génicas e genotipicas que sejam mais adaptadas a regiao.
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grupos heteréticos distintos. Um hibrido triplo € produzido pelo cruzamento
de um hibrido simples proveniente de linhagens de um mesmo grupo com
uma linhagem de outro grupo heterético e um hibrido duplo é produzido pelo
cruzamento de dois hibridos simples de grupos heteréticos distintos. O
producdo hibridos visa capitalizar a heterose. Por apresentar elevada
depressdo por endogamia, as linhagens de espécies aldgamas geralmente
apresentam baixa produtividade e, consequentemente, a producdo de
hibridos simples é prejudicada para algumas espécies. No entanto a
composicao dos hibridos triplos e duplos tende a contornar este problema
(Borém, 1998).

Segundo Xavier (2003), a hibridagdo pode ser encarada como uma
forma de explorar a heterose para caracteristicas que representam maior
produtividade, ou como meio de reunir atributos especificos de interesse que
estdo separados nos genitores. Os métodos preditivos de heterose séo
aqueles que relacionam a divergéncia dos genitores com o desempenho dos
hibridos (Miranda et al., 1988).

A hibridacao entre populacdes que possuem diferentes combinacdes
adaptativas de genes pode aumentar consideravelmente a dimensdo do
conjunto génico quanto a genes dotados de valores adaptativos diferentes,
desde que os hibridos possam dar origem a progénies segregantes em
geracdes posteriores. Provavelmente, a maioria dos genotipos segregantes
obtidos de tais populacBes hibridas tera valor adaptativo menor do que
qualguer uma das populacbes ascendentes, porém uma pequena porcao
deles pode resultar em melhor adaptacdo a certos ambientes (Paiva &
Valois, 2001).

Nos programas de espécies aldgamas para reunir em um unico
genotipo alelos desejaveis, que se encontram em linhagens distintas, opta-
se por cruzamentos biparentais ou multiparentais, de maneira a alterar a
contribuicdo de cada genitor nos locos segregantes. Por exemplo, no
cruzamento [(P1 x P2) X P3] X P4, 0s genitores P e P, contribuem, em média,
igualmente com 12,5%, P; com 25% e P, com 50% dos alelos na populagéo
hibrida.

No melhoramento de milho, em nivel mundial, o setor publico e

privado tém usado uma estratégia valida, porém de alto risco futuro. Trata-se
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da obtencdo de novas populacfes e, ou, linhagens a partir de geracdes
avancadas de hibridos comerciais (Nass, 2001). Seguindo esta tendéncia,
provavelmente em um futuro proximo todas as popula¢des hibridas serdo
muito semelhantes e estardo compartilhando o mesmo background genético,
restringindo consideravelmente a base genética dos materiais cultivados.
Alguns programas de melhoramento de espécies autdégamas
também tém direcionado esfor¢os a producao de populacdes hibridas, como
€ 0 caso da cultura do tomate. A vantagem das cultivares hibridas sobre as
de polinizacdo aberta em tomate € justificada pelos aumentos potenciais na
producdo de 25 a 40%, maturacdo mais precoce, melhor uniformidade,
maior vigor inicial e de desenvolvimento, melhor qualidade, resisténcia a

doencas e capacidade de adaptacdo mais ampla (Mello et al., 1988).

2.1.5. Populagdes segregantes de geracdes avancadas (Fy)

Nos programas de melhoramento de plantas autdgamas o objetivo
final é ter na geracdo F, linhagens com alelos favoraveis para a grande
maioria de locos. As sementes da geracdo F; sdo heterozigoéticas para todos
0os locos cujos genitores contrastavam. A populacdo F,, derivada do
intercruzamento dos individuos Fi’'s ou da autofecundacdo deles, é a
populacao segregante de maior variabilidade genética, pois nela encontram-
se amostrados maior nimero de arranjos genotipicos. Com o avanco das
geragbes de endogamia, a frequéncia de heterozigotos diminui e de

homozigotos aumenta até a geragdo F_, quando todos os locos estardo em

homozigose.

Existem varios métodos de conducéo das populagdes segregantes.
Ramalho et al. (2001) os agrupram em métodos que ndo separam as fases
de endogamia e selecao e aqueles que separam as duas fases. No primeiro
grupo destaca-se o método de sele¢cdo massal e 0 método genealdgico. No
segundo grupo encontra-se o método da populacédo (bulk), descendéncia de
uma Unica semente (SSD, do inglés single seed descent) e 0 método do bulk

dentro de familias (maiores detalhes em Borém, 1998; Ramalho et al., 2001).
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Cita-se 0 uso de populacdes segregantes avancadas na obtencéo
dos cultivares de cevada, BRS 224 e BRS 225 (Minella et al., 2005a; Minella
et al., 2005b, respectivamente). O processo de selecédo foi basicamente o
mesmo até se chegar as duas cultivares. Para cada caso, uma Unica planta
foi selecionada na populacéo F,. A populacéo F, foi desenvolvida no campo,
onde algumas plantas foram selecionadas e avancadas até a geragcédo Fs,
em bulk, pelo método SSD em casa-de-vegetacdo. As plantas selecionadas
de progénies Fg cresceram no campo e foram colhidas em bulk para
aumentar a quantidade de sementes. Uma linha endogamica (CEV 96501 e
CEV 96503) foi selecionada e colhida em bulk da populacdo F7;. Apds os
ensaios, registro e protecéo das cultivares, foram designadas como BRS 224
e BRS 225.

2.1.6. Populagdes de retrocruzamento

Populacdes de retrocruzamento sao confeccionadas com o intuito de
melhorar a expresséo fenotipica de uma caracteristica de um dado cultivar
para a qual ele é deficiente. O termo retrocruzamento se refere aos repetidos
cruzamentos dos individuos da populacdo segregante com uma das
linhagens genitoras. O genitor que contém o alelo que confere fenotipo
desejado € denominado de néo recorrente ou doador, ou seja, é utilizado
apenas uma vez nos cruzamentos. No retrocruzamento a geragdo F; é
cruzada com um dos genitores. O genitor que é submetido aos sucessivos
cruzamentos com os individuos da populacédo segregante é denominado de
recorrente. O genitor recorrente deve ser cuidadosamente escolhido, pois
deve apresentar bons atributos para todas as caracteristicas, exceto aquelas
que serdo doadas pelo ndo recorrente (Borém, 1998). Provavelmente € o
meétodo mais adotado no melhoramento de espécies autbgamas. Trata-se de
uma alternativa eficiente para a transferéncia de pequenas proporcdes
gendmicas - geralmente caracteres de controle qualitativo - de gendtipos néo
adaptados ou de espécies selvagens para gendétipos elite (Lorencetti et al.,
2006). Também tem sido utilizado na adaptacdo de germoplasma exotico
(Nass, 2001).
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Um fator complicador no retrocruzamento surge quando o gene a ser
transferido esta ligado a um outro regulador de fenétipo(s) indesejavel(is),
tornando o processo mais demorado. Espera-se que a recuperagcdo do

genitor recorrente no RCy, ocorra na proporgéo de (2°*'-1)/2*', em que x é

namero de retrocruzamentos com o genitor recorrente (Cruz, 2005). S6 que
nem sempre a recuperacdo do genoma recorrente ocorre da maneira
prevista. Blocos génicos ligados ao(s) gene(s) de interesse (linkage drag)
oriundos do gendtipo doador podem ser inseridos ao gendtipo recorrente e
as proporgcdes ao longo das geragbes ndo encontram-se como 0 esperado
(Frisch et al., 1999). Marcadores moleculares tornam-se ferramentas
importantes no monitoramento da quantidade de DNA do genitor doador
durante cada geracao de retrocruzamento.

O controle génico da caracteristica a ser transferida deve ser levado
em consideracdo, em virtude da necessidade ou n&do de testes da
descendéncia para determinar seu genotipo. Se o alelo transferido é
dominante, ele é facilmente identificado nas geracdes de retrocruzamento,
pois os individuos segregantes para o loco em questdo terdo constituicdo
homozigota recessiva ou heterozigota. Neste caso, os homozigotos sé&o
descartados. Se o alelo presente no genitor doador € recessivo, faz-se
necessario a cada geracdo de retrocruzamento submeter os individuos da
populacdo a autofecundacéo, de modo a identificar os genoétipos recessivos.

Um fator que influencia o numero de retrocruzamentos € a
adaptacdo do genitor recorrente. Se ele é ndo adaptado, o numero de
retrocruzamentos tende a ser maior. Entretanto, com o emprego de
marcadores moleculares também pode-se abreviar o numero de geragdes
de retrocruzamento para a introgressdo de genes exoticos (Tanksley et al.
1981).

Moraes et al. (2005) avaliaram a proximidade entre genétipos
usados como genitores recorrentes e doadores, para alelos responsaveis
pelo alto teor de proteina, orientados por marcadores microssatélites. Os
autores definiram grupos de potenciais cruzamentos entre 0s genotipos
recorrentes e genotipos doadores, a partir das menores distancias genéticas

entre recorrente e doador. Esta proposicdo permite otimizar o processo de
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retrocruzamento, mantendo assim as caracteristicas desejaveis do genitor
recorrente. Com outro enfoque, Lorencetti et al. (2006), utilizando dados
fenotipicos, atestaram a utilizacdo de retrocruzamento como estratégia
eficiente no desenvolvimento de populagdes segregantes promissoras em
aveia. Ainda constataram que a superioridade das populacbes de
retrocruzamentos sobre uma populacéo F; foi dependente do cruzamento.

Alguns melhoristas questionam a obtencdo de populacbes de
retrocruzamento, afirmando que é um processo muito conservador, pois ha
tendéncia de permanecer com apenas um cultivar. Entretanto, € facil
visualizar que se durante o processo for identificada uma linhagem superior
ao genitor recorrente esse pode ser substituido nos futuros
retrocruzamentos, tornando-o um processo mais dindmico (Ramalho et al.,
2001).

2.2. Marcadores codominantes

Um determinado fendtipo, uma proteina ou um fragmento de uma
seqiéncia de nucleotideos do DNA codificador ou ndo de um gene,
possuindo unidade(s) repetitiva(s) ou sendo Unico no genoma, podem
representar uma forma alélica qualquer e serem utilizados como marcadores
(Souza, 2001).

Nos estudos de diversidade genética, a partir de marcadores é
importante e, talvez essencial, conceituar o termo polimorfismo genético. O
polimorfismo refere-se a existéncia de dois ou mais alelos em um
determinado loco com consideraveis frequéncias relativas em uma
populacdo, geralmente, acima de 1% ou 5% (Nei & Kumar, 2000; Cole,
2003).

Inicialmente, os marcadores utilizados em estudos genéticos e de
melhoramento eram controlados por genes de heranca mendeliana e
associados a caracteristicas morfologicas, com fenétipo de facil identificacao
visual — a exemplo do nanismo, cor de pétalas e morfologia foliar (Ferreira &

Grattaplagia, 1998; Robinson, 1998). No entanto, os marcadores
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morfologicos apresentavam grandes limitacdes. Dentre elas cita-se a
expressdo do marcador influenciada pelo estddio de desenvolvimento da
planta e a sua interferéncia sobre o valor adaptativo. Na maioria dos casos
tais marcadores genéticos estdo restritos a espécies tidas como sistemas
modelo, como o milho, tomate e ervilha e sédo controlados por genes
dominantes, ndo permitindo distinguir quais sdo as plantas heterozigotas
(Ferreira & Grattaplagia, 1998).

No inicio da década de 60 do século passado, 0os estudos genéticos
sofreram uma revolucdo com o surgimento dos marcadores isoenzimaticos.
De acordo com Carlini-Garcia et al. (2001), o surgimento dos marcadores
bioguimicos e algum tempo depois dos marcadores moleculares,
proporcionou um salto qualitativo e quantitativo em estudos sobre a estrutura
populacional e o sistema reprodutivo das espécies vegetais. Atribuem-se
inlmeras vantagens a estes marcadores quando comparados aos
marcadores morfolégicos. Em geral, eles apresentam neutralidade em
relagdo a efeitos fenotipicos, com minimo ou nulo efeito epistatico ou
pleiotrépico e exibem maior nivel de polimorfismo.

A expressdo génica comumente apresentada pelos marcadores
bioquimicos ou moleculares é a dominancia completa ou codominancia
exibindo multialelismo. Eles podem ser utilizados para caracterizar o
genotipo de uma planta a partir de amostras de células ou tecidos. Os
marcadores baseados em DNA podem ser extraidos em qualquer estadio de
desenvolvimento da planta, desde que extraidos em quantidades suficientes
(Ferreira & Grattaplaglia, 1998). Tais atributos potencializam os estudos de
diversidade genética, tornando possivel predizer a magnitude da divergéncia
entre dois acessos, bem como conhecer a estrutura e a variabilidade
genética das populagdes, em nivel enzimatico (um produto expresso de um
gene) ou gendmico (fragmento na sequéncia de nucleotideos do DNA).

Comumente, é estabelecido o critério de classificacdo dos tipos de
marcadores com base em suas expressdes génicas, podendo ser: i)
dominantes, a exemplo do RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso), AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados) e
ISSR (inter-sequéncias simples repetidas); e ii) codominantes, dentre os

quais podem ser citadas as isoenzimas, RFLP (polimorfismo de
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comprimento no comprimento de fragmentos de restricdo) e microssatélites
ou SSR (sequéncias simples repetidas).

As informagbes provenientes dos marcadores dominantes s&o
corrigueiramente codificadas na forma binaria, com 1 (um) para presenca e 0
(zero) para auséncia da banda (marca ou loco) no gel. Assim 0 acesso ou
individuo heterozigoto para um determinado loco ndo é distinguido do
acesso homozigoto dominante. Neste contexto, a classe de marcadores
codominantes permite identificar os dois alelos de um mesmo loco,
considerando um organismo diploide. A seguir sdo descritos os marcadores

codominantes citados anteriormente.

2.2.1. Isoenzimas

Market & Moller (1959) designaram como isoenzimas as formas
moleculares multiplas de enzimas que ocorrem num organismo e dentro de
uma espécie, como resultado da presenca de mais de um gene codificando
cada uma das enzimas. Na realidade os organismos comumente sintetizam
formas moleculares mdultiplas de enzimas com a mesma especificidade
enzimatica (Caixeta et al. 2006).

Resumidamente a deteccédo de isoenzimas envolve trés processos
basicos. No primeiro ocorre a extracdo da enzima do tecido vegetal
escolhido. A segunda etapa visa separar as enzimas por eletroforese e,
finalmente, tem-se a revelagcdo das bandas por métodos de coloracéo
histoquimica do gel de poliacrilamida, amido ou agar.

As isoenzimas de um mesmo grupo sao diferentes entre si na
sequéncia de aminoacidos que possuem e, consequentemente, influenciam
na estrutura protéica da enzima. Naturalmente que a banda visualizada é o
produto da reacdo enzimatica no meio-suporte, obtendo assim o zimograma,
que é o nome atribuido ao conjunto de bandas reveladas no gel. A
interpretacdo dos padrdes de bandas resultantes da-se por meio do numero
de subunidades da enzima. As enzimas monomericas sdo constituidas por
um unico polipeptideo, enquanto que as diméricas, triméricas e tetrameéricas,

possuem dois, trés e quatro polipeptideos, respectivamente.
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Ocasionalmente, subunidades de uma enzima podem ser codificadas por
mais de um loco génico, de maneira que a migracdo das bandas de cada
loco é visualizada em zonas diferentes no zimograma (veja em Alfenas et al.,
1991).

O principio fundamental das isoenzimas é que diferencas na
mobilidade das mesmas em um campo elétrico sdo resultantes de diferencas
em nivel de sequéncias de DNA que as codificam. A migracdo de uma
enzima no gel depende de seu peso molecular, sua conformacdo e carga
elétrica.

O controle genético mais freqiente de locos isoenzimaticos em
plantas é a segregacdo monogénica. Tanto o controle genético quanto o
namero de subunidades da maioria das isoenzimas de plantas j4 sao
conhecidos (Caixeta et al. 2006).

Embora em nimero limitado, varios locos isoenzimaticos podem ser
analisados, o que pode atingir uma quantidade entre 20 a 50 locos no
genoma da espécie (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Embora sejam
marcadores seletivamente neutros, estas enzimas possuem funcdes
metabodlicas e, conseqlentemente, os locos exibem um baixo nivel de
polimorfismo. Adicionalmente, tem-se como desvantagem a especificidade
enzimatica em certos tecidos vegetais, a influencia ambiental na atividade
enzimatica, o estadio de desenvolvimento da planta na expressao de
determinadas enzimas, modificacdes pds-traducionais (formas mdltiplas do
produto de um Unico gene), além da complexidade apresentada por alguns
zimogramas, dificultando a interpretacdo dos mesmos.

Os estudos classicos de genética de populacbes foram os
precussores na difusdo da técnica de analise isoenzimatica. Por ser de baixo
custo de implementacgéo e operacionalidade, mesmo na era dos marcadores
moleculares, sua aplicabilidade se destaca em vérias areas da genética e do
melhoramento de plantas, como caracterizacdo da diversidade genética de
populacdes naturais (Zheng & Ennos, 1999; Gao & Hong, 2000; Melo Junior
et al., 2004) e populagdes derivadas de sistema de cruzamentos controlados
(Zheng & Ennos, 1999; Gimenes & Lopes, 2000); estudos evolutivos e

analises filogenéticas (Jaaska, 2005) entre outras aplicacoes.
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2.2.2. RFLP

Este foi o primeiro tipo de marcador molecular capaz de detectar as
variacbes nas sequéncias de nucleotideos do DNA. Entretanto, estes
marcadores surgiram ap0s a descoberta das enzimas de restricdo (Linn &
Arber, 1968; Meselson & Yuan, 1968), capacitadas a clivar uma molécula de
DNA (de fita dupla) em locais especificos, conhecidos como sitios de
restricdo, formados por quatro a oito pares de bases ao longo da molécula
de DNA. O surgimento e primeiro estudo com a técnica de RFLP foi
realizado por Grodzicker et al. (1974), em um experimento destinado a
deteccdo de mutagBes em DNA de virus.

O polimorfismo entre gendtipos diferentes, ou seqiéncias
nucleotidicas nas fitas de DNA, é evidenciado pela fragmentacdo do DNA
por meio de enzimas de restricdo e visualizado por hibridizacdo destes
fragmentos com sequéncias homdélogas de DNA marcadas com
radioatividade ou compostos que desencadeiam uma reacdo de
luminescéncia (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Em outras palavras, o
polimorfismo gerado na técnica de RFLP provém da formacdo ou supressao
de sitios de restricdo, decorrentes de substituicdes ou modificacbes na
sequéncia de nucleotideos do DNA (eventos mutacionais), ocasionados por
efeitos de delecbes, insercdes, inversbes ou translocacdes, provocando
mudancas na distancia entre dois sitios de restri¢cdo vizinhos.

Nos marcadores RFLP ndo héa efeitos pleiotrépicos, epistaticos ou
interferéncias ambientais. Apresentam um nivel de polimorfismo genético
muito maior que as isoenzimas. A planta pode encontrar-se em qualquer
estadio de desenvolvimento e ndo existe restricbes quanto ao tecido da
planta utilizado para extracdo do DNA. Além disso, sdo amplamente
distribuidos no genoma da espécie estudada, pois as sondas utilizadas
podem ser obtidas de regifes transcritas (cDNA), que sdo normalmente
regides de copias unicas, codificantes e mais informativas, ou de DNA
gendmico clonado ao acaso (Caixeta et al. 2006).

Um aspecto limitante ao uso da técnica de RFLP é a auséncia de
bibliotecas para espécies de menor relevancia e menos pesquisadas no

ambito da biologia molecular. O custo desta técnica pode ser reduzido, uma
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vez que as membranas de hibridizacdo podem ser reutilizadas e os varios
tipos de enzimas de restricdo combinados a diversos tipos de sondas podem
gerar inumeros marcadores RFLP. Em contra partida, o desenvolvimento de
marcadores RFLP envolve varias etapas de execucdo, o que impede sua
automacdo e obtencdo de grande volume de dados. Além disso, € um
procedimento caro e trabalhoso, pois requer equipamentos em boas
condi¢cbes, investimento em profissionais qualificados e em produtos
quimicos.

A literatura tem relatado a utilizacdo dos RFLP em estudos de: i)
avaliacdo da relacédo de parentesco entre acessos (Bernardo et al., 2000); ii)
mapeamento genético e deteccdo de QTL (La Rosa et al., 2003; Waldron et
al., 1999); iii) associacdo entre diversidade genética e geogréafica (Barcelos
et al., 2002); filogenia e evolucdo de espécies (Ando et al.,, 2005), entre

outros.

2.2.3. SSR ou Microssatélites

Os marcadores oriundos de sequéncias simples repetidas (SSR —
simple sequence repeats ou STR — short tandem repeats), conhecidos como
microssatélites, consistem em pequenas sequéncias com um a seis
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem. Em genomas
eucariotos, estas sequéncias sao mais comuns, melhor distribuidas ao
acaso e formam locos mais polimorficos.

Regides contendo microssatélites sdo amplificadas individualmente
através de PCR utilizando-se um par de primers especificos com 20 a 30
nucleotideos complementar as sequéncias Unicas que flanqueiam o
microssatélite. Cada segmento amplificado possui tamanho distinto,
composto por varias dezenas até algumas centenas de pares de
nucleotideos, representando assim um alelo diferente do mesmo loco.

Vérios primers ja foram desenvolvidos para amplificar segmentos de
DNA especificos e direcionados a variados tipos de estudos genéticos.
Geralmente, em cada reacdo de PCR um par de primers é utlizado e

representa apenas um loco de microssatélites. No entanto, mais do que um
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par de primers especificos pode ser utilizado simultaneamente na mesma
reacdo de PCR, método este de genotipagem denominado multiplex.

Alguns estudos (Cardle et al. 2000; Morgante et al. 2002) mostram
gue os microssatélites sdo amplamente distribuidos no genoma das plantas
superiores e com frequéncia de distribuicdo variada quando se considera a
infinidade de classes de microssatélites. Isto engloba todas as combinagdes
de um a seis nucleotideos somadas a variagcdo do numero de unidades
repetitivas que caracterizam um (alelo) microssatélite

Segundo McCouch et al. (1997) quanto maior o0 numero de
nucleotideos na unidade repetitiva do microssatélite, menor € a sua
freqUéncia dentro do genoma. A variacao da classe e unidade repetitiva dos
microssatélites também depende da regido em que se encontram. Em
regides de sequéncias expressas (EST), alguns estudos mostraram que ha
uma predominancia de trinucleotideos (Cardle et al., 2000; Cordeiro et al.,
2001; Morgante et al., 2002; Gao et al., 2003), enquanto que em bibliotecas
gendmicas foi encontrada maior proporcéo de clones contendo repeticdes de
dinucleotideos, como em aveia (Pal et al., 2002) e trigo (Bryan et al., 1997).
A hipervariabilidade observada em locos microssatélites é gerada por um
mecanismo especifico freqlente: repeticdes de slippage, que ocorrem em
maior frequéncia do que eventos mutacionais ou insercbes e delegbes
nucleotidica, geradoras do polimorfismo em RAPD e AFLP (Powell et al.,
1996).

Alguns autores sugeriram polimorfismo em locos de microssatélites
na sequéncia que os flanqueia, tanto em animais (Macaubaus et al., 1997)
quanto em espécies vegetais (Caixeta et al., 2005). Significa dizer que o
polimorfismo revelado por alguns pares de primers, desenvolvidos para uma
espécie, mostraram que a diferenca do nimero de nucleotideos entre alelos
ndo era originada da multiplicidade do nimero de nucleotideos da unidade
repetitiva. Esse fendbmeno poderia ser explicado por indels — insercbes e
delecdes — de um unico nucleotideo ou mesmo de um fragmento longo de
DNA nas regides flaqueadoras dos microssatélites.

Os locos de microssatélites sdo altamente multialélicos, o que Ihes
garante o mais elevado conteudo de informacdo de polimorfismo quando

comparado com outros marcadores (Bryan et al., 1997). A conservacao de
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sitios de microssatélites entre espécies relacionadas, possibilita, em certos
casos, a transferéncia de marcadores entre espécies usando primers
heterdlogos, derivados de espécies do mesmo género ou géneros afins
(Cordeiro et al, 2001; Gao et al., 2003).

Todas estas particularidades reunidas fazem com que o0s
marcadores microssatélites sejam aplicaveis no mapeamento genémico (La
Rosa et al., 2003; Okogbenin et al., 2006); detec¢cdo de QTL (Prasad et al.,
2003); na conservacao de germoplasma e estudos de diversidade genética e
geografica (Belaj et al., 2003); estrutura e variabilidade genética (Zucchi et
al., 2003); sintenia (Marques, et al., 2002); analise de parentesco (Bernardo
et al., 2000); estudos evolutivos entre espécies correlatas (Santacruz-Varela
et al., 2004), entre outros.

A grande limitacdo da tecnologia de microssatélites refere-se a
grande quantidade de trabalho envolvida para o desenvolvimento de
primers, exigindo profissionais qualificados e equipamento sofisticado para o

sequenciamento automatizado, além do elevado custo.

2.3. Aplicativos computacionais e a simulacdo de dados

geneéticos

Na genética sdo enfatizados temas relativos a evolucdo, a
hereditariedade e ao melhoramento das espécies. Estudos genéticos em
geral envolvem grande conjunto de dados, compostos por variaveis
(caracteristicas fenotipicas, multicategoricas, marcadores moleculares e/ou
geograficas) e unidades taxonbmicas (espécies, populacdes, cultivares,
familias, individuos etc). A complexidade de um estudo genético aumenta
quando informacdes adicionais sobre a espécie sdo requeridas, além de o
pesquisador ter que saber quais as metodologias de analise genética estao
disponiveis e se mostram mais adequadas. Também é comum a adocéao de
modelos matematicos capazes de caracterizar o fenbmeno biolégico e,
assim, prover estimativas de varios parametros genéticos. Diante deste
cenario, o uso da informatica passou a ser ferramenta imprescindivel ao

processamento e gerenciamento de dados. O computador passou a ser
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equipamento presente em todos os laboratérios de pesquisa do mundo. Por
meio do processamento apropriado, 0s parametros sdo estimados e o0s
fenbmenos biolégicos interpretados. Portanto, na etapa de andlise e
interpretacdo de resultados € fundamental a existéncia de recursos
computacionais e aplicativos eficientes a disposicdo do pesquisador, o que
pode ser comprovado pelas publicacdes nos mais variados periédicos, em
que numa imensa maioria ha referéncias sobre o programa computacional
utilizado.

Os aplicativos computacionais, tanto os desenvolvidos em nosso
pais quanto no exterior, permitem a execucdo de muitas andlises que
auxiliam de forma consideravel o pesquisador por permitir uma condensacao
de seus dados sem perda de informacbes (Cruz, 2001). Atualmente uma
ampla variedade de softwares estatisticos esta disponibilizada, porém nem
sempre apresentam analises que satisfacam a modelos genéticos,
biométricos e evolutivos, necessarios para realiza¢do dos estudos.

Criar um programa computacional ndo é uma das tarefas mais
faceis. Ressalta-se que na éarea da genética, processos biolégicos
complexos estdo envolvidos e associados a distribuicbes probabilisticas, de
modo que os profissionais que venham a criar um novo aplicativo devem
agregar conhecimentos nas &reas especificas e da informética. Outra
particularidade nesta area € que, corriqgueiramente, recorre-se a processos
de aleatorizacdo, reamostragem e permutacdes para a estimacdo e
realizacdo de testes de hipdtese sob os mais variados parametros genéticos,
bem como definicdo de intervalos de confianca e distribuicdes empiricas, o
que exige melhor qualidade, velocidade de processamento e
operacionalidade do aplicativo a ser desenvolvido.

De acordo com Cruz (2001), programas destinados a Genética
devem ser desenvolvidos atendendo a finalidade basica de andlise e
processamento de dados, com base em modelos adequados. A interface
entre usuario e maquina deve ser de facil manuseio, objetiva e abrangente,
atendendo as exigéncias do usuario. Adicionalmente, sua compatibilidade
com sistemas operacionais triviais, e a caracteristica amigavel com planilhas
eletronicas e editores de texto mais utilizados, sdo fundamentais na difusao

e adocéao do aplicativo na comunidade cientifica.
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Atualmente ndo se justifica o uso restrito de determinadas
metodologias por modismo. A diversificagdo de técnicas de andlise segue
paralelamente a existéncia de programas computacionais. Um exemplo
evidente é demonstrado pelas técnicas multivariadas, que permitem a
interpretacdo simultanea de inUmeras variaveis.

Alguns programas eficientes e aplicaveis a area de Genética, em
especial & Genética de Populacdes, encontram-se disponibilizados, muitos
deles distribuidos gratuitamente, em geral, disponiveis na internet. Para se
ter uma idéia da quantidade de programas existentes com este enfoque,
estédo nos enderecos eletrénicos

http://www.biology.lsu.edu/general/software.html e http://www.nslij-

genetics.org/soft/ mais de 30 aplicativos computacionais dirigidos a analise

de dados genéticos.

Numa linha de programas gratuitos, destaca-se o Arlequin verséo
3.1 (Excoffier et al., 2005), em http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/; GDA
(Genetic Data Analysis) versdo 1.1 (Lewis & Zaykin, 2002), em
http://hydrodictyon.eeb.uconn.edu/people/plewis/software.php/; GENEPOP
versao interativa disponibilizada na internet (Raymond & Rousset, 1995), em
http://genepop.curtin.edu.au/; GENES versdo 2007.0.0 (CRUZ, 2006a) em
http://www.ufv.br/dbg/genes/gdown.htm; POPGENE versdo 1.32 (Yeh et al.,
1997), em http://www.ualberta.ca/~fyeh/download.htm/; PowerMarker verséo
3.25 (Liu & Muse, 2005), em
http://statgen.ncsu.edu/powermarker/downloads.htm/; e TFPGA (Tool for
Population Genetic Analyses) versdo 1.3 (Miller, 1997), em
http://www.marksgeneticsoftware.net/tfpga.htm/.

Os programas Arlequin, GDA, GENEPOP, POPGENE e TFPGA, séo
de facil acesso, possuem técnicas sofisticadas implementadas, poderosas
ferramentas estatisticas e de facil manuseio, fazendo deles uma alternativa
atraente para realizacdo de analises biométricas nos estudos genéticos.
Embora programas computacionais apresentem sobreposicées de analises,
cada programa tem caracteristicas Unicas a serem oferecidas aos usuarios
(Labate, 2000).

O programa Arlequin versao 3.1 (Excoffier et al., 2005) proporciona

aos usuéarios inferir sobre a genética de populacbes a partir de varias
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metodologias basicas e testes estatisticos, de modo que informacdes
genéticas e caracteristicas demograficas de uma colecdo de populagbes
amostradas possam ser obtidas. E um programa com varias op¢oes de
analise, 0 que significa que o usuario pode gastar um tempo até aprender a
manusea-lo por completo. A andlise de dados € dividida em duas principais
categorias: métodos intrapopulacionais (medidas descritivas; equilibrio de
Hardy-Weinberg; desequilibrio de ligacdo, etc) e interpopulacionais (analise
molecular de variancia, distancias genéticas etc).

O programa Arlequin pode avaliar varios tipos de dados, sejam eles
no formato haplotipico ou genotipico (dipldides). Os tipos basicos de dados
sdo sequéncias de DNA, RFLP (dados binarios, presenca e auséncia da
banda), microssatélite (nimero de repeticdes de motif, ou seja, comprimento
alélico), padrdes e frequéncias alélicas. Dados padrbes sédo aqueles nos
quais as bases moleculares do polimorfismo ndo sdo particularmente
definidas, ou quando diferentes alelos s&o considerados como
mutacionalmente equidistantes um dos outros no mesmo loco (codificacéo
nao ordinal comumente usada em dados codominantes). O formato
genotipico deve ser caracterizado como de fase gamética conhecida ou
desconhecida. Se a fase gamética for conhecida, o genétipo pode ser
considerado como a unido de dois haplétipos bem definidos. Caso contrério,
considera-se os alelos presentes em cada loco como codominantes, no qual
pode se definir se existe ou ndo um alelo recessivo. A introducédo do arquivo
de dados é feita via “arquivos de projeto” (“project files”). O usuario pode
criar um projeto num editor de texto qualquer desde que defina qual editor ir&
utilizar, ou usar a op¢ao “project wizard”, no qual é aberta uma janela em
que séo definidos os elementos essenciais do projeto, como o tipo de dado
(genotipico ou haplétipo, numero de populagfes etc). O programa € capaz
de exportar e importar arquivos de dados no proprio formato Arlequin,
GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995), BIOSYS (Swofford & Selander,
1981), PHYLIP (Felsenstein, 1993), MEGA versao 1.0 (Kumar et al., 1994) e
WinAmova (Excoffier et al., 1992). Nao existem opcdes interativas de
exclusdo ou inclusdo de locos ou populacdes a serem analisadas. A saida
dos resultados se da no formato HTML. O manual possui 145 paginas que

descrevem detalhadamente as metodologias e apresenta os referenciais
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tedricos. Exemplos de utilizacdo do programa Arlequin séo vistos em testes
de equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacdo em populacdes
de milho (Reif et al., 2004) e na execucdo da andlise de variancia molecular
(AMOVA) em trigo (Dreisigacker et al., 2004).

O aplicativo computacional GDA versao 1.1 (Lewis & Zaykin, 2002)
tem suas analises fundamentadas no livro de Bruce S. Weir “Genetic Data
Analysis" (Weir, 1996). Analisa também dados haplotipicos e dipléides
codominantes. O arquivo de dados deve estar no formato Nexus (Maddison
et al., 1997). Este formato facilita a analise de subconjuntos de dados
(“blocks” do arquivo NEXUS) sem alterar o arquivo original. E lida uma
sequéncia de instru¢gdes que definem qual arquivo deve ser lido, qual analise
a ser executada e onde armazenar os resultados. Permite a incluséo e
exclusdo de locos e, ou, populacdes a serem analisadas. As analises séo
agrupadas em quatro categorias: estatisticas descritivas, estatisticas F,
distancias e desequilibrio. Seu manual, com 45 paginas, explica como usar o
programa e definir comandos, mas contém poucos detalhes e referéncias
acerca dos métodos. Também é possivel exportar e importar dados dos
programas BIOSYS (Swofford & Selander, 1981) e GeneStrut (Constantine
et al., 1994). Exporta o proprio formato NEXUS, o GeneStat-PC (Lewis &
Whitkus, 1989) e SAS (SAS, 1989). O GDA possui uma interface simples,
mas grande poder estatistico, satisfazendo grande parte das exigéncias
sobre a analise de marcadores codominantes (Labate, 2000). Exemplos de
utilizacdo do GDA séo vistos nas analises de diversidade genética e
estrutura de populacdo de coco (Cocos nucifera L.) com a utilizagdo de
distancias genéticas (Meerow et al., 2003); realizacdo de analise de
variancia de freqUéncias alélicas em populac6es naturais de pequizeiro
(Melo Junior, et al., 2004) e construcdo de arvores filogenéticas em
populacdes de milho pipoca (Santacruz-Varela et al. 2004).

O GENEPOP versédo 3.4 (Raymond & Rousset, 1995) € mais um
software de analise genética de populagdes. Os dados sdo analisados no
formato de arquivos texto e o programa é executado no sistema DOS. Existe
uma versao on line disponibilizada em http://genepop.curtin.edu.au/.

Entretanto, a versdo DOS € atualizada periodicamente, mais do que a

versao da internet, e pode conter algumas opcfes ndo disponiveis na web.
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Dados haplotipicos e dipléide codominantes sdo passiveis de avaliacdo. Na
versdo on line a saida dos resultados se d& no formato HTML e, ou, via
email, op¢Bes estas definidas pelo usuario. Dentre as sec¢des de analises,
destaca-se: teste exato do equilibrio de Hardy-Weinberg; desequilibrio de
ligacdo; informacgBes basicas; estatisticas Fst e outras correlacionadas. Os
dados podem ser exportados para os formatos do FSTAT (Goudet, 1995),
BIOSYS (Swofford & Selander, 1981), LINKDOS (Garnier-Gere & Dillmann,
1992) e Arlequin. O manual possui 36 paginas, com os procedimentos bem
detalhados e descricdo dos meétodos. Testes do modelo de isolamento por
distancia em populacdes naturais de Cryptocarya Aschersoniana Mez
(Moraes & Derbyshire, 2002) e investigacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg
e desequilibrio genotipico em pinhos (Pinus caribaea Morelet) (Zheng &
Ennos, 1999) sdo alguns exemplos da utilizacdo do GENEPOP.

O programa GENES é um pacote genético-estatistico capacitado a
realizar inUmeros tipos de analises biométricas, tanto para caracteristicas
fenotipicas, morfolégicas e de marcadores moleculares, que tém servido a
identificacdo de genotipos superiores nos programas de melhoramento e
caracterizacdo de populacdes. As analises se dividem nas grandes sec¢des:
estatistica; analise multivariada, biometria e diversidade genética.
Atualmente tem-se direcionado esfor¢cos na composicao e aperfeicoamento
do software em analises biométricas para o estudo da diversidade genética
de unidades taxonémicas, o que inclui inferéncias sobre a estruturacéo
genética das mesmas. Em relacdo aos dados de marcadores moleculares,
avalia-se dados do tipo binario ou genotipico (os alelos de um loco recebem
codificacdo numérica ndo ordinal). O arquivo de dados a ser analisado pode
ser delineado no proprio editor do programa ou em editores de texto e
planilha Excel (Microsoft Office). As extensbes *.prn, *.dat, *.txt e *.xIs s&o
lidas pelo aplicativo. As técnicas de diversidade genética disponibilizadas
sao destinadas ao estudo intrapopulacional (estatisticas descritiva, equilibrio
de Hardy-Weinberg, desequilibrio gamético) e interpopulacional (medidas de
distancias, técnicas multivariadas, andlise de variancias para dados de
marcadores, etc). A saida dos resultados é fornecida num editor proprio,
mas de dimensdes limitadas. Os resultados podem ser exportados para o

editor de texto Word e a planilha Excel. Ha um conversor de dados que
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permite exporta-los nos formatos do Arlequin, NEXUS, POPGENE e TFPGA.
Recentemente, foram publicados trés manuais (Cruz, 2006a; 2006b; 2006c¢),
porém ndo ha uma abordagem especifica para a secao diversidade
genética. Aplicacdes do GENES sao vistas em estudos de diversidade para
diversas espécies, em que indices de dissimilaridade e técnicas de
agrupamento sao utilizadas (Faleiro et al., 2004; Bertini et al., 2005)

O POPGENE versédo 1.32 é mais um aplicativo destinado a analise
da variagcdo genética entre e dentro de populacdes naturais usando
marcadores codominantes e dominantes, oriundos de dados haplotipicos ou
dipldides. O arquivo de dados é constituido em um editor de texto qualquer.
As andlises estdo dispostas em um menu simples, que permite a execucao
de inUmeras metodologias de uma Unica vez. Podem ser realizadas analises

do tipo estimacédo de frequéncias alélic
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com definicbes das colunas dos descritores (grupos, populacdes e, ou,
individuos) e dos locos. Defini-se no programa as colunas que sao tidas
como descritores e as colunas que sdo representadas pelos marcadores. E
possivel importar dados de frequéncia, distancia em formatos especificos,
além de tabelas e textos. Os dados podem ser exportados nos formatos
originais, de tabelas, NEXUS e do Arlequin. Possibilita ainda a excluséo,
inclusédo e particdo do conjunto de dados. Realiza andlises descritivas
(heterozigosidades, nivel de polimorfismo, estimacdo de frequéncias
alélicas, indice de fixacdo, testes de desequilibrio, etc); de estrutura
(estatisticas F) e filogenia (medidas de distancias e construcédo de arvores).
Seu manual possui 33 paginas com descricdo detalhada sobre a
manipulacdo dos dados e suporte tedrico sobre as metodologias, com 0s
respectivos referenciais teoricos. Aplicacdes praticas sao vistas no calculo
de estatisticas descritivas de populacdes (Liu et al., 2003; Fukunaga et al.,
2005), distancias genéticas e construcdo de arvores filogenéticas (Liu et al.,
2003); teste de desequilibrio (Garris et al., 2005) e definicdo de colecbes
nacleo (Fukunaga et al., 2005)

O TFPGA versao 1.3 (Miller, 1997) analisa tanto dados haplotipicos
quanto dipléides, dominantes ou codominantes. Os dados sob analise
podem ser adicionados no formato de arquivo texto nos moldes do TFPGA.
Os resultados sao liberados no formato texto, podendo ser modificados e,
ou, salvos. Seu menu inclui itens de analise como estatisticas descritivas,
estatisticas F, distancias genéticas, construcdo de dendrograma (UPGMA) e
teste de equilibrio de Hardy-Weinberg. O manual de 30 péaginas inclui
descricbes das metodologias disponiveis, comentarios sobre erros comuns
do programa, além de sugestdo de literatura. Alguns exemplos praticos do
uso do TFPGA séo vistos no calculo dos indices de fixagdo em populactes
estruturadas (Wadt & Kageyama, 2004) e teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg (Moraes & Derbyshire, 2002).

Todos estes programas podem ser executados no sistema
operacional Windows XP e 128 MB RAM permite executa-los sem maiores
transtornos.

Outra grande contribuicdo da informatica € viabilizar estudos de

fendbmenos, via simulacdo de situacfes mais complexas, em que sao
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estabelecidas pressuposicoes e definidos parametros, de tal forma que o
efeito de certos fatores sejam controlaveis e possam ser convenientemente
estudados (Cruz, 2001). A simulacdo tem sido definida como o modo de
reproduzir, por meio de recursos computacionais, o comportamento de um
sistema real, para estudar seu funcionamento em condicGes alternativas
(Dachs, 1988), envolvendo modelos légicos, que permitam descrever
adequadamente o sistema natural (Naylor et al.,, 1971). Portanto a
modelagem é outro aspecto fundamental na simulacdo. Um modelo deve ser
simples o suficiente para ser funcional e interpretavel, mas de desempenho
comparavel ao modelo real.

A importancia da simulagdo ganhou grande espagco no ambito
cientifico. Impulsionada pela informéatica, a simulagao nédo se limita apenas a
modelos que representam a entidade a ser investigada e sim a uma
metodologia para avaliacdo destes. Técnicas de reamostragem e
permutacdo e alguns algoritmos s&o em esséncia processos de simulacdo
gue em geral visam a estimacao de parametros e definicdes de distribuicdes.
Em estudos de genética de populacbes com o uso de marcadores,
freqlentemente utiliza-se de métodos de reamostragem para a estimacao de
parametros genéticos populacionais e seus respectivos desvios-padréao
(Carlini-Garcia et al., 2003). Exemplos praticos e atuais da importancia da
simulacdo nos estudos genéticos, sob varios contextos sao vistos em:

a) estudos visando encontrar uma solucdo ou valor 6timo;

A grande variagdo no numero de marcadores moleculares utilizados
em estudos de diversidade genética levou alguns pesquisadores a tentar
desvendar um numero ideal ou 6timo em relacdo a esta quantidade. Pouco
se sabe a respeito do numero de marcas e de individuos necessarios para
se predizer com acuracia a divergéncia genética entre e dentro de
populacdes ou individuos. Dias et al. (2004) revisaram 139 estudos sobre
diversidade genética e verificaram que, em média, 0 numero de marcas
utiizados é de 160, 281 e 25 para RAPD, RFLP, e locos SSR,
respectivamente. Os autores consideram este numero médio de marcas
pequeno para se obter analises acuradas.

Alguns estudos de simulacdo presentes na literatura com este

objetivo, basicamente foram realizados com processo de reamostragem
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boostrap (Efron & Tibshirani 1993). Visando obter a variancia amostral e o
namero 6timo de marcas RFLP, Tivang et al. (1994) observaram que 284 a
377 bandas foram necessérias para estimar a distancia genética entre 37
linhagens endogamicas de milho associadas a um coeficiente de variacéo
fixo de 10%, independente da enzima de restricdo usada. Pejic et al. (1998),
estudando a similaridade genética de 33 linhagens endogamicas de milho,
observaram que acima de 150 bandas (seja RFLP, RAPD, AFLP e SSR)
houve diminuta resposta no ganho em precisdo pela adicdo de novas
bandas. Fanizza et al. (1999) avaliaram 10 acessos de Vitis vinifera e
verificaram que o agrupamento formado com 400 marcas ndo apresentou
distorcdo quando comparado ao agrupamento formado com todas as marcas
(932 bandas). Picoli et al. (2004) obtiveram resultados similares em um
estudo com 84 gendtipos de Eucalyptus sp. Este valor ( 400 bandas) pode
ser tomado como ponto de referéncia a outros estudos de diversidade,
embora possa ser limitante para outros conjuntos génicos ou espécies de
plantas (Dias et al., 2004).

Moraes (2003) verificou que 44 pares de primers de microssatélites
foram requeridos para se obter valores de correlacdo de 95% e estresse de
6,44%, em relacdo a projecéo grafica, comparado a amostra padrdo de 57
pares de primers. Ja Tardin et al. (2003), utilizando apenas 55 marcas
polimérficas de RAPD, concluiram que 50 seria um numero satisfatorio para
se estudar a diversidade genética entre acessos de alface (Lactuca sativa
L.).

b) eficiéncia de metodologias

Alguns trabalhos compararam a eficiéncia dos coeficientes de
similaridade em expressar o grau de divergéncia genética de espécies
vegetais a partir de marcadores RAPD e AFLP (Duarte et al. 1999; Emygdio,
2003; Meyer, 2004). Inameras simulacdes foram feitas no conjunto original
de dados e obtidas novas estimativas de distancia, consequentemente,
novos agrupamentos foram gerados. Estes autores constataram que o
namero de grupos formados se altera conforme o coeficiente de similaridade
utilizado. Ja Laval et al. (2002) avaliaram o comportamento das principais
distancias genéticas encontradas na literatura sob diferentes modelos de
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mutacédo, direcionadas a espécies de animais, com dados de marcadores
microssatélites. Com estudo simulado os autores concluiram que a distancia
genética de Reynolds et al. (1983) foi a melhor.

Nei et al. (1983) examinaram a acuracia e eficiéncia de trés
diferentes métodos de reconstrucdo de arvores filogenéticas e diferentes
medidas de distancia genética, a partir de dados de frequéncia alélica, por
intermédio de simulacdo. O processo de simulacdo permitiu aos autores
chegar a conclusdes satisfatorias e generalizadas para dados de diferencas
nucleotidicas. Takezaki & Nei (1996), também através de simulacées com
dados de locos microssatélites, verificaram que a distancia padronizada de
Nei (Nei, 1972) e a de Goldstein (Goldstein, et al., 1995) foram as mais
apropriadas para estimar o tempo de divergéncia evolutiva.

c) Testes, obtencdo de distribuicbes e estimacdo de parametros
geneéticos

Quando populac¢des naturais sao estudadas, dados com repeticoes
nao sao disponibilizados, como em ensaios experimentais, de maneira que
populacdes e individuos sdo amostrados sobre as condicdes ecogeograficas
da espécie. Assim erros nas estimativas dos parametros genéticos nédo
podem ser obtidos como ocorre usualmente na experimentagdo. O
desenvolvimento dos computadores em tempos recentes permitiu que
métodos de reamostragem como jackknife (Efron & Tibshirani 1993) e
bootstrap sejam freqientemente aplicados para a estimacéo de tais erros
(Carlini-Garcia et al., 2006). Numa sequéncia de trabalhos, Carlini-Garcia e
colaboradores (Carlini-Garcia et al., 2001; 2003; 2006) aplicaram o metodo
de reamostragem bootstrap para inferir a respeito da adequacdo da
amostragem sobre locos, individuos, populagdes e, individuos e populagbes
concomitantemente, em dados de popula¢cdes naturais reais e simuladas e,
consequentemente, seu reflexo na estimacédo dos parametros de indice de
fixacdo total (F ou F7), indice de fixacdo intrapopulacional (f ou Fis), a
divergéncia interpopulacional (8 ou Fst) e taxa aparente de cruzamento (t,),
bem como nas suas respectivas variancias, erros associados, distribuicdo
empirica e intervalos de confianca. Os autores ainda destacaram a

importancia do processo de simulacdo tanto na estimacdo de parametros
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quanto na elucidacdo de sistemas biolégicos ocorrentes nas populacdes
naturais. Estratégias de amostragem servem como guia para investigagcoes
desta natureza, onde nao existe conhecimento prévio sobre a estrutura
genética e o sistema de acasalamento das populacoes.

Em um outro enfoque, Guo & Thompson (1992) desenvolveram uma
versao permutada do teste exato de Fisher que tem servido aos testes de
hip6tese de nulidade para o equilibrio de Hardy-Weinberg e testes de
excesso e deficiencia de heterozigotos para locos e populacdes
individualmente e conjuntamente. Esta versdo baseia-se no método
(algoritmo) de Monte Carlo e da cadeia de Markov, também consideradas
como técnicas de simulacao, cujo principio é considerar todas as categorias
de problemas ou de sistemas que tém base probabilistica ou estocastica.

Obviamente que o estudo de simulacdo somente se justifica se
solucBes analiticas ndo existem ou o grau de dificuldades e o niumero de
varidveis envolvidas ndo permitem a realizagdo de inferéncias adequadas
sobre o problema. O uso da simulacdo deve ser encarado pelos geneticistas
e melhoristas como uma alternativa para a resolucédo de seus problemas,
deteccdo e comprovacdo de técnicas estatisticas mais eficientes,
comparacdes metodoldgicas entre outras (Ferreira, 2001).

A area de simulacdo em genética permitiu a criacdo de novos
meétodos e, consequentemente, softwares, com simuladores especificos e
capazes de realizar estudos didaticos e pesquisas, a exemplo do programa
GENES (Cruz, 2006a), PowerMarker (Liu & Muse, 2005) e GDA (Lewis &
Zaykin, 2002).

2.4. Analises biométricas no estudo da diversidade genética

Para que o geneticista ou o melhorista possam inferir sobre a
variabilidade genética das populacdes diversas metodologias de analise de
dados genéticos foram desenvolvidas ao longo dos anos. Trata-se de um
processo continuo e que caminha juntamente com 0s avancos na area da

biologia molecular e da informatica. Elas podem ser caracterizadas pelo
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nivel de inferéncia a que se destinam, ou seja, dentro e ,ou, entre as
unidades taxonémicas.

E comum a utilizacdo de estatisticas descritivas nos estudos de
populacdes, pois elas ddo uma idéia inicial de como se encontra o
polimorfismo genético de uma populacdo. Medidas como: niumero de alelos
por loco ou total; nUmero de alelos efetivos, raros; exclusivos; polimorficos;
conteudo de polimorfismo, heterozigosidade observada e esperada,
coeficiente de fixacdo/endogamia (f), riqueza genotipica (indice Shannon-
Wiener), entre outras, sdo alguns dos descritores que ajudam a caracterizar
uma populacao.

N&o menos importante € o entendimento da relagdo entre o tamanho
efetivo (Ne) e o tamanho real de uma populacéo de plantas. Define-se Ne
como o tamanho de uma populacéo idealizada - ndo sofre com os efeitos da
mutacdo, selecdo e migracdo — que tem a mesma quantidade de deriva
genética atuante nas frequéncias alélicas ou a mesma taxa de decréscimo
de heterozigotos que a populacdo sob estudo (Falconer, 1987; Vencovsky &
Crossa, 1999). O tamanho efetivo pode ser tomado como uma medida da
representatividade genética de uma amostra de individuos e € um
importante parametro em genética quantitativa e de populagdes, pois auxilia
na mensuragdo da taxa de deriva genética e endogamia (exemplos em
Wang, 1997; Santiago & Caballero, 1998).

O teorema de Hardy-Weinberg € importante conceitualmente,
historicamente, na pesquisa aplicada e em trabalhos com modelos tedricos
(Ridley, 2006). Ele se fundamenta no principio de que para um loco, uma
populacdo panmitica que néo sofre influéncias de forcas evolutivas (selecéo,
migracdo e mutacao) atinge o equilibrio ap6s uma geracao de acasalamento
ao acaso, de maneira que a relagdo genotipica torna-se igual ao produto das
freqUéncias alélicas e permanece inalterada com as sucessivas geracoes de
acasalamento ao acaso. A questdo para multiplos locos conduz a um outro
conceito importante, chamado equilibrio gamético e, ou, de ligacdo. Se
forem comparadas as frequéncias genotipicas de uma populagéo real com
as relacdes de Hardy-Weinberg, caso elas se desviem, isso sugere que
selecdo ou auséncia de cruzamentos aleatérios possa estar acontecendo,

sendo que explorar a relacdo entre frequiéncias para um conjunto de alelos,
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dentro ou entre locos é fundamental. A questdo geral € se a frequéncia de
um conjunto de alelos é a mesma que o produto das frequéncias alélicas
separadas (Weir, 1996). As diferencas entre frequiéncias conjuntas e o
produto de frequéncias individuais sdo chamadas de coeficientes de
desequilibrio.

Vérias estratégias para testar as hipoteses formuladas sobre as
proporcdes esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg ou gamético estéo
presentes na literatura, como o tradicional teste de qui-quadrado ou testes
de razbes de verossimilhanca e, ainda, o teste exato de Fisher (Weir, 1996).
A aplicacdo destes testes, embora com um mesmo propdsito, ndo deve ser
usada indiscriminadamente nos testes de equilibrio, pois as informacdes e
codificagbes do conjunto de dados direcionam seu uso. Rousset & Raymond
(1995) apresentam testes que baseados em hipoteses alternativas para
equilibrio de Hardy-Weinberg, testam o excesso e a deficiéncia de
heterozigotos na populagéo.

Grande parte dos estudos de diversidade baseiam-se em uma
amostra aleatéria de locos obtida em populacbes néo estruturadas
hierarquicamente (Dias, 1998). Assim, a analise interpopulacional, a partir de
dados codominantes se da por intermédio de medidas de distancia,
classificadas como geométricas, genéticas e genotipicas. As distancias
pertencentes ao primeiro grupo, nao invocam qualquer pressuposicao
genética ou evolutiva. Ao contrario, nas distancias genéticas modelos
genético-evolutivos estdo contextualizados. Sob uma filosofia admite-se que
a populacdo ancestral e as populagbes derivadas, encontram-se em
equilibrio entre mutacdo e deriva genética, o que implica dizer que a
divergéncia entre as populacdes € devida ao aparecimento de novos
mutantes dentro delas. Deste modo, as distancias podem ser usadas do
ponto de vista filogenético, como estimadores do tempo de divergéncia
(Laval et al., 2002). As distancias genéticas propostas por Nei e
colaboradores (Nei 1972, 1973; Nei et al. 1983) seguem esta linha de
raciocinio. Em uma outra linha encontram-se as distancias genéticas de
coancestralidade, a exemplo de Reynolds et al. (1983), cuja flutuacdo nas

freqUéncias alélicas € atribuida exclusivamente a deriva genética.
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Em muitas situacdes, o pesquisador esta interessado na formacéao
de grupos de populagBes similares. No entanto, se um numero elevado de
populacdes (g) for avaliado, muitas combinacdes, na ordem de (g° - g)/2, de
pares de distancias serdo obtidas. Técnicas multivariadas de agrupamento
facilitam a interpretacdo conjunta das populacdes, a exemplo dos métodos
de otimizacdo de Tocher e projegBes gréficas, n-dimensionais ou
dendrogramas (Sneath & Sokal, 1973; Cruz & Carneiro, 2003).

O conhecimento do padrdo de variacdo genética entre e dentro de
populacdes introduz o conceito de estrutura genética de populacdes (Dias,
1998). A acao de forcas evolutivas, ou amostragem genética, resultardo em
diferenciacdo intraespecifica, quantificada pelas estatisticas F, também
conhecidas como indices de fixacdo de Wright (1951; 1978). Estas
quantidades medem o grau de parentesco de varios pares de alelos. Pelas
definicbes de Wright e, posteriormente, descritas por Cockerham (1969,
1973), em andlises de variancia de frequiéncias alélicas, na situacdo em que
individuos dipléides sdo amostrados de uma série de populagbes, tem-se
trés medidas basicas:

Fir (ou F) — mede o desvio das frequéncias genotipicas da populagéo
- conjunto de todas as subpopulacfes - em relagdo ao equilibrio de Hardy-
Weinberg. Esses desvios resultam de cruzamentos ndo ao acaso dentro da
populacao (incluindo a endogamia em todos os niveis). F também é uma
medida de correlacdo entre duas unidades gaméticas que formam um zigoto
na populacédo (ou do conjunto de subpopulagdes amostradas);

Fst (ou B) — é o coeficiente de ancestria, representando a
probabilidade de que dois individuos, pertencentes a subpopulacdes
diferentes, possuem um alelo idéntico por descendéncia. 6 € uma correlacéo
de gametas dentro de subpopulacdes;

Fis (ou f) - mede a endogamia em nivel de individuos, ou seja, mede
a probabilidade de que os dois alelos de um loco presentes no mesmo
individuo sejam idénticos por descendéncia. f € também uma medida de
correlacdo de gametas devido a endogamia dentro das subpopulagdes.

A partir destes coeficientes Wright também estabeleceu a seguinte
relacéo:

(1-Fm) = (1 - Fis)(1- Fsy).
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Estas estatisticas F foram definidas por Cockerham (1973), como:

F-6 0-f F-f
:—1_6; FsT:ﬁ; ET:?, em que F:FIT'f:Ese e:FST’ el,SeT

representam, individuos, subpopulacdes e populacéo total, respectivamente.

Fis

Weir & Cockerham (1984) propuseram férmulas gerais para a estimacgéo de
F, 6 e f para alelos multiplos e procedimentos jackknife para estimacéo de
suas variancias.

A idéia basica das formula¢cdes de Wright e, posteriormente, seguida
por Cockerham em seus trabalhos, assume que as populacdes sob
investigagédo s&o derivadas de um ancestral comum num mesmo tempo e
que todas as populacdes sao igualmente relacionadas, existindo ou né&o
migracdo entre elas. No entanto, Nei (1986) e Nei & Kumar (2000)
argumentam que a aplicagdo desta estrutura aproxima-se a grupos de
populacdes experimentais. Em populacées naturais, este modelo quase
nunca se aplica, pois estas possuem relagdes filogenéticas.

Nei (1977) mostra que as estatisticas F de Wright podem ser
definidas como razbes entre heterozigosidades, ou estatisticas H (definidas
por Nei, 1973), ao invés de correlacdes entre unidades gameéticas. Estas
definicbes, segundo Nei (1977), sdo independentes do numero de alelos
envolvidos, da atuacdo de forcas evolutivas e o sistema reprodutivo da

Ho-H . _H -Hs _ _H -H

espécie. Neste caso caracterizou-se: Fg = —=——; F; o :
Hq H, H,

em que Hr, Hs e H, correspondem a diversidade genética (ou
heterozigosidade) na populacdo total, entre subpopulacdes e dentro de
subpopulagdes, respectivamente. Na verdade, Fst foi redefinida como a
estatistica Gsr, originalmente denominada de coeficiente de diferenciacédo
génica (Nei, 1973).

Posteriormente, Excoffier et al. (1992) desenvolveram uma analise
hierarquizada diretamente da matriz de quadrados das distancias
Euclidianas, inicialmente aplicaveis a dados haplotipicos. A AMOVA (analise
de variancia molecular) gera estatisticas ®, analogas as estatisticas F. Tem
sido preferida em muitas ocasides, por apresentar flexibilidade em relacéo
ao tipo de informagbOes, podendo ser marcadores dominantes ou
codominantes e dados de sequéncia (Michalakis & Excoffier, 1996).
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Exemplos praticos da aplicacdo da AMOVA em dados de marcadores
codominantes sao vistas nos trabalhos de Peakall et al. (1995) e Maguire et
al. (2002). Alguns exemplos a seguir mostram como as analises biométricas
tém sido aplicadas nos estudos de populacdes.

Andlises da diversidade genética, estrutura e relacdes filogenéticas
foram realizadas em 172 acessos do género Zea sp., em gue estao incluidos
o milho e o teosinto. Estes acessos eram representantes da distribuicdo
geografica do teosinto no nordeste do México e sudeste da Nicaragua, a
partir de 93 locos microssatélites (Fukunaga et al., 2005). Os autores
calcularam algumas medidas descritivas, incluindo nuamero de alelos,
heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada (diversidade
génica) e numero de alelos privados para as espécies, subespécies e racgas.
Observaram que a espécie Zea mays possui substancialmente maiores
valores de heterozigosidade e diversidade génica do que outras espécies
dipldides do mesmo género. As subespécies Z. mays ssp. mexicana e Z.
mays ssp. parviglumis apresentaram uma grande quantidade de alelos raros,
que futuramente podem ser potenciais fontes de variabilidade genética.

Duzentas e sessenta linhagens de milho, representativas da
diversidade genética entre todas as linhagens publicas de importancia para o
melhoramento da regido temperada e para varias linhagens da regido
tropical e subtropical do mundo, tiveram seu polimorfismo investigado por 94
locos microssatélites (Liu et al., 2003). Os 2039 alelos identificados serviram
a avaliacdo da diversidade e estrutura genética. Calcularam-se as
heterozigosidades, numero de alelos privados e numero de alelos exclusivos
por grupo especifico. Também realizaram a analise AMOVA, da qual

extrairam a estatistica ®., (Fsr ou distancia genética) entre pares de
populacdes. Os autores ainda correlacionaram a matriz de distancia @,

com a matriz de distancias obtida do coeficiente de parentesco de Malécot
(Malécot, 1948), testando esta correlacdo pelo teste de Mantel (Mantel,
1967). Adicionalmente, teste de equilibrio para um e dois locos foram
realizados. Assim, 0s pesquisadores concluiram que linhagens endogamicas
tropicais e subtropicias possuem um maior nimero de alelos e maior

diversidade genética do que as de clima temperado. As linhagens do grupo
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(temperado) Stiff Stalk foram em média mais divergentes em relacdo aos
outros grupos de linhagens endogamicas.

Comparagbes da diversidade em amostras equivalentes de
linhagens endogamicas e racas locais (landraces) de polinizacdo aberta
revelaram que as linhagens capturam menos que 80% dos alelos das racas
locais, sugerindo que landraces podem providenciar adicional diversidade
genética para o melhoramento de milho.

Analises isoenzimaticas (cinco aloenzimas) de amostras de
semente, derivadas de populacdes naturais e manejadas, de Pinus
caribabea vars ‘bahamensis’ e ‘caribeae’ foram usadas para acessar a
estrutura genética de populacdes em seu espaco nativo e para detectar
mudancas ocorridas durante a precoce domesticacdo da espécie (Zheng &
Ennos, 1999). A diversidade genética de cada populacédo foi acessada por
intermédio do namero de alelos por loco, porcentagem de locos polimérficos
(critério a 95%), diversidade genética e heterozigosidade esperada. Dentro
de cada populacao a estrutura genética de cada loco foi testada por meio do
teste exato para desvios da proporcdo do equilibrio de Hardy-Weinberg. A
extensdo e direcdo dos desvios do equilibrio dentro das popula¢des foram
guantificadas pelas estimativas médias ponderadas de f (F;s) sobre todos os
locos. Os autores ainda analisaram o grau de diferenciacdo entre
populacdes dentro das variedades estimando os valores de Fsr. O
parentesco entre as populacbes foi estimado pela distancia genética
padronizada de Nei, ndo viesada, entre todos os pares de populacdes. Pelo
menos um loco de cada populagéo desviou do equilibrio de Hardy-Weinberg
e as medidas de diversidade para as populacdes manejadas foram similares
as populacdes genitoras. Todos os valores de Fis foram positivos, indicando
deficiéncia de heterozigotos. Os valores de Fsr obtidos foram
significativamente maiores que zero e, portanto, indicaram diferenciacdo
genética entre as populacdes. O método de agrupamento UPGMA separou
claramente as populacdes naturais nos dois grupos de variedades
‘bahamensis’ e ‘caribeae’.

Em arroz, Garris et al. (2005) estudaram a estrutura e diversidade
genética de 234 acessos representados nas dimensdes geograficas de Oriza

sativa L., a partir de 169 microssatélites. Os autores calcularam a distancia
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genética entre pares de acessos pela distancia angular do comprimento da
corda, que promove boa topologia de arvore filogenética considerando o
modelo mutacional dos microssatélites. Medidas como nimero de alelos por
loco, heterozigosidade esperada e conteudo de informacéao de polimorfismo
(PIC) também foram calculadas, além da realizacdo da AMOVA. Os
resultados da AMOVA sobre todos os locos mostraram que 37,5% da
variacdo foi devida a diferenciagcdo entre grupos (populagbes) e 62,5%
dentro de grupos. As estimativas Fsrt entre pares de populacdes, oriundos da
AMOVA indicaram um alto grau de diferenciagdo entre os cinco grupos de
subpopulacdes estudadas, valores estes que variaram de 0,20 a 0,42.

Moraes et al. (2005) avaliaram a proximidade entre genétipos
usados como genitor recorrente e genitor doador de alelos para alto teor de
proteina, orientados por 57 pares de primers microssatélites, visando a
obtencéo de linhagens de soja com altos teores de proteina com o minimo
de geracdes de retrocruzamento. Na analise de agrupamento foram
utilizados os métodos SAHN do vizinho mais proximo e UPGMA, além do
meétodo de otimizacdo de Tocher. Os métodos permitiram identificar grupos
de potenciais cruzamentos entre 0s genotipos recorrentes e genotipos
doadores, a partir das menores distancias genéticas entre recorrentes e
doadores.

Zucchi et al. (2003) realizaram um estudo sobre a caracterizacdo da
estrutura genética de 10 populacbes nativas de Eugenia dysenterica. As
andlises biométricas consistiram de testes das propor¢des de equilibrio de
Hardy-Weinberg, por meio do teste exato de Fisher (Weir, 1996), para 356
pares de primers microssatélites. Estimativas F (Fs, Fr e Fst) foram
estimadas segundo a andlise de variancia de frequéncias alélicas propostos
por Weir & Cockerham (1984), que se baseia num modelo aleatério, cujas
populacées amostradas sdo consideradas representativas da espécie e com
uma historia evolutiva comum. Os autores utilizaram ainda a distancia de Nei
e 0 método de agrupamento UPGMA. O numero de alelos por loco e as
heterozigosidades também foram calculados. Eles constataram que algumas
populacées ndo se encontravam em equilibrio para a maioria dos locos
estudados e varios alelos exclusivos foram encontrados nas populagcées. A

alta diversidade genética entre as populacdes, detectada por locos
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microssatélites, indicou que estes marcadores sao altamente sensiveis a

deteccao de estrutura populacional.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Inicialmente, foram simuladas trés populacdes base, de tamanho
finito e representantes de uma espécie vegetal qualquer de reproducao
sexuada. As populacdes base sdo independentes e igualmente amostradas
por 200 individuos em um conjunto de 20 locos codominantes e
multialélicos. Os locos foram obtidos aleatoriamente e sem a caracterizacao
de um genoma especifico, sendo estes monomorficos ou polimorficos ao
nivel intrapopulacional. O namero de alelos por loco variou de um a cinco,
dentro de cada populagdo. Nao houve dados perdidos. Na simulagédo cada
loco encontrava-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Adicionalmente, foram simuladas mais 39 populacdes, cada uma
com 200 individuos, derivadas de cruzamentos direcionais, autofecundacéo
ou acasalamento ao acaso das trés populacdes base, totalizando 42
populacdes, conforme apresentado na Tabela 1. Durante o processo de
simulacdo, considerou-se que nos cruzamentos direcionais — hibridacdes
(F1) e retrocruzamentos (RC) — ocorreram acasalamentos dirigidos planta a
planta ou por mistura de pélen.

Os individuos ndo foram caracterizados por sexo, apenas
considerados potencialmente viaveis e férteis. Para o0s cruzamentos,
sistemas de auto-incompatibilidade ndo foram simulados, existindo a
possibilidade de um individuo se autofecundar, ou seja, ser planta macho e

fémea, ao ser tomado aleatoriamente na populagao.
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Tabela 1. Codificacdo das popula¢gdes-base, hibridos Fi, geracdes F,, retrocruzamentos

(RC), autofecundacdes e acasalamentos ao acaso, geradas via simulagéo

Populacéo Cadigo” Origem da populacdo
1 Py Populacéo-base 1
2 P, Populacéo-base 2
3 Ps3 Populacéo-base 3
4 P,a; 1% geracdo de acasalamento ao acaso de P1
5 P,a; 1% geracdo de acasalamento ao acaso de P2
6 P,a, 2% geragdo acasalamento ao acaso de P2
7 P,as 3%geracdo de acasalamento ao acaso de P2
8 P.a, 4% geracéo de acasalamento ao acaso de P2
9 Ps;a; 1% geracdo de acasalamento ao acaso deP3
10 P,s; 1% geracgdo de autofecundacéo de P2
11 P,s, 2%geracéo de autofecundacéo de P2
12 P,s3 3%geracéo de autofecundacéo de P2
13 P.s, 4% geracéo de autofecundacéo de P2
14 P.ss 5%geracéao de autofecundacéo de P2
15 Hizpp F1 (P1xP2)
16 Hiz2mp F1 (P1xP2)
17 Hispp F1 (P1xP3)
18 Hizmp F1 (P1xP3)
19 Ha3pp F1 (P2xP3)
20 Fagp) autofecundag&o de Hazpp
21 F3(op) autofecundacéo de Fp
22 Fagop) autofecundacéo de Fpp
23 Ha3(mp) F1 (P2xP3)
24 Fomp) autofecundacgéo de Hazmp
25 F3mp) autofecundacéo de Fy(mp
26 Famp) autofecundacéo de Fsmp
27 RCiapp " [F.(P1xP3) x P1] (1 geracéo)
28 RCizpp [(RC,) x P1] (2% geracéo)
29 RCispp [(RC,) x P1] (3*geracdo)
30 RC1app [(RC3) x P1] (4% geracgéo)
31 RCiimp [F1(P1xP3) x P1] (1% geracao)
32 RCi2mp [(RC,) x P1] (2% geracdo)
33 RCiamp [(RC,) x P1] (3*geracéo)
34 RC1amp [(RC3) x P1] (4% geracgdo)
35 RCaipp [F1(P1xP3) x P3] (1% geracao)
36 RCazpp [(RC,) x P3] (2% geracéo)
37 RCaspp [(RC,) x P3] (3% geracéo)
38 RCaapp [(RC3) x P3] (4% geracgéo)
39 RCaimp [F1(P1xP3) x P3] (1% geracao)
40 RCaomp [(RC,) x P3] (2% geracéo)
41 RCasmp [(RC,) x P3] (3% geracdo)
42 RCaamp [(RC3) x P3] (4% geracgéo)
"a: acasalamento ao acaso; s: autofecundagao; ,,: hibridacéo planta a planta; m,: hibridagdo por mistura de
golen.

Os termos (pp) ou (mp) indexado nas populacbes F,, F3 e F,; significam que elas séo oriundas da
E#opulagéo F, obtida por cruzamento planta a planta ou mistura de pélen, respectivamente.

Indexacdo nos retrocruzamentos: Por exemplo, no RC;,, a populacéo base P; é a recorrente e trata-se
da segunda geracédo de retrocruzamento.
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3.2. Informagdes do conjunto de dados

A caracterizacdo dos individuos ocorreu de forma que a descricdo
genotipica de cada um foi representada por cédigos numéricos informativos
dos alelos que eles possuem. Por exemplo, na existéncia de trés alelos Aj,
A, e Az em um loco qualquer, os genotipos homozigotos foram descritos por
11, 22 e 33 e 0s gendtipos heterozigotos descritos por 12, 13 e 23. Uma
amostra do arquivo de dados gerado estd apresentada na Tabela 2. Em
cada linha estao definidos os gendtipos dos individuos, em que na primeira
coluna do arquivo esta referida a sua respectiva populacdo (Tabela 1) e as
demais colunas os respectivos locos. Adotou-se, para a maioria das
andlises, o arquivo de dados composto por este tipo de codificacdo. Alguns
aplicativos computacionais utilizados neste estudo definem as informacdes
genotipicas de forma diferenciada, mas sempre mantendo a informacéo
basica, os alelos de cada loco.

Nas situacbes em que esta forma de codificacdo ndo foi utilizada,
especificou-se 0 modo pelo qual os dados foram codificados. Todo o
processo de simulacdo e codificacdo inicial dos dados foi realizado pelo
programa GENES versdo 2007.0.0 (CRUZ, 2006a), disponivel em
http://www.ufv.br/dbg/genes/gdown.htm.

Tabela 2. Amostra do arquivo de dados gerado pelo programa GENES vs
2007.0.0

Loco (j)
Populacéo (i) 1 2 19 20
1 11 33 34 11
1 11 23 22 11
1 11 45 11 11
2 33 12 34
2 12 23 11 11
42 13 35 45 12
42 11 13 22 23
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A informacédo de freqiéncia alélica e genotipica foi quantificada a
partir de 200 individuos amostrados dentro de cada populagdo. As

freqiéncias alélicas [f(A,)] foram estimadas a partir do ndmero de

ocorréncia das diferentes classes genotipicas. Assim, denominando a
ocorréncia de homozigotos de njj € de heterozigotos de njye, na populacéo i
e loco j com os alelos k e k’, tem-se:

g

2nijkk + Z nijkk'
k<k'

2N,

f(A) = f’ijk =

em que:
f)ijk expressa a estimativa da frequéncia do alelo k (k = 1, 2, ..., &), do loco |

=1, 2, .., L), napopulagéo i (i =1, 2, ..., g) e N; representa o tamanho

g

amostral da populacdo i (N; = Z Mg )-
4%
A frequiéncia genotipica [f(AkAk) ou f(AAk)] também foi estimada a
partir do nimero de ocorréncia das diferentes classes genotipicas. Assim, no
loco j, da populagéao i, tem-se:

A n,
f(AA,)= Pi = Nj_kk

. N
f(AAL) =Py = %

Tanto as frequiéncias alélicas quanto as freqiéncias genotipicas sao

estimativas néo viesadas e de maxima verossimilhanca (Weir, 1996).

3.3. Aplicativos computacionais utilizados

As analises biométricas foram realizadas pelos seguintes
programas:

a) Arlequin  versdo 3.1 (Excoffier et al, 2005), em

http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/;

a7



b) GDA (Genetic data Analysis) versdo 1.1 (Lewis & Zaykin,
2002), em
http://hydrodictyon.eeb.uconn.edu/people/plewis/software.php/;

c) GENEPOP versdo interativa disponibilizada na internet

(Raymond & Rousset, 1995 em
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las quanto a diversidade genética existente nelas. Seguem as seguintes

medidas:

a - Namero médio de alelos por loco (Kj)

O numero de alelos (@) corresponde a quantidade de alelos
diferentes no loco j, variando num intervalo de 1 < k < a;. O nimero médio de

alelos por loco € dado por:

L

A= a,

| =

I
(Aplicativos usados: Arlequin, GDA, GENEPOP, GENES,
POPGENE, PowerMarker e TFPGA)

b — NUumero total de alelos na populacéo (A))
Refere-se a soma de todos os alelos dos L locos avaliados dentro da

populacao i, dado por:

(Aplicativo usado: GENES)

c - Niamero de alelos raros (A))
Expressa o numero de alelos com frequéncia menor que 0,05 em
cada populacdo amostrada.
(Aplicativo usado: GENES)

d - Numero efetivo e nimero efetivo médio de alelos (A, e A,)

O numero efetivo de alelos por loco é dado por:

a. =

e a

Zp

O numero efetivo de alelos total (A¢), definido por Pejic et al. (1998),

(Morgante et al., 1994)

é apresentado por:

Ae = zae

logo a média € dada por:
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(Aplicativo usado: POPGENE)

e — Proporcéo de alelos na populagéo (Pa,)
E dada por:

_ (ndimero de alelos da populacgéo)
(nimero total de alelos na espécie)

Pa

(Aplicativo usado: GENES)

f - Proporcédo de locos polimoérficos (PLP)

Trés critérios sdo comumente utilizados para classificar um loco
polimorfico (Cole, 2003):

i. loco exibindo polimorfismo em pelo menos um individuo da
populacdo amostrada, ou seja, nao existe alelo fixado;

ii. loco em que o alelo mais comum tem freqiéncia menor que 99%;

iii. loco em que o alelo mais comum tem freqiiéncia menor que 95%.

A proporc¢ao de locos polimérficos é dada por:

namero de locos polimérficos
namero total de locos

(Aplicativos usados: Arlequin, GDA, GENES, POPGENE e TFPGA)

PLP =

g — Numero medio de alelos por loco polimdrfico (A)

E dado por:

_ Lp

Ap = i aj
L, £

em que L, € o nimero de locos polimorficos.
(Aplicativos usados: GDA e GENES)

h —Numero meédio de genotipos por loco (g;)

E dado por:

50



loco.

L
n

Cc
=

g =

|~

em que n; € o numero de classes genotipicas do loco j.
(Aplicativos usados: POPGENE e PowerMarker)

i — Conteudo de informagao polimarfica (PIC)
O PIC de um loco qualquer € dado por:

PIC, =1- gﬁﬁk - kZ'Zﬁﬁkﬁﬁk' (Botstein et al., 1980)

O PIC; para todos os locos € dado pela média dos PICj para cada

(Aplicativos usados: GENES e PowerMarker)

j - Indice Shannon-Wiener (Shannon ou Shannon-Weaver - H’)

A funcédo de Shannon-Wiener (Alfenas et al., 1991) proposta para

medir a diversidade ou rigueza de espécies em estudos de ecologia,

também pode ser empregada para medir a diversidade (riqueza) fenotipica

ou genotipica dentro de uma populacdo. Definiu-se a estatistica de

Shannon-Wiener para a populacao i no loco j, como:

H;j = _Z IDijkk' In (Pijkk')
K

Para todos os locos, tem-se:

L '
H.

1

H':

|l N

(Aplicativos usados: GENES e POPGENE)

k — Heterozigosidade observada (ho)

Trata-se de uma simples medida de variacdo genética em uma

populacéo, dada por:

~ a
ho = Z Pijkk‘
k<k'

A heterozigosidade observada média é dada por:
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I
1
T
=5

(Aplicativos usados: Arlequin, GDA, GENEPOP, GENES,
POPGENE, PowerMarker e TFPGA)

| — indice de fixacdo/endogamia (f)
O indice de fixacdo, também conhecido como coeficiente de
endogamia, dentro de cada populacéo foi calculado conforme Weir (1996),

usando o método dos momentos, cujo estimador € o seguinte:

g

ﬁj: ;(ﬁijkk puk o 1 Z ijkk
Zpuk - Z ijkk

O indice de fixacdo médio (considerando L locos) foi computado pela

soma do numerador e denominador separadamente e, entdo, formou-se um
quociente a partir destas duas somas (Lewis & Zaykin, 2002).

(Aplicativos usados: GDA e PowerMarker)

Outro estimador foi obtido conforme a expresséo abaixo:

f, = h, ~h, (Nei & Kumar, 2000)
h,

em que ﬁe e ﬁo correspondem as estimativas de heterozigosidade esperada

e observada, respectivamente.
(Aplicativos usados: GENES e POPGENE)

Também € possivel obter f por intermédio das expressoes:

- -2N, Tijkk' i
fie =——— (Robertson & Hill, 1984)

Qi R

em que f, €& o estimador do coeficiente de endogamia dentro populagao |

para o loco j, e o gendtipo formado pelos alelos k e k', em que k < K’; T € 0
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desvio entre o numero de heterozigotos observado e 0 numero de
heterozigotos das propor¢des esperadas no EHW, dado por:

T = (2Ni _1)nijkk‘ = My My

Ijkk' 2(N|_1)

~

Aqui a média dos estimadores f, 's corresponde ao coeficiente de

endogamia no loco j.

¢ hok

fx =1-—=— >~ (Weir & Cockheram, 1984)
2pijk(1_ pijk)

em que f, € estimado para cada alelo k dentro de cada loco j. A razdo entre

as somas do numerador e denominador de f, dao a estimativa do

coeficiente para o loco j.
(Aplicativos usados: GENEPOP)

m - Heterozigosidade esperada e, ou, diversidade génica (he ou
D))

Considerando o loco j, o estimador viesado é dado por:
h, =1- zﬁﬁk (Nei, 1973)

(Aplicativos usados: GENEPOP, GENES, POPGENE, PowerMarker
e TFPGA)

Um estimador nédo viesado é dado por:

R R (1 - Zf’ﬁk )
h,=D,= ——<—— (Weir, 1996)
1_1+f

2N,

(Aplicativo usado: PowerMarker)

Para f =1, tem-se:
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= g )

(Aplicativo usado: Arlequin)

Para f = 0, tem-se:

2N,

h, = m Zp”k) (Nei, 1978)

(Aplicativos usados: GDA, POPGENE e TFPGA)

A heterozigosidade esperada (diversidade génica) média é dada por:

h,
f=f
¢ L
ou
L ~
DJ
Dj :]:T

3.4.1.1.1. Comparacdes entre as medidas descritivas

Correlacionou-se as medidas descritivas, utilizando as correlacdes
de Pearson e de Spearman. Para correlaciona-las, foram obtidas estimativas
de cada uma delas, a partir das informa¢c6es médias dos 20 locos e das 42
populacdes (observacdes). Diferentes estimadores de um mesmo

parametro, também foram submetidos a comparacdes.

3.4.1.2. Tamanho efetivo populacional

Os tamanhos efetivos de cada populacdo foram estimados,
conforme Vencovsky (1992), pela seguinte expressao:
N N.

1+f

e
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3.4.1.3. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Cada loco j (= 1, ..., 20) pertencente a populagdo i (= 1, ..., 42) foi
submetido ao teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Para os testes
que serdo apresentados, a hipotese de nulidade (Hp) geral é a unido

aleatoria de gametas.

a - Teste de qui-quadrado

O teste de qui-quadrado (x?) é dado pela seguinte expressao:

Xz - Z (Oc _Ec)z - o (nijkk _Niﬁi?k)z + o (nijkk‘ _2Niﬁijkﬁijk')2
T E. Z Nif’ﬁk kZ 2Nif)ijkf)ijk'

em que O e E. representam o numero observado e esperado de individuos

para a c-ésima classe genotipica, respectivamente. Considerando k alelos
em um loco j, tem-se as classes genotipicas no EHW dadas pela seguinte
proporcoes:

g

Relagdo Genotipica esperada = Z Z PPy -

Esta estatistica tem k(k-1)/2 graus de liberdade.
(Aplicativos usados: GENES, POPGENE, PowerMarker e TFPGA)

b - Teste da Raz&o de verossimilhanca (Teste G ou G?)

A razao de verossimilhanca oferece um caminho sistematico para se
testar o EHW quando existem mais de dois alelos por loco. O teste &
baseado na raz&o entre a funcdo de maxima verossimilhanca do modelo
definido pelas frequiéncias genotipicas esperadas (Lo) no EHW e a funcao de
maxima verossimilhanca do modelo definido pelas frequéncias genotipicas
observadas (L;). Como as variaveis (locos ou genes) seguem distribuicdo
multinomial [ X ~ B (N, p)], as fungdes L, e L, foram definidas por:

g
L (Pijcs i) = A I!_kl Pijie

em que:
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N,!

|

ﬂ nijkk'!

Pode-se definir Ly e L; pelo logaritmo neperiano das respectivas
fungdes L (pij; Nik), de modo que:

g

2
INnLo=1In A + Znijkk ”k Z Z{ iic | _Ilijkﬁ

g

— ukk ukk
NLi=In A + Z i | ZZ ke |

O primeiro somatério de cada funcdo corresponde a todos os

homozigotos e 0 segundo a todos 0s heterozigotos do loco j na populagéo i.
O teste para o EHW ¢é dado pela seguinte razao de verossimilhanca:
2 _ Lo —
G °=-2In - -2 (InL, - InL))
1

Sob EHW, a quantidade -2 (InL, —InL,) tem distribui¢do aproximada

de qui-quadrado, com k(k-1)/2 graus de liberdade.
(Aplicativos usados: POPGENE, PowerMarker e TEPGA)

Cc - Teste Exato de Fisher

O teste exato tem como objetivo verificar se as informacdes (alélicas
e genotipicas) de uma populacdo (amostra) podem ser usadas para rejeitar
uma hipétese, na situacdo em que a probabilidade total condicionada a
hipotese desta amostra é pequena, ou, entdo, menos provavel do que ela.
Para um melhor entendimento, considere um arranjo qualquer do niumero de
individuos das classes genotipicas de um loco j proveniente de N; individuos
amostrados na populacédo i. Este arranjo genotipico foi definido em uma
tabela de contingéncia de dimenséo k x k, em que k é o niumero de alelos
para o loco considerado.

Esta abordagem permitiu estimar uma probabilidade condicional
oriunda da probabilidade de um arranjo de classes genotipicas, assumindo

gue estas classes estdo em EHW e condicionadas as k freqiiéncias alélicas
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observadas. Sob este ponto de vista, varios arranjos das classes genotipicas
foram obtidos para um particular conjunto de alelos observados.
Consequentemente, varias probabilidades condicionais foram estimadas.
Haldane (1954) afirmou que ndo € necessario contabilizar todos os possiveis
arranjos genotipicos, apenas 0s possiveis arranjos dos genotipos
heterozigotos.

Generalizando para k alelos, a probabilidade condicional de um
arranjo com a quantidade genotipica nju de heterozigotos (para k < k),
condicionado as quantidades alélicas nj observadas, provenientes de k

alelos do loco j amostrados na populacéo i, € expressa por:

(Weir, 1996)

N;! 2" - (N )!
Pr [(nijkk')‘(nijk )= El
(2N;)! r!(nijkk‘)!

a a

] )
em que H = Z anijkw € o0 numero de individuos heterozigotos amostrados
k'#

do loco j na populacao i.

A hip6tese de nulidade ¢é rejeitada quando a soma das
probablidades (condicionais) ordenadas, de forma crescente, for menor do
gque um nivel de significAncia o estabelecido. Ressalta-se que a
probabilidade condiconal proveniente do arranjo genotipico observado na
amostra original também deve ser computada no somatério das
probabilidades condicionais.

Considerando as condigbes do presente trabalho, cujo tamanho
amostral é grande (N; = 200) e podendo existir varios alelos por loco, as
probabilidades condicionais serdo muito pequenas, embora a quantidade
relevante seja a soma das probabilidades, ou seja, a probabilidade agregada
(valor de p ou area de rejeicdo). Nesta situacdo o numero de arranjos
genotipicos possiveis (tabelas de contigéncia) € elevado. Guo & Thompson
(1992) sugeriram uma versao permutada para se obter o valor de p.
Considere uma populacao de tamanho N;, em que cada alelo Ajx possue nij
cOpias, num total de 2N; alelos. Procede-se uma desestruturacdo em todos
os N; individuos (gendétipos) da populacdo amostrada, de maneira que pares

de alelos sdo tomados aleatoriamente até reconstitui-los novamente. Este
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processo é repetido inUmeras vezes. Sob EHW, os alelos estdo distribuidos
independentemente nos genotipos, assim um arranjo genotipico encontrado
pelo processo de permutacéo (embaralhamento de alelos) corresponde a um
dos arrrajos possiveis de serem encontrados sob EHW. A frequéncia alélica
de cada arranjo genotipico é a mesma que a da populacdo amostrada e
suas probabilidades condicionais podem ser calculadas conforme a
expressdo generalizada dada acima. O valor de p (area de rejeicdo) é dado
pela proporcdo de arranjos genotipicos (ou tabelas de contingéncia) que
tiveram as probabilidades condicionais menores ou iguais a probablidade
condicinal do arranjo genotipico original amostrado.

Os aplicativos computacionais tem estabelecido variacbes para este
processo de permutacdo, com destaque aos métodos MCMC (cadeia de
Markov e Monte Carlo, do inglés, Markov Chain Monte Carlo). Ao invés de
enumerar todos 0s possiveis arranjos genotipicos, usa-se um processo de
“caminhada” aleatéria (cadeia de Markov) capaz de explorar eficientemente
0 espaco de todos o0s arranjos genotipicos possiveis (tabelas de
contigéncia), mantendo-se o0 numero de alelos da amostra original, ou
melhor, as marginais da tabela de contingéncia original.

Para iniciar o processo MCMC, os programas costumam pedir que
seja definido um numero de passos de “dememorizacao”, que corresponde
ao numero de passos que permite a cadeia de Markov “esquecer” o estado
inical da tabela de contigéncia original e que o ponto de partida para
realizacdo da andlise seja independente do estado inicial, mantendo-se, é
claro, as quantidades alélicas originais. Raramente € necesséario exceder
1.000 passos de “dememorizacao”. Outro procedimento a ser definido pelos
usuarios € o processo de batching (loteamento), que consiste em
subdivisbes da quantidade total de permutacbes a serem executadas. Este
processo permite atingir uma convergéncia a ser checada automaticamente.
Basicamente o valor de p € calculado para cada batch (lote) e o desvio
padrdo (ou coeficiente de variacdo) destes valores de p é comparado com o
critério de convergéncia (a). O processo, como um todo, para quando o
desvio padrdo encontra-se menor do que o valor de a especificado pelo

usuario, ou seja, quando o critério de convergéncia for atingido.
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Em todos os testes (x>, G? e exato de Fisher) considerou-se o nivel

de significancia (a) igual a 0,05 para a tomada de decisdo em rejeitar ou nao

a hipotese de nulidade. Também foram definidas 1000 dememorizacdes e
100 batches.

(Aplicativos usados: Arlequin, GDA, GENEPOP,

PowerMarker e TEPGA)

3.4.1.4. Desequilibrio gamético

O estudo de desequilibrio gamético foi realizado somente entre
pares de locos. Esta andlise foi feita apenas na populacdo base P, e
geracdes de acasalamento ao acaso (P.ai, P.a,, P.as e P,as). Além disso, 0s
alelos passaram por novo processo de codificacdo. Codificou-se o alelo mais
freqlente de cada loco como 1 e todos os demais como 2. Ressalta-se que
para aplicacéo destes codigos foi levado em consideracéo que este grupo de
populacdes era representante de uma espécie e, consequentemente, o alelo

mais freqliente de cada loco era aquele pertencente a este grupo.

a - Teste da razdo de verossimilhanca (LOD e S)

A fase gamética dos locos é desconhecida, ndo sendo possivel a
aplicacdo do teste exato baseado na cadeia de Markov (Excoffier et al.,
2006). Deste modo, o desequilibrio gamético € testado por meio da razédo de
verossimilhanca, contabilizando as proporcdes genotipicas observadas e
esperadas. Para isso, considere dois locos quaisquer, o loco 1 (A) e o loco 2
(B), como o par de locos a ser testado. O loco 1 possui os alelos 1 (A;) e 2
(A2), e o loco 2 alelos 1 (B1) e 2 (B,). Assim, as frequéncias gameéticas (Pijjk)
esperadas, em funcéo das frequéncias alélicas (pix), sdo apresentadas da
seguinte maneira:

Pi11,21 = Pi11 - Pi21

Pi11,22 = Pi11 - Pizz = Pzt - (1- Piz1)

Pi12,21 = Pir2 - Pizz = (1 - Pir1) - Pizz

Pi12,22 = Pir2 - Pizz = (1 - piar) - (1- Piza)

59



Por analogia, considera-se que as frequéncias gaméticas
observadas sdo dadas por:

Pi11,21 = (Pit1 - Piz1) + D121

Pir1,22 = [Pi11 - (1- Piz1)] - D111

Pir2.21 = [(1 - Pir1) - Piz1] - D121

Pir2,22 = [(1 - pir1) - (1- Pi21)] + D1121

Assim, as frequéncias genotipicas esperadas sdo produtos das
freqiéncias gaméticas. Por exemplo, O gendtipo A;A1B1B; tem freqiiéncia
esperada (pi111.211) igual a:

Pi111,211 = Pitz21 - Pir,21 = [(Pirz - Pize) + Da121] . [(Pir1 - Piz1) + Duia21] =
(pizllpi221 + 2D1l21pi11pi21 + Dfm)

e 0 genodtipo A,A;B,B, tem frequéncia esperada (pi122,222) dada por:

Pi122,222 = Pir2,22 - Pirz22 = [(Pir2 . Pizz) + Di121] . [(Piz2 . Piz2) + D1121] =
(pi212pi222 + 2D11,21pi12pi22 + Diﬂ)

A funcdo logaritmica (suporte) de verossimilhanca para o modelo

com dois locos é a seguinte:

. — 22 2D ~oa 2
In Ly (D11,211 Pijks niikk’,j’kk’) = Nit11,211 In (pillpi21 + 2D11,21pi11pi21 +D )+

11,21

Y P 2
+ Nit22,222 (PyPizs + 2D1321P0Pi00 D7)

1121

em que N jke € 0 nimero de individuos com o genotipo AlABkBi (para

todo k = k’ ou k # k’). O estimador de verossimilhanga para D11 21 €:

dinL,
aD

1121

A hipétese de nulidade foi testada por:

LOD = Logio II:—l (Schuster & Cruz, 2004)
0
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em que Lo = L1 (D11,.21 = 0, Pij; Nijic k) -

Se L; > Lo, 0 LOD escore é positivo. Conclui-se que os locos estéao
em desequilibrio quando o LOD € maior que 3, ou seja, probabilidade de
1000 para 1.

(Aplicativo usado: GENES).

Outra maneira apresentada pela literatura para a construcdo da
razdo de verossimilhanca é estimar a composi¢cdo gamética das populacdes
pelo algoritmo EM (Expectation-Maximization). A funcdo de verossimilhanca

€ a seguinte:

Mk ik
L (Cijkk',j'kk' pijk,j'k pijk',j‘k‘)
jKK',j KK

O produtdrio é realizado sobre todos 0s genotipos. Cikijkk assume
valor igual a 1 no caso de gendtipo duplo homozigoto, valor 4 se for duplo
heterozigoto e valor 2 em outras situacdes. Aqui ndo ha a preocupacdo em
se estimar o coeficiente de desequilibrio, mas apenas testar a associagcao
(ndo) aleatdria entre os alelos dos dois locos (Slatkin & Excoffier, 1996).

A funcdo de verossimilhanca dos dados assumindo equilibrio
gameético (Lo) também € construida considerando que as frequéncias
gaméticas (pixjk) esperadas sdo obtidas pelo produto das frequéncias
alélicas (pix). A fungdo de verossimilhanga dos dados, sem assumir
equilibrio gamético (L;) é obtida aplicando-se o algoritmo EM (Expectation-
Maximization) para estimar as freqiéncias gaméticas (maiores detalhes em
Excoffier & Slatkin, 1995; Slatkin & Excoffier, 1996). Assim a hipétese de

nulidade € dada por:

S=-2lIn t_o =-2(InL, -InL))
1
Para grandes amostras, esta estatistica segue distribuicdo de qui-
quadrado, 0 que pode nao ocorrer com pequenas amostras com grande
namero de alelos por loco. Sugere-se o0 seguinte procedimento de
permutacdo (Excoffier et al., 2006).

i)  Permuta-se os alelos entre individuos para um loco apenas;
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i) Estima-se novamente a verossimilhanca destes dados (L)
pelo algoritmo EM. A funcéo L, ndo é afetada pelo processo de
permutacao.

iii) Repete-se os passos i) e ii) 1000 vezes para se obter a
distribuicdo nula de L;.

Definiu-se o nivel de significancia (a) igual a 0,05.

(Aplicativo usado: Arlequin)

O coeficiente de desequilibrio classico (Lewontin & Kojima, 1960) é

entdo estimado por:

A

Dll,21 = pi11,21 - pill . pi21
em que f)iml € a frequéncia gamética estimada pelo algoritmo EM

(Excoffier & Slatkin, 1995).

(Aplicativo usado: PowerMarker)

Outro coeficiente de desequilibro utilizado foi D'11 21 (Lewontin, 1964),
que refere-se ao coeficiente de desequilibrio classico (Di1121) padronizado

pelo valor maximo (D11 21max), dado a seguir:

D' - DllZl
11,21~ D
11,21méax

em que Di; 21max pode assumir um dos seguintes valores:
min [Piz1.(1- Pi21); (1 - Pizz)-Piz1] S€ Di121 > 0;

- max [(pi11-Piz1); (1 - pirr)-(1- piz1)] s€ D1121 <0
(Aplicativo usado: PowerMarker)

O quadrado do coeficiente de correlacdo (r?) também utilizado como
medida do desequilibrio, é expresso como funcdo de D13 »1, dado por:

2 D2

11,21

r- =
pill(l_ pill)' pij21(1_ p21’)

(Aplicativo usado: PowerMarker)
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Estas medidas (D1121, D'11.21 € r?) foram computadas entre todos os
pares de alelos para os diferentes locos, assumindo EHW. Como existem
apenas dois alelos por locos defini-se apenas uma Unica estimativa para

cada medida estudada, a cada par de loco.

c - Teste de qui quadrado
A raz&o de verossimilhanca segue distribuicdo de qui-quadrado (x?)
para grandes amostras com numero pequeno de alelos por loco. Assim, o
teste de x* para Ho: D1121 = O foi calculado por:
2 _ (2N,) D31,
Pur -(1=Pias) - Pizy (1= Pizy)

X

com (2 -1)(2- 1) =1 grau de liberdade paraoslocos1e 2 (jej).

(Aplicativo usado: PowerMarker)

3.4.1.5. Teste de deficiéncia e excesso de heterozigotos (Teste U)

O teste de deficiéncia e excesso de heterozigotos concentra-se na
mesma hipétese de nulidade do teste de EHW, que se baseia na unido
aleatéria de gametas e se assemelha ao teste exato de Fisher (Haldane,
1954; Guo e Thompson, 1992; Weir, 1996). A diferenca entre eles é a
construcdo da éarea de rejeicdo. Para testar o EHW, a probabilidade
condicional da populacdo (amostra) observada é usada para definir a area
de rejeicdo. O valor de p do teste corresponde ao somatoério das
probabilidades de todas as tabelas de contingéncia, mantendo a quantidade
alélica original, com probabilidade igual ou menor que a probabilidade
condicional da populacao observada. Quando as hipotese alternativas (Ha's)
sdo referentes a deficiéncia ou excesso de heterozigotos, sugere-se a
utilizacao de um teste de maior poder, denominado teste U (score test).

Conforme Rousset & Raymond (1995), o teste U é construido a

partir do escore:
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a;

- 6'09 LZ ! nijkk _N

of

U

tzopy <1 Pik
em que L, é uma func@o de méxima verossimilhancga, definida por:

. —_ N|' 2 ey A2 \1Mj11 A A £ \1Ni12
Lz(f, pijk’ Ni) - ﬁ[pm*—f pijl(l' pijl)] . [2pijlpij2 (1' f )]

iz -+ M

- [Pg +F P (L- PR T™
e f é o coeficiente de fixacdo/endogamia dentro da populacédo, considerando
a situacdo de endogamia regular, em que as demais estimativas de fij S80
iguais a f.
A semelhanca do processo de permutacéo descrito no teste de EHW

(secdo 3.4.1.3.) é definido o valor de p. Pelo teste U foram testados cada
loco j de cada populacéo i.

Teste U multiplo (global)

Na verdade os resultados explorados foram dos testes U globais, ou
seja, considerando todos os 20 locos para cada populagéo i. Conforme as
definicbes dos autores referidos, o teste U global foi apresentado da

seguinte forma:

L & n.

L )
PPN

(Aplicativos usados: GENEPOP)

3.4.2. Em nivel interpopulacional

3.4.2.1. Divergéncia genética

A avaliacdo da diversidade genética entre as 42 populacdes foi
investigada por intermédio de distancias geométricas, genéticas e

genotipica. Considerando as informagfes dos 20 locos na estimacdo das

distancias, foram utilizadas as seguintes medidas:
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a - Distancia Euclidiana média
E dada por:

De,i = \/i i(ﬁijk - f)i'jk)z
T

(Aplicativos usados: GENES e PowerMarker)

b - Distancia de Rogers (1972)
E dada por:

L n
Dr,ii = % 2 \/% ;(ﬁijk - 6i'jk )2

(Aplicativos usados: GENES e PowerMarker)

c - Distancia de Rogers modificada (Goodman & Stuber, 1983)
E dada por:

1 L 2. PO
Dgsiiir = E\/; ; (pijk - pi'ik)

(Aplicativos usados: GENES e TFPGA)

d - Distancia angular (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967)
Utilizou-se as seguintes distancias angulares:

- Complemento aritmético do cosseno

Dcosiii = \/%JZ(]-' gx/ﬁijkﬁi'jk )

(Aplicativo usado: GENES)

- Comprimento da corda

L a;
Dcc,ii :TE_ZL JZ \/2 a- ;\/ﬁijkﬁi'ik )

(Aplicativos usados: GENES e PowerMarker)
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e — Distancia de Nei et al. (1983)
E dada por:

Dngsjit = % JZ a- 2\/ﬁijkﬁi'1k )

(Aplicativos usados: PowerMarker)

Nenhuma das medidas de distancia geométrica descritas acima

envolve qualquer modelo evolutivo.

f - Distancia genética padronizada de Nei (1972)

E dada pelo logaritmo neperiano da identidade génica (In7z,ii),

definda por:
18 &, .
J. E Z ;pijkpi'jk
Dn72ir=-In (In72ii) =-In —— =-1n RS
‘]i"]i' \/1 L g s 1L a; s
1 Pj T Py
L JZ g jk L JZ ; J[
em que,

J..—lLaJAA J.—lLaJAZ J.—lLaJA2
II'_E;;pijkpi'jk’ '_E;;pijk € "_E;gpi'jk

(Aplicativos usados: GDA, GENES, POPGENE, PowerMarker e
TFPGA)

g — Distancia minima (Nei 1973)

E dada por:
J +J.
I:)m,il—(lzl) ii

(Aplicativos usados: PowerMarker e TFPGA)

h - Distancia de Reynolds et al. (1983)
E dada por:
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Z Z(p”k p. ]k) - m Z(p”k p. ]k)

ZZ - IZ ﬁijkﬁi'jk)

em que N = N; = N;, ou seja, considera-se as populagcdes com 0 mesmo

Drwe,i = =

tamanho amostral.
(Aplicativos usados: GDA e TFPGA)

Nesta mesma expressao, ignorando-se os termos envolvidos com o

tamanho amostral, tem-se:

ZZ(p.Jk Prj)’
ZZ(l Zp.,kp.,k)

D’rweii =

(Aplicativos usados: PowerMarker)

i — Distancias de Latter (1972 e 1973)

As distancias de Latter sdo definidas, respectivamente por:
J +J.)-J.

Dirzjiv = Gt )= g 1_"3)"' :

e

Drzzi =-In (1 - Di72)

(Aplicativo usado: PowerMarker)

h - Distancia Genotipica de Hedrick (1971)

E dada pelo complemento aritmético da identidade genotipica (1) ,

sendo definda por:

Dnii

e

P.P..
L L ijkk'" i'jkk
(1- IH,ii') = % 1- Z : Z

EEPPL DB

(Aplicativo usado: GENES)
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3.4.2.1.1. Agrupamento

A partir das informagbes provenientes das matrizes de distancia
procedeu-se o agrupamento das populacbes através dos métodos de
otimizacdo de Tocher, UPGMA e projecao grafica bidimensional, descritos a

sequir:

a - Método de Otimizacao de Tocher

Na matriz de distancia foi identificado o par de populacdes mais
similares. Essas populacdes formaram o grupo inicial. A partir dai foi
avaliada a possibilidade de inclusdo de novas populacoes, adotando-se o
critério de que a distancia média intragrupo deve ser menor que a distancia
média intergrupo. A entrada de uma populagdo em um grupo sempre
aumenta o valor médio da distancia dentro do grupo. Assim definiu-se o nivel
maximo de distancia intragrupo, a partir do maior valor (8) de distancia (D)
encontrado no conjunto das menores distancias para cada populacdo (Cruz
& Carneiro, 2003).

Neste caso, a distancia entre a populagéo i e o grupo formado pelas
populacbes i’ e i” é dada por:
d(i'i")i =d,; +d,

Durante o processo de agrupamento ha necessidade de avaliar o
acréscimo (drupoy) NO total da diversidade do grupo, no estagio t, pela
inclusdo de uma populacéo i de maior similaridade ao grupo. A inclusdo, ou
nao, da populacdo i no grupo foi, entdo, realizada considerando que o
acréscimo médio promovido pela sua inclusdo no grupo previamente
estabelecido foi menor que 6:

d (grupo)i ; ; P
Se ———— <0, inclui-se a populagéo i no grupo;
9

d (grupo)i 501 N30 & i 1
Se ———— >0, a populacao i ndo é incluido no grupo.
9
sendo g, 0 numero de populacdes que constitui 0o grupo inicialmente
formado.

(Aplicativo usado: Genes)
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b — Obtencédo do dendrograma

Aplicou-se o método da ligacdo média entre grupos (UPGMA), em
que sao utilizadas as médias aritméticas (ndo ponderadas) das medidas de
distancia (Sneath & Sokal, 1973). Como regra geral, a construcdo do
dendrograma € estabelecida pelas populacbes de maior similaridade.
Entretanto, a distancia entre uma populacdo i e um grupo, formado pelas
populacbes i’ e i”, € dada por:
d, +d.

2

ou seja, diivi é dada pela média do conjunto das distancias dos pares de

d(i'i”)i = média (di’i; di”i) =

populacdes (i e i) e (i" e ).

A distancia entre dois grupos € dada por:

dgiyr i = média (dii-; di; dir dijr) = =0 i

ou seja, a distancia entre dois grupos formados, respectivamente, pelas
populactes (i e i’) e (i” e i””) € determinada pela média entre os elementos
do conjunto, cujos elementos sao distancias entre pares de populacbes de

grupos (iei”), (iei”), (il ei”), (" ei™).

- Definicdo do numero de grupos

A determinacdo do numero de grupos foi definida pelo critério
estatistico proposto por Mojena (1977), que se baseia no tamanho relativo
dos niveis de fusfes (distancias) no dendrograma. A proposta € selecionar o
namero de grupos no estagio t que, primeiramente, satisfizer a seguinte
inequacao:

a, >6,
em que o, é o valor de distancias dos niveis de fuséo correspondentes ao

estagiot (t=1,2...9); 6, é o valor referencial de corte, dado por:

0, =a+ké,

em que:
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a e 6,580 a média e o desvio-padrdo nao-viesado dos valores de

a, respectivamente, e k uma constante. Adotou-se o valor de k = 1,25 como
regra de parada na definicdo do niumero de grupos.

(Aplicativo usado: Genes)

c - Projecéo gréfica bidimensional (Cruz & Viana, 1994)

Neste tipo de projecdo as medidas de dissimilaridade s&o
convertidas em escores relativos a duas variaveis X e Y, que, quando
representadas em graficos de dispersdo, irdo refletir, no espaco
bidimensional (2D), as distancias originalmente obtidas a partir do espaco 3-
dimensional (B = numero de locos, alelos ou genotipos utilizados para
obtencdo das distancias). O procedimento consiste em calcular as
coordenadas das medidas mais divergentes e, a seguir, daquelas que
demonstram, em ordem decrescente, maior diversidade com as populacdes
ja consideradas (Cruz, 2006a).

Sendo i e i” as populacbes mais divergentes, a préxima populacéo i”
a ser considerada sera aquela de maior valor d(ii’)i”, dado por:

d(ii')i" =d;. +d;.

O mesmo critério é usado
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d/2,i' - d?i - dﬁ X Xz; €

X. Y.
dj. —di —di n Y, e,

Visa-se minimizar a distor¢cdo entre a distancia original e a distancia
grafica.

Para as demais coordenadas sdo acrescentadas linhas no vetor Y e
na matriz X, as quais passam a ter as dimensdes (gp—2) X 1 e (gp — 2) X 2,

respectivamente, sendo g, 0 nimero de populac¢des até entdo projetadas.

7

A solucdo do sistema € obtida por X'XB= XY, de forma gue a

coordenada estimada para a populacdo ¢ apresenta a menor distor¢cado de
distancia com as demais, cujas coordenadas ja foram estabelecidas.

ApoOs a obtencéo das coordenadas de cada populagéo, calculou-se a
eficiéncia da projecao gréfica, por meio do coeficiente de correlacdo simples
entre as estimativas das distancias originais e das distancias gréaficas.
Outras estatisticas utilizadas para medir a eficiéncia da projecao foram:

Grau de distorcéo (1-a)
> 3 dgi

Sendo a = '<'—2
igizdoii'

em que dgii.edg“. sdo as distancias gréficas (espaco bidimensional) e

originais (espaco B-dimensional), respectivamente, para todos os pares de

populacoes.

Estresse (s)

E dado por:
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=100 Z z (0~ d
S_ > Z d2,

1<

Segundo Kruskal (1964), valores de estresse entre 10 e 20%
representam uma projecao grafica ruim.

(Aplicativo usado: Genes)

3.4.2.1.2. Comparacdes entre as medidas de distancia

Além da inspecéo visual dos agrupamentos obtidos pelas diferentes
metodologias, também estimou-se o coeficiente de correlacdo simples (r)
entre as medidas de distancia. O teste de Mantel (Mantel, 1967) foi utilizado
para avaliar a significancia do coeficiente de correlacdo entre duas matrizes
de distancia. Inicialmente estimou-se a correlagdo entre pares de matrizes.
Depois foram obtidas véarias outras estimativas de correlacdes a partir de um
conjunto desestruturado de dados no qual se espera obter estimativas
préoprias da hipotese de nulidade.

O processo de desestruturacdo do conjunto de dados é realizado a
partir das informacdes de uma das matrizes a serem correlacionadas.
Promove-se previamente o embaralhamento por critério de permutacéo
aleatdria, ou seja, linhas e colunas da matriz sdo permutadas s vezes e,
consequentemente, s estimativas de correlacbes sdo obtidas. O teste de
hipotese €, entdo, feito com base nestas s estimativas obtidas. O valor critico

de significancia foi obtido no vetor de ordem crescente (p, t =1, 2, ..,.S) de

estimativas de correlacdo. Foram realizadas 1000 permutacdes e adotou-se
um nivel de 5% de probabilidade para o teste, de modo que as 50
estimativas dos extremos (25 maiores e 25 menores estimativas de
correlacéo) foram definidas como os limites da area de rejeicdo. O valor de r
sera significativo quando inferior ao valor correspondente a ordem 262 ou
superior ao valor correspondente a ordem 9742 deste conjunto de

estimativas.
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3.4.2.2. Diversidade genética entre e dentro de populagdes de

retrocruzamento

O estudo da variabilidade entre e dentro de populacbes de
retrocruzamento com seu respectivo genitor recorrente, ao longo das
geracOes foi realizado por intermédio das estatisticas F (ou indices de
fixacdo) definidas por Wright (1951, 1978). Basicamente, dois tipos de
andlises foram realizadas para estimar os parametros genéticos Fis, Fir e

Fsr.

a) Estatisticas H de Nei (1973; 1977);

b) andlises de variancia: de frequéncias alélicas (Cockerham, 1969;
1973; Weir & Cockerham, 1984) e molecular (Excoffier et al., 1992; Peakall
et al., 1995)

As andlises consideraram as fontes de variagcdo populacdes e
individuos dentro de populagcdes. No entanto, as analises de variancia ainda
contabilizaram a fonte de variagdo entre alelos dentro de individuos,
conforme apresentado a seguir. Foram realizadas as seguintes
comparacdes (contrastes):

1) P1 X RC31mp);

2) P1 X RCza(mp);

3) P3 X RC31(mp);

4) P3 X RCza(mp);

3.4.2.2.1. Estatisticas H de Nei

Nei (1973; 1977) mostrou que as estatisticas F de Wright podem ser

definidas como razdes entre estatisticas H (heterozigosidades), ao invés de

correlacdes entre unidades gaméticas. Considerando apenas um loco, 0s

estimadores dos indices Fs, Fir e Fst sao:
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~ ~

IEIS = %h" (indice de fixagcdo dentro de populacées);

Fo=—Tr h, (indice de fixagao total);

0

~hy Do N
Tﬁ s = —3T (divergéncia entre as populacdes).
T T

em que os indexadores I, S e T representam individuos, populacdes e total
da populacéo, respectivamente;

ﬁT =1- Zﬁf , que corresponde ao estimador (viesado) da heterozigosidade
~ 9
esperada total das populacdes, sendo p, = Z WifJin ;

~ g 2

hg =1- Zwigﬁﬁk, que corresponde ao estimador (viesado) da

heterozigosidade esperada dentro das populacdes;

A g 3.

h, = ZWiZP”kk,, que corresponde ao estimador da heterozigosidade
1= k<k"

observada dentro das populagdes, em que w,=1/g é o peso da i-ésima

populacao.

Estimadores néo viesados de hs e hy, podem ser obtidos com a
correcdo para erros de amostragem (Nei & Kumar, 2000). Se a média

harménica (n') do tamanho amostral de cada populacao for > 30, seu efeito

A

nas estimativas de hg e h; serd negligenciavel, logo a corre¢do para

tamanho da amostra é necessaria apenas quando n for < 30.

Para L locos sob estudo as heterozigosidades sdo calculadas
através da média aritmética dos estimadores de hr, hs e hp obtidos em cada
loco.

A magnitude relativa da diferenciacdo génica entre populacdes pode

ser medida por:

~ - YsT
Gyr =

ST

Ol

T
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Ela expressa a proporcdo da diversidade total explicada por
diferencas entre populagfes e matematicamente equivale a estatistica Fsr
de Wright, variando de 0 a 1.

(Aplicativos usados: Genes e POPGENE)

3.4.2.2.2. Andlises de variancia de frequéncias alélicas

A analise de variancia proposta por Cockerham (1969; 1973) e,
generalizada por Weir & Cockheram (1984), para organismos dipléides,
permite estimar o grau de parentesco F (Fir) entre alelos dentro de
individuos de todas as populacdes, assim como a coancestralidade 8 (Fsrt)
entre alelos de diferentes individuos na mesma populacdo (Weir, 1996).
Inicialmente, considere apenas o alelo k do loco j. A andlise de variancia e
resumida na Tabela 2.

Pelo método dos momentos, as estimativas nao viesadas dos

componentes de variancia entre populagdes (03), entre individuos dentro

das populagdes (o?) e de alelos dentro de individuos (0Z), sdo obtidas

como func¢des dos quadrados médios (QM) observados para populacbes
(QMP), individuos (QMI) e alelos (QMG), respectivamente, da seguinte

maneira:

0% = QMG

o’=

N |-

(QMI-QMG)

02 =~ (QMI-QMG)
2n

a
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Tabela 3. Resumo da andlise de variancia para dados genotipicos em populacdes aleatorias

Fonte de Graus de
variacao liberdade SQ QM E (QM)’
g .~ = _ SQP 02 +20? +2n_0?
Entre g-1 SQP :22 nijk(pijk - pijk)2 QMP = s-1 ¢ | T
populacbes =
9 ~ . . _SQI
Individuos g SQI= Z Niik (pijk + Pijkk - 2pijk) QMI= g Oé + 20|2
dentro de Z Ny =1 1= Z (N =1
populacbes = =
g R . _ SQG
Alelos dentro g SQG= Z Ny (P ~ Pic) QMG= — o
de individuos i = Z My
Total 9 SQT = SQP + SQI + SQG

em que njx € o numero do alelo k do loco j da populagéo i.

Assim, as medidas de diferenciacdo podem ser estimadas como:

2n.QMG

62+62+62  QMP+(n,-)QMI+n.QMG S,

QMP - QMI

A2 | A2
|E: 0P+0| =
2
A2
é: Op =
A2 A2 A2
0P+0| '|‘0'G

1- =
QMP +(n_-1)QMI+n.QMG S,

Sendo g alelos avaliados em cada loco, cada um apresentara uma

estimativa dos parametros F de Wright. Para combinar as estimativas sobre

todos os alelos de um loco j, 0 numerador e o denominador sdo combinados

separadamente, da seguinte maneira:

g

|3j .- %SDjk
;SBJK
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éj .- ;SAjk

isBjk

As estimativas combinadas dos parametros F e 8 para todos os

alelos considerando todos os locos (estimativas globais) sdo dadas por:

I g

F= 1——IZ gsmk
I3
JZ;SBW

I3
- ZZS
>3 S

O grau de endogamia dentro das populacbes (f = Fis) pode ser

obtido, a partir das estimativas globais dos parametros F e 6, dado por:

=—h)
I
™
I
D>

=
|
D>

(Aplicativos computacionais: GDA, PowerMarker, TFPGA)

Os intervalos de confianca a 95% de probabilidade foram obtidos
para se verificar a significancia das estimativas dos parametros F. Para isso

foram realizadas 1000 simulacdes bootstrap sobre os locos.

(Aplicativos computacionais: GDA, PowerMarker, TFPGA)
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3.4.2.2.3. Andlise de variancia molecular (AMOVA)

Como referido por Michalakis & Excoffier (1996), a andlise de
variancia molecular (AMOVA) ja foi estendida a dados codominantes
(Peakall et al., 1995; Maguire et al., 2002). E possivel executa-la para cada
loco. Para a sua realizacdo é necessario, primeiramente, computar todas as
distancias (Euclidianas) entre pares de individuos, independente da
populacdo a qual eles pertencam. Usualmente utiliza-se o quadrado da
distancia Euclidiana. Para dados genotipicos, Peakall et al. (1995) e Smouse

& Peakall (1999) propuseram a seguinte medida:
d2 — 1 o _ 2
() — E ;(ytjk yt‘jk)

em que yij refere-se ao nimero de alelos k que o individuo de gendtipote t’
possui no loco j. Aqui ndo ha pesos atribuidos a alelos.
Para obter a distancia considerando multiplos locos, simplesmente

soma-se as distancias de todos os locos. Para os individuos t e t’, tem-se:
2 = 2
iy = Z di)
J:

AMOVA com dois niveis hierarquicos (Excoffier et al., 1992)

Ap6s definida a matriz de distancias entre todos os individuos (D?),
particionou-se a mesma, agrupando as informa¢es de pares de genotipos
dentro de cada populacdo. Soma de quadrados dos desvios total (SQDr),
entre populacdes (SQDegp), entre individuos dentro populacdes (SQDgipp) €
dentro de individuos (SQDp) foram obtidas. Os componentes de variancia,
obtidos a partir das esperancas de quadrado médio (EQM), permitiram a
estimacao das estatisticas F. A analise de variancia esta resumida na Tabela
4.
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Tabela 4. Esquema da AMOVA com dados agrupados em dois niveis

hierarquicos

Fonte de Variagao GL SQ E(QM)
Entre Populacées g-1  SQDep no? +20. + o’
Entre individuos/Populagdes N-g  SQDeipp 20; + 0
Dentro de individuos N SQDp, o’
Total 2N -1 SQDy o2

Em que n é dado por:

n=——

2N—2N‘
g-1

em que N é o numero total de individuos amostrados e N; é tamanho

amostral da populacao i.

As estatisticas F foram obtidas da seguinte forma:

FST = CDST

11
Q>|Q>

mn
_|

1
e
3

1

A significancia de o’ e Fst foi testada permutando-se os gendtipos
dos individuos entre populagdes.

A significancia de o e Fis foi testada permutando-se os alelos entre
individuos dentro de populacgdes.

A significancia de o> e Fir foi testada permutando-se os alelos entre

individuos entre populacoes.

Esta andlise foi realizada sobre todos os locos.

(Aplicativo usado: Arlequin)
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3.5. Comparacg0des entre os aplicativos computacionais
Avaliou-se as particularidades e funcionalidades dos aplicativos

computacionais (secao 3.3) em relacdo as analises biométricas do presente

trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Diversidade genética em nivel intrapopulacional
4.1.1. Medidas descritivas

O progresso genético obtido com os ciclos de selecdo esta
diretamente relacionado a variabilidade presente no pool génico e a
qualidade da contribuicdo génica dos genitores (Dreisigacker et al., 2004). O
conhecimento dos niveis de distribuicdo da diversidade genética € também
um pré-requisito para o estabelecimento eficiente do manejo da conservacao
(Gao & Hong, 2000).

Medidas descritivas tém sido utlizadas rotineiramente em
investigacbes sobre a diversidade genética dentro de populacdes naturais
(Zucchi et al., 2003; Melo Janior et al.,, 2004). Aplicam-se também em
estudos comparativos entre as varias técnicas de marcadores moleculares
guanto a capacidade informativa e discriminatdria na identificacdo genotipica
e na analise da diversidade de germoplasmas (Pejic et al., 1998; Belaj et al.,
2003).

No presente trabalho foram totalizados 79 alelos pertencentes aos
20 locos codominantes considerando as 42 populagdes simuladas. O
processo de simulacdo ndo permitiu a obtencdo de alelos exclusivos, ou
seja, aqueles presentes unicamente em uma determinada populacdo. O
processo de simulacao gerou locos monomarficos nas populactes P; e Pia;
(locos 1, 6, 12, 15 e 20); P2, Pa; a Pras e P,s; a P,ss (locos 15, 17 e 20); P3
e Pza; (locos 5 e 11) e Hizpp € Hiomp (locos 15 e 20).

Na Tabela 5 estdo apresentadas as estimativas do nimero médio de

alelos por loco (Kj), namero total de alelos na populagdo (A;), numero de
alelos raros (A;), numero efetivo de alelos total (A,), média do numero

efetivo de alelos por loco (ﬂe) e proporcao de alelos na populacédo (P;) em

relacédo aos 20 locos simulados nas 42 populagdes.

81



Tabela 5. Estimativas do numero médio de alelos por loco (Kj), numero total

de alelos na populacéo (A;), numero de alelos raros (A;), niumero efetivo de

alelos total (A,), media do numero efetivo de alelos por loco (ﬂe) e

propor¢cao de alelos na populacéo (P,), obtidas em 20 locos codominantes

multialélicos para as 42 populacdes de melhoramento simuladas

Populagéo KJ 1,2,3,4,5,6,7 At4 Ar§4 A, 5 Ke 5 Pa4
P1 2,45 49,00 10,00 32,39 1,62 0,62
P 3,00 60,00 13,00 32,85 1,64 0,76
Ps 3,00 60,00 12,00 39,14 1,96 0,76

Pia; 2,45 49,00 10,00 31,82 1,59 0,62
Poay 2,95 59,00 12,00 31,91 1,60 0,75
P.ay 2,95 59,00 13,00 31,70 1,59 0,75
P.as 2,95 59,00 12,00 32,06 1,60 0,75
Poa, 2,90 58,00 13,00 32,28 1,61 0,73
Psay 3,00 60,00 11,00 39,01 1,95 0,76
P2s; 3,00 60,00 13,00 33,38 1,67 0,76
P2s; 2,95 59,00 12,00 33,25 1,66 0,75
P2S3 2,95 59,00 12,00 33,43 1,67 0,75
P2S4 2,95 59,00 12,00 33,43 1,67 0,75
PSs 2,95 59,00 12,00 33,47 1,67 0,75
Hi2pp 3,35 67,00 21,00 37,80 1,89 0,85
Hi2mp 3,35 67,00 20,00 38,00 1,90 0,85
H13pp 3,35 67,00 17,00 40,56 2,03 0,85
Hiamp 3,30 66,00 16,00 40,72 2,04 0,84
Haspp 3,80 76,00 24,00 40,13 2,01 0,96
Faop) 3,75 75,00 23,00 40,14 2,01 0,95
F3(op) 3,75 75,00 23,00 40,01 2,00 0,95
Fa(op) 3,75 75,00 23,00 39,85 1,99 0,95
Has(mp) 3,80 76,00 23,00 40,87 2,04 0,96
Fa(mo) 3,75 75,00 22,00 40,69 2,03 0,95
F3(mp) 3,75 75,00 20,00 40,83 2,04 0,95
Fa(mp) 3,75 75,00 20,00 40,83 2,04 0,95
RCiipp 3,30 66,00 16,00 37,57 1,88 0,84
RC12pp 3,15 63,00 18,00 34,88 1,74 0,80
RC13pp 3,15 63,00 20,00 33,56 1,68 0,80
RC14pp 3,00 60,00 19,00 33,06 1,65 0,76
RC1imp 3,35 67,00 19,00 37,32 1,87 0,85
RCi2mp 3,20 64,00 18,00 35,02 1,75 0,81
RC13mp 3,05 61,00 19,00 33,13 1,66 0,77
RC1amp 3,05 61,00 20,00 32,79 1,64 0,77
RCaipp 3,35 67,00 17,00 41,10 2,05 0,85
RCazpp 3,30 66,00 17,00 40,31 2,02 0,84
RCsapp 3,30 66,00 18,00 39,74 1,99 0,84
RCaapp 3,30 66,00 18,00 39,40 1,97 0,84
RCsimp 3,30 66,00 15,00 40,71 2,04 0,84
RCsamp 3,30 66,00 16,00 39,71 1,99 0,84
RCa3mp 3,30 66,00 18,00 39,35 1,97 0,84
RCaamp 3,25 65,00 15,00 39,33 1,97 0,82

Programas utilizados: "Arlequin; “GDA; "GENEPOP; “GENES; >POPGENE; “PowerMarker;

"TEPGA. 3Alelos com fregiiéncia menor que 0,05.
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Para Kj foram considerados locos polimoérficos e monomorficos,

mas alguns autores tém considerado apenas o nimero de alelos nos locos

polimorficos (ﬂp) 0 que nao deixa de ser uma alternativa plausivel (Gimenes

& Lopes, 2000). Os valores de A, A, A, Pa, Ac e A, variaram de 2,45 a
3,80; 49 a 76; 10 a 24; 0,62 a 0,86; 31,70 a 41,10 e 1,59 a 2,05,

respectivamente.

Dentre as populacbes base, P, e P3; foram as que exibiram os
maiores valores para KI., A, A, Ae, ﬂe e Pa.. As primeiras geracdes de

acasalamento ao acaso (Pia;, P,a; e P3a;) seguiram a padrbes semelhantes
da quantidade alélica de suas respectivas populactes base.

As geracOes avancadas de acasalamento ao acaso (P.a; a Pas) e
de autofecundacao (P.s; a P,ss) praticamente ndo diferiram uma das outras
e nem de P,, em relacdo as estimativas dos indices da Tabela 5. O mesmo
aspecto é referido em relacdo as populagfes hibridas Hzspp € Hozmp € as
respectivas geracdes segregante F,. As ligeiras alteracbes no numero de
alelos raros de uma geracdo para outra, nas populacbées em geral, sédo
atribuidas ao processo de amostragem. Um principio importante na
autofecundacédo é que o processo de autofecundacéo ou endogamico, por si
s6, ndo altera frequéncias génicas. Para freqUiéncias alélicas constantes
sobre endogamia, pressupde-se que todos o0s genoétipos devam ter
probabilidades iguais de sobrevivéncia e reproducdo, a ndo ser que a
selecdo esteja atuando. Entdo, as frequéncias alélicas podem ser alteradas
com a endogamia, ou mesmo em qualquer outro sistema de acasalamento
(Hartl & Clark, 1997).

Entre as populacfes hibridas destacaram-se aquelas provenientes

do cruzamento Pz X Pz (Haspp € Haamp), para as estimativas de KI., A, A, e

Pa.. Este fato refletiu a importancia da contribuicdo parental na diversidade
génica de hibridos, uma vez que P, e P3; exibiram maiores valores das
medidas descritivas da Tabela 5 em relacao a P;.

As populacdes de retrocruzamento proporcionaram maiores valores
para todos os indices da Tabela 5 quando comparados aos das respectivas

populacdes base P; e Pj3, justamente por se tratar de um processo de
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hibridacdo. A diminuicdo dos valores de Kj, Ai, Py Aec € ﬂe com o0 avango

das geracbes é novamente atribuida a amostragem. No entanto, nas

populacdes de retrocruzamento cujo genitor recorrente foi P;, percebeu-se

uma queda mais acentuada nos valores de Kj, A, Pa, Ace A, a cada

geracdo, em relacdo aquelas cujo genitor recorrente foi P3. Assim, constata-
se gque a variabilidade genética do genitor recorrente € aspecto importante
na manutencdo da quantidade alélica ao longo das geracbes de
retrocruzamento. Ressalta-se ainda que no processo de simulagdo, as
geracOes de retrocruzamento ndo passaram por selecdo, ou seja, descarte
de gendtipos indesejaveis.

O numero efetivo de alelos por loco (a.) € um indice de diversidade
genética intrapopulacional que merece destague, quando interpretado
juntamente com outros indices. Ele representa o nidmero de alelos com

freqUiéncias iguais em um loco e que, consequentemente, contribuem de

forma efetiva para a diversidade génica (ou heterozigosidade esperada, ﬁe).

O significado de ﬂe ou A pbde ser ilustrado pelos locos 5 e 10 da

populacdo Faimp com 5 alelos em cada loco (Tabela 6). No loco 5 as
freqUéncias alélicas foram 0,8825, 0,0825, 0,0100, 0,0050 e 0,0200. Assim o

valor de ﬁe (estimador viesado) e a. foram iguais a 0,2144 e 1,2720,
respectivamente. No loco 10 as frequéncias alélicas foram 0,4175, 0,2800,
0,2450, 0,0150 e 0,0425 e os valores de ﬁe e a. foram iguais a 0,2687 e

3,1770, respectivamente. E sabido que a diversidade génica num loco é
maxima quando as frequéncias alélicas sao iguais (Liu, 1997). Portanto,
nestes dois locos a estimativa de h. maxima seria igual a 0,80, com
frequéncias alélicas iguais a 0,20. Nenhum dos locos atingiu este valor de
heterozigosidade esperada maxima, porém o loco 10 apresentou maiores
valores de ﬁe e a.. Veja que as frequéncias alélicas do loco 10 estavam
melhor distribuidas entre seus alelos, ou melhor, mais préximas do valor
0,20. Este é um indicativo de que o numero efetivo de alelos pode ser usado
como um corolario para a heterozigosidade esperada (ou diversidade
génica). Assim, o indice Ae permite comparar populacdes cujo numero e

distribuicdo de alelos difere drasticamente.
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Tabela 6. Estimativas de frequéncias alélicas, niumero de alelos raros (A)),
namero efetivo de alelos (a.) e diversidade génica (ﬁe *) para os locos 5 e 10

na populacao Famp)

Loco
Frequéncia 5 10
alelo 1 0,8825 0,4175
alelo 2 0,0825 0,2800
alelo 3 0,0100 0,2450
alelo 4 0,0050 0,0150
alelo 5 0,0200 0,0425
A 3,0000 2,0000
Ae 1,2720 3,1770
h 0,2144 0,2687

e

Estimador viesado

Outro aspecto que chama atencdo € o numero de alelos raros. No
loco 5 sao trés alelos raros (com frequéncias de 0,0100, 0,005 e 0,0200),
enguanto que o loco 10 possui apenas dois (com frequéncias de 0,0150 e
0,0425). Se for calculada a diferenca entre o nimero de alelos do loco (A) e

0 numero efetivo de alelos (ae), verifica-se que esta diferenca € maior para o

loco 5. Portanto, se as estimativas de A, forem muito menores que A,

sugere-se a presenca de varios alelos de baixa frequéncia (Belaj et al.,

~

2003). Ter-se-a4 Ac = Aj quando o loco atingir o valor maximo de h, e,

e
consequentemente, a. sera igual ou proxima a unidade (1), a exemplo do
que ocorreu no loco 5, em que existia um unico alelo de frequéncia
predominante.

Na verdade, A: € uma funcéo nao linear de He (Figura 1), que recai
sobre a inequacdo de Jensen, ou seja, a esperanca de uma funcdo é
diferente da funcédo das esperancas para curvas néo lineares (Hardy et al.,

1988). Portanto, A, deve ser calculada sobre a média das estimativas para
cada loco (ae), ao invés de ser calculada a média de ﬁe sobre todos locos e,
entdo, estimar-se Ke. Por exemplo, na populacéo P; a estimativa de Z\e foi

de 1,62 sobre a média de ae, enquanto que sobre a média de ﬁe, o valor foi

de 1,44, conforme esperado para curvas concavas segundo a inequacgao de

Jensen.
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Figura 1. Numero efetivo de alelos por loco (a) como funcéo da
heterozigosidade esperada maxima (he).

O principal objetivo da genética de populacdes € estudar a geragao
e a manutencao do polimorfismo genético e compreender os mecanismos de
evolucdo ao nivel populacional (Nei & Kumar, 2000). O polimorfismo
genético é definido como a existéncia de dois ou mais alelos com
freqUiéncias relativas substanciais (comumente maiores que 1 ou 5%) na
populacado. A origem do polimorfismo genético em um loco, assim como toda
variabilidade genética, esta associada a processos mutacionais, tais como
substituicdo nucleotidica, insercbes e delecdes, conversdao génica e
recombinacao inter-alélica (Nei & Kumar, 2000). Locos de microssatélites
freqientemente apresentam propor¢do de polimorfismo igual a 100% e
elevado numero de alelos por loco (Caixeta et al., 2006).

As proporgbes de locos polimorficos (PLP), bem como o ndamero
médio de alelos por loco polimérfico (A,) estdo dispostos na Tabela 7,
conforme os trés critérios definidos por Cole (2003). As populacdes P, e Ps
apresentaram maior polimorfismo genético em relacédo a P;. Estas medidas
de polimorfismo genético corroboram a menor variacdo genética na
populacdo base P;, indicada pelos indices da Tabela 5. A informacdo dada

por A, é relevante, pois um loco pode apresentar polimorfismo, porém com

poucos alelos, o que é comum em marcadores isoenzimaticos. Interessante
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Tabela 7. Estimativas do percentual de locos polimorficos (PLP) e do nimero médio

de alelos por loco polimérfico (A,) obtidas a partir de 20 locos codominantes e

multialélicos para 42 populacfes de melhoramento geradas via simulacéo

Populacdes  PLP** A #4 PLPTRAART weza pLprRAt A, "4
P, 75,00 2,45 75,00 2,93 65,00 3,08
P, 85,00 3,00 85,00 3,35 80,00 3,31
Ps 90,00 3,00 90,00 3,22 90,00 3,22

P.a, 75,00 2,45 75,00 2,93 65,00 3,08
Poay 85,00 2,95 85,00 3,29 80,00 3,25
P.a, 85,00 2,95 85,00 3,29 80,00 3,25
Pas 85,00 2,95 85,00 3,29 80,00 3,25
Poay 85,00 2,90 85,00 3,24 80,00 3,19
Psay 90,00 3,00 90,00 3,22 90,00 3,22
P2Sy 85,00 3,00 85,00 3,35 80,00 3,31
P2S, 85,00 2,95 85,00 3,29 80,00 3,31
P2Ss 85,00 2,95 85,00 3,29 80,00 3,31
PS4 85,00 2,95 85,00 3,29 80,00 3,31
P,Ss 85,00 2,95 85,00 3,29 80,00 3,31
Haz0p 90,00 3,35 90,00 3,61 85,00 3,59
Hiamp 90,00 3,35 90,00 3,61 85,00 3,59
Haapo 100,00 3,35 100,00 3,35 100,00 3,35
Haamp 100,00 3,30 100,00 3,30 100,00 3,30
Haapp 100,00 3,80 100,00 3,80 100,00 3,80
Faon) 100,00 3,75 100,00 3,75 100,00 3,75
Faon) 100,00 3,75 100,00 3,75 100,00 3,75
Faon) 100,00 3,75 100,00 3,75 100,00 3,75
Ha3(mp) 100,00 3,80 100,00 3,80 100,00 3,80
Famp) 100,00 3,75 100,00 3,75 100,00 3,75
Famo) 100,00 3,75 100,00 3,75 100,00 3,75
Famp) 100,00 3,75 100,00 3,75 100,00 3,75
RC1ipp 100,00 3,30 100,00 3,30 95,00 3,32
RC12pp 100,00 3,15 100,00 3,15 80,00 3,31
RCi3pp 100,00 3,15 95,00 3,16 75,00 3,40
RC14pp 100,00 3,00 95,00 3,00 70,00 3,29
RCiimp 100,00 3,35 100,00 3,35 95,00 3,32
RC1omp 100,00 3,20 100,00 3,20 95,00 3,16
RCizmp 100,00 3,05 95,00 3,05 75,00 3,27
RC1amp 100,00 3,05 90,00 3,11 70,00 3,36
RCspp 100,00 3,35 100,00 3,35 100,00 3,35
RCazpp 100,00 3,30 100,00 3,30 95,00 3,32
RCaspp 100,00 3,30 100,00 3,30 90,00 3,33
RCaapp 100,00 3,30 100,00 3,30 90,00 3,33
RCa1mp 100,00 3,30 100,00 3,30 100,00 3,30
RCaomp 100,00 3,30 100,00 3,30 95,00 3,32
RCasmp 100,00 3,30 100,00 3,30 95,00 3,32
RCaamp 100,00 3,25 95,00 3,26 90,00 3,28

"Loco exibindo polimorfismo em pelo menos um individuo da amostra; #Loco em que o alelo mais
comum tem freqiiéncia menor que 99%; “*
que 95%.

Programas utilizados: *Arlequin; °’GDA; *GENEPOP; “GENES; *POPGENE; °PowerMarker; ‘'TFPGA.

Loco em que o alelo mais comum tem freqiéncia menor
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€ que tanto geracdes de acasalamento ao acaso quanto de autofecundacao
da P, mantiveram este polimorfismo genético. Segundo Hartl & Clark (1997),
a proporcéo do polimorfismo génico de espécies autbgamas € comparavel a
proporcao encontrada em espécies aldgamas. Isto porque a autofecundacao
ndo elimina a variagcdo genética, ela simplesmente a reorganiza em
gendtipos homozigotos. Os autores ainda exaltam que espécies autdgamas
contem menos alelos (recessivos) deletérios do que as alégamas,
provavelmente porque o aumento da homozigosidade permite que genes
indesejaveis sejam eliminados da populacao pela selecao natural.

Novamente a superioridade dos hibridos Hazpp € Hazmp foi destacada
em relacdo aos demais, com 100% de locos polimérficos, ambos com 3,80
de alelos por loco polimérfico. O propdésito da hibridacdo, ou de cruzamentos
controlados, é reunir alelos favoraveis presentes em ambos os genitores. Se
eles forem materiais superiores e exibirem diversidade genética, manifesta-
se a heterose e, populacdes segregantes avancadas manifestardo ampla
variabilidade a ser explorada por técnicas seletivas (Cruz, 2005). Este fato
foi verificado nas respectivas geragoes segregantes F, (Fopp) @ Fapp) € Fomp)
a Famp)), cujo alto polimorfismo genético, comparado as populagdes base, foi
mantido (Tabela 7).

Populacdes de retrocruzamento apresentaram valores de PLP e ﬂp

superiores as populacdes base P; e P3. Houve uma tendéncia de queda nos

valores de PLP e ﬂp com 0s avancos das geracbes, em virtude da

proximidade destas populacbes com o respectivo genitor recorrente. O
aumento do polimorfismo genético nestas populacdes sugere a exploracéo
de variabilidade genética, fazendo do método de retrocruzamento uma
estratégia eficiente no desenvolvimento de populagbes segregantes
promissoras, base para sele¢cdo de gendtipos superiores (Lorencetti et al.,
2006).

A Tabela 8 apresenta as estimativas meédias do numero de

genotipos por loco (ﬁj), contetudo de informacgéao polimorfica (PIC), indice

Shannon-Wiener (H’) e heterozigosidade observada (H,). Mais uma vez a
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maior diversidade genética das populacdes base P, e P; em relacdo a P; foi
constatada por estes indices. Populac¢des que tiveram como ancestral P

Tabela 8. Estimativas médias do numero de genotipos por loco (g;), conteido de

informacdo polimorfica (PIC), indice Shannon-Wiener (H') e heterozigosidade
observada (H,) obtidas a partir de 20 locos codominantes e multialélicos para 42

populacdes de melhoramento geradas via simulacao

Populagdes g 456 PIC 46 H 2 TR H I234567
P, 4,00 0,26 0,81 0,51 0,29
P, 5,25 0,29 0,93 0,58 0,33
P3 5,40 0,38 1,15 0,74 0,46

Pia; 3,90 0,25 0,76 0,49 0,29
P.a; 5,25 0,27 0,89 0,56 0,30
Pa, 5,05 0,27 0,88 0,55 0,31
P,as 5,00 0,27 0,88 0,56 0,32
P.a, 4,95 0,28 0,90 0,56 0,31
Psa; 5,50 0,38 1,16 0,74 0,44
P,s, 5,60 0,30 0,93 0,60 0,18
P,s, 5,10 0,29 0,81 0,59 0,08
P,s; 4,95 0,30 0,74 0,60 0,04
P5s, 4,60 0,30 0,68 0,59 0,02
P,sg 4,20 0,30 0,65 0,60 0,01
H1zop 5,15 0,34 0,96 0,68 0,47
Hiomp 5,10 0,34 0,98 0,68 0,47
H1spp 5,35 0,40 1,11 0,78 0,55
H1zmp 5,25 0,40 1,11 0,79 0,56
Ha3pp 6,05 0,40 1,16 0,80 0,54
Faop) 7,20 0,40 1,25 0,80 0,26
Faon) 6,60 0,40 1,11 0,80 0,12
Faon) 6,05 0,40 0,99 0,80 0,06
Haa(mp) 6,15 0,41 1,20 0,82 0,55
Fomn) 7,25 0,41 1,28 0,82 0,27
Famo) 6,85 0,41 1,16 0,83 0,14
Famo) 6,35 0,41 1,03 0,82 0,07
RCi1pp 5,40 0,36 1,09 0,71 0,43
RCi2pp 5,30 0,31 0,98 0,62 0,36
RCi3pp 5,10 0,29 0,90 0,57 0,32
RCiapp 4,60 0,27 0,86 0,54 0,31
RC11mp 5,60 0,35 1,09 0,70 0,43
RC12mp 5,15 0,31 0,99 0,63 0,37
RC13mp 5,05 0,28 0,88 0,56 0,33
RC1amp 4,90 0,27 0,84 0,53 0,32
RCsipp 5,85 0,41 1,26 0,81 0,48
RCazpp 6,05 0,40 1,23 0,78 0,47
RCaspp 6,00 0,39 1,20 0,76 0,45
RCaapp 5,90 0,38 1,19 0,75 0,43
RC3z1mp 6,15 0,41 1,24 0,80 0,50
RCs2mp 5,80 0,40 1,22 0,78 0,47
RC3szmp 5,70 0,39 1,19 0,76 0,47
RCsamp 5,85 0,39 1,20 0,76 0,45
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Programas utilizados: 'Arlequin; GDA; *GENEPOP; “GENES; °POPGENE; °PowerMarker;
"TFPGA.

exibiram as maiores estimativas médias do indice Shannon-Wiener (Figura
2). Maiores valores de PIC (0,41 a 0,40) foram constatados nas populacdes
obtidas por hibridagdo com P3 e nos descendentes desta hibridacéo, ou seja,
as geracdes Fj e de retrocruzamentos. Ja as populacbes de acasalamento
ao acaso praticamente ndo exibiram variacdo nos indices da Tabela 8, em

virtude, obviamente, das condi¢cdes de EHW.

15

Figura 2. Estimativas médias do indice Shannon-Wiener (H") obtidas a partir de 20
locos codominantes e multialélicos para 42 popula¢cdes de melhoramento geradas
via simulacdo. Visualizagdo grafica disponibilizada pelo programa GENES.
Representacdo das populagbes no gréfico: P4 — P;a;; P5 - Pia;; P6 - Piay; P7 -
P1a3; P8 - P1a4; P9 — P3a1; P10 - PZSl; P11 - PzSz; P12 - P253; P13 - PzS4; P14 —
Pst; P15 - ngpp; P16 — H12mp; P17 — ngpp; P18 — H13mp; P19 - H23pp; P20 — Fz(pp);
P21 - Fg(pp); P22 — F4(pp); P23 - Hzgmp; P24 — Fz(mp); P25 - Fg(mp); P26 — F4(mp); P27 —
RCllpp; P28 — RClzpp; P29 — Rclgpp; P30 - RC14pp; P31 - RCllmp; P32 - RClzmp; P33
- Rclgmp; P34 — RC14mp; P35 - RC31pp; P36 — Rngpp; P37 — RC33pp; P38 — RC34pp;
P39 - RC31mp; P40 — Rngmp; P41 — RCgsmp; P42 — RCg4mp.

O avanco de geracbes de autofecundacdo (P2s;1 a P2Sys)

proporcionou queda nas estimativas de §j, H (obtido pelo programa
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GENES) e H,. Fendbmeno semelhante foi observado com as populacdes F..
Pela teoria de genética de populacbes € sabido que a cada geracdo de
autofecundacao reduz-se a metade a quantidade de genétipos heterozigotos
e, consequientemente, a riqueza genotipica (H’) dessas populacdes diminui
(Figura 2).

As populagées F> (Fzpp € F2mp), comparadas aos respectivos

hibridos F1 e as geracfes F, subseqlentes, exibiram maior §j, H’ (Figura 2)

e Ho. Populagbes F, sdo detentoras de maior variabilidade genética, ou seja,
amostra de gendtipos. Se esta populacdo F, € oriunda da autofecundacéo
de uma populacéo Fi, cujos genitores sdo homozigotos contrastantes, para
um loco codominante a segregacao sera de 1:2:1 (Schuster & Cruz, 2004) e,
assim, todas as formas genotipicas estardo presentes.

Nos retrocruzamentos, houve tendéncia dos indices gj, PIC, H e H,

decrescerem ao longo das geracdes. As populacdes de retrocruzamento
oriundas do genitor recorrente P3 (RCzipp @ RCzapp € RCzimp @ RCazamp),
apresentaram superioridade em todos os indices em relacdo aquelas cujo
genitor recorrente foi P1 (RCiipp @ RCispp € RCiimp @ RCuamp) (Tabela 8).
Espera-se que cada geracao t de retrocruzamento seja similar ao genitor
recorrente na ordem de 1 — (1/2)"*, ou seja, esta é a proporcdo média de
recuperacdo do genoma recorrente. Se for considerado que as populacdes
genitoras contrastam em /_ locos, apés t geracdes, na auséncia de selecéo,

2l —1

L

ter-se-a dos individuos homozigotos idénticos ao genitor

c

recorrente nos /_ locos contrastantes (Borem, 1998).

O indice Shannon-Wiener (H’), também conhecido como indice
Shannon-Weaver é um indice bastante utilizado em estudos ecoldgicos, em
que se deseja avaliar a biodiversidade dentro de uma area, ou seja, a
rigueza de espécies. No entanto, tem sido empregado especificamente em
estudos genéticos (Holcomb et al.,, 1977; Picoli et al., 2004) como uma
medida de diversidade dentro da populacdo e se assemelha a um indice de
riqgueza genotipica. O valor maximo de H' (H'ma) ocorre quando se tem

freqliéncias genotipicas iguais no loco e pode ser definido como H'nax =
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log(nc), em que nc € 0 numero de classes genotipicas observadas. Assim, 0s
valores de H’ se distribuem no intervalo de 0 a log(n;). Quando se deseja
que H'max seja igual a unidade (1), normaliza-se seu valor dividindo-o por
log(n:). Sugere-se que o logaritmo seja com base 2, base e (logaritmo
neperiano) ou base 10 (Alfenas et al., 1991), o que pode explicar as
diferencas para os valores médios de H’, realizados no programa GENES e
POPGENE (Tabela 8). Vale ressaltar a importancia de indices genotipicos,
principalmente em estudos de melhoramento de plantas. A selegéo artificial
atua diretamente no organismo ao nivel genotipico (Hedrick, 1971), portanto,
medidas de diversidade génica nem sempre sao capazes de contabilizar e
discernir a variabilidade genotipica entre ou dentro de popula¢des. Para um
determinado loco, duas populacdes podem ter as mesmas frequéncias
alélicas, mas possuirem diferentes arranjos genotipicos.

Além da heterozigosidade, € comum usar o contetdo de informacéo
de polimorfismo (PIC) para quantificar o polimorfismo genético do loco na
populacdo. Botstein et al. (1980) originalmente definiram valores de PIC
como a probabilidade de um loco (marcador) ser informativo em condi¢cdes
de acasalamento ao acaso. Este conhecimento é bastante relevante ao
mapeamento genético, pois acredita-se que quanto maior o valor de PIC,
maior sera o contetido de informacgéo de ligagao (Liu, 1997).

Para um loco cujas frequéncias alélicas sao iguais, a expressao de

he fica reduzida a 1 — 1/a; e de PIC = 1 - (1/a, - 1/a’ +1/a]), em que a; é 0
namero de alelos no loco j. Nesta situacdo, o valor de PIC é sempre inferior
a heterozigosidade esperada maxima. No entanto, quanto maior for o

numero de alelos,mais o valor de PIC se aproximara de h,. As informacges

da Tabela 9 ajudam a compreender este fato. Por exemplo, na populacéo
Hosmp), O loco 3 possui apenas dois alelos, com frequéncias 0,4775 e

0,5225. Ja o loco 9 possui cinco alelos, com freqténcias 0,4025, 0,2725,
0,2800, 0,0125 e 0,0325 (dados nao apresentados). No loco 3, ﬁe e PIC
assumiram os valores de 0,4989 e 0,3745, respectivamente. O loco 9

apresentou ﬁe = 0,6841 e PIC = 0,6341. Percebe-se que a menor diferenca

entre h, e PIC foi para o loco com maior niumero de alelos.
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Tabela 9. Estimativas de frequéncias alélicas, heterozigosidade esperada

(ﬁe#) e conteudo de informacdo polimorfica (PIC) para dois locos da

populagéo Hazmp)

Loco
Frequéncia 3 9
alelo 1 0,4775 0,4025
alelo 2 0,5225 0,2725
alelo 3 - 0,2800
alelo 4 - 0,0125
alelo 5 - 0,0325
PIC 0,3745 0,6341
h 0,4989 0,6841

e

Estimador viesado

Na tabela 10 sdo apresentadas as estimativas do indice de

fixacdo/endogamia (f) e heterozigosidade esperada (ou diversidade génica,

He €, ou, 5].) para os 20 locos simulados. O indice f foi estimado por quatro

maneiras diferentes: método dos momentos (f°); baseado nas
heterozigosidades (f); segundo Weir & Cockerham (1984) (f £) e Robertson
& Hill (1984) (f¥).

Quando o0s cruzamentos, em uma populacdo, ocorrem entre
individuos aparentados, chama-se a este padrdo de acasalamento de
endogamia (Falconer, 1987; Hartl & Clark, 1997). Embora os diferentes
estimadores de f tenham assumido diferentes estimativas para as
populacBes, quando f¢ ¢ e f* foram ordenadas de forma crescente (ou
decrescente) seguiram a uma mesma ordem para as geragOes de
autofecundacao (P2S1 a P2S4), Fn (F2pp) @ Fap) € Fomp) @ Famp)) € hibridos Fy
(Hizpp, Hizmp, Haiszpp, Hizmp, Hozpp € Hoazmp). Para  as populacdes
anteriormente referidas alteraram poucas posicbes no ordenamento. Em
relacdo as demais populagdes houve maior alternancia no ordenamento das

populacoes.
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Tabela 10. Estimativas do indice de fixacéo (f) e heterozigosidade esperada (He € 5].)

obtidas a partir de 20 locos codominantes e multialélicos para 42 populacdes de

melhoramento geradas via simulagao

~ 2,6 €45 £3 ¥3 #4,5,6,7 ##81,2,5,7 —
Populacdes fe f f f He He D, #i 06
P, 0,0519 0,0367 0,0392 0,0255 0,3035 0,3042 0,3027
P, -0,0064 -0,0115 -0,0090 -0,0056 0,3276 0,3284 0,3268
Ps -0,0399 -0,0361 -0,0337 -0,0153 0,4458 0,4470 0,4448
P.a; 0,0058 0,0087 0,0112 0,0085 0,2940 0,2947 0,2932
P.a; 0,0320 0,0253 0,0278 0,0169 0,3109 0,3117 0,3101
P.a, 0,0061 0,0037 0,0062 -0,0006 0,3068 0,3076 0,3061
P,as -0,0114 -0,0144 -0,0119 -0,0144 0,3117 0,3125 0,3109
P.a, 0,0220 0,0099 0,0124 0,0097 0,3144 0,3152 0,3136
Psa; 0,0015 0,0021 0,0046 0,0010 0,4436 0,4447 0,4425
Pos, 0,4795 0,4777 0,4796 0,4759 0,3969 0,3382 0,3361
P,s, 0,7592 0,7583 0,7593 0,7597 0,3349 0,3357 0,3334
P,s; 0,8702 0,8716 0,8722 0,8838 0,3375 0,3383 0,3359
Pss, 0,9342 0,9305 0,9308 0,9363 0,3366 0,3374 0,3349
P,ss 0,9624 0,9597 0,9599 0,9670 0,3376 0,3384 0,3359
H12pp -0,1993 -0,1667 -0,1643 -0,1142 0,4306 0,3885 0,3868
H1iomp -0,1924 -0,1627 -0,1603 -0,1179 0,3894 0,3904 0,3886
Hi3pp -0,1937 -0,1899 -0,1876 -0,1579 0,4607 0,4618 0,4597
Hiamp -0,2018 -0,1971 -0,1948 -0,1649 0,4665 0,4677 0,4656
Ha3pp -0,1604 -0,1471 -0,1447 -0,0799 0,4618 0,4629 0,4608
Fapn) 0,4435 0,4557 0,4577 0,4749 0,4647 0,4658 0,4630
Fap) 0,7367  0,7455  0,7466  0,7809  0,4633 0,4644  0,4612
Fapp) 0,8625 0,8688 0,8694 0,8946 0,4614 0,4625 0,4592
H23(mp) -0,1524 -0,1431 -0,1407 -0,0741 0,4723 0,4735 0,4713
Fo(mp) 0,4358 0,4361 0,4381 0,4414 0,4697 0,4709 0,4680
Famp) 0,7143 07180 07192 07535  0,4723 0,4734  0,4702
Famp) 0,8603 0,8597 0,8604 0,8913 0,4704 0,4716 0,4682
RCi1pp -0,0469 -0,0591 -0,0566 -0,0484 0,4100 0,4110 0,4090
RCi2pp 0,0089 0,0093 0,0118 0,0085 0,3590 0,3599 0,3581
RC13pp 0,0232 0,0174 0,0199 0,0099 0,3311 0,3319 0,3303
RC14pp 0,0156 0,0051 0,0076 0,0086 0,3189 0,3197 0,3181
RC11mp -0,0526 -0,0630 -0,0606 -0,0550 0,4057 0,4067 0,4047
RC12mp -0,0119 -0,0286 -0,0261 -0,0281 0,3615 0,3624 0,3606
RC13mp -0,0047 -0,0046 -0,0021 0,0018 0,3232 0,3240 0,3224
RC14mp -0,0039 -0,0134 -0,0109 0,0006 0,3137 0,3145 0,3129
RC3z1pp -0,0082 -0,0124 -0,0099 0,0021 0,4779 0,4791 0,4767
RCs2pp -0,0003 -0,0051 -0,0026 -0,0052 0,4655 0,4666 0,4643
Rngpp 0,0056 0,0053 0,0079 0,0029 0,4544 0,4555 0,4533
RCsapp 0,0435 0,0328 0,0353 0,0240 0,4502 0,4513 0,4490
RC31mp -0,0487 -0,0499 -0,0474 -0,0404 0,4754 0,4766 0,4743
RCsomp -0,0210 -0,0233 -0,0208 -0,0207 0,4626 0,4638 0,4615
RC3szmp -0,0240 -0,0261 -0,0236 -0,0268 0,4545 0,4556 0,4533
RCsamp 0,0175 0,0085 0,0110 0,0025 0,4533 0,4544 0,4521

Programas utilizados: "Arlequin; “‘GDA; °‘GENEPOP; "GENES; >POPGENE; *PowerMarker; 'TFPGA.
* Estimador viesado; ™ Estimadores n&o viesados; ® %*’ Fator de correcdo 2N/(2N; — 1) e * Fator de
correcao N/(N; - 1); ¢ Fator de correcdo 1 — [(1 + f)/2n].

¢ Estimador obtido pelo método dos momentos; ¢ Estimador baseado nas heterozigosidades
observada e esperada; £ Estimador obtido conforme Weir & Cockerham (1984); ¥ Estimador obtido
conforme Robertson & Hill (1984).
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As estimativas dos indices de fixagcdo/endogamia (¢ € f £ e f ¥) para
uma mesma populacdo, apresentaram menores diferencas entre si quando
as populacdes foram geradas por autofecundacdo, ou seja, para aquelas
endogamicas. Notou-se que as estimativas de Robertson & Hill (f ¥) diferiram
das de Weir & Cockerham (f £) quando o loco possuia mais de dois alelos.
Weir & Cockerham (1984) desenvolveram a técnica que estima o coeficiente
de fixacdo/endogamia dentro da populacdo para cada alelo. O estimador
pelo método dos momentos é ponderado para a média dos locos, em que
soma-se 0 humerador e o denominador, para se obter o quociente médio
dos locos. O indice f de Robertson & Hill é baseado na distribuicdo dos
desvios das proporcées do EHW.

O indice de fixacdo/lendogamia € um dos parametros mais
importantes em genética de populagcdes, por medir o balanco entre
homozigotos e heterozigotos nas populagdes. A explicacdo para populacdes
ou espécies que contém maior namero de locos em homozigose e menor em
heterozigose, deve estar associada ao sistema reprodutivo e, ou, a deriva
genética (Kageyama et al., 2003). O principal efeito da endogamia € diminuir
a heterozigosidade da populacdo, quando comparada a heterozigosidade
esperada. Em termos biolégicos, € possivel quantifica-la pela comparacéo
das proporcdes de heterozigotos observados e heterozigotos esperados ().
Dentro deste conceito, a estimativa do coeficiente f possibilita mensurar a
deficiéncia ou excesso de heterozigotos nas populacdes. Valores negativos
sao indicativos de que existe um excesso de heterozigotos na populacao.
Embora nas populacdes base P, e P3 tenha sido estimado valores negativos
(-0,0064 e -0,0399, respectivamente) estes ndo sdo valores tdo expressivos
a ponto de qualificar as populacdes como detentoras de excesso de
heterozigotos. No entanto, €& provavel que elas apresentem mais
heterozigotos do que P;. Por analogia pode-se ter uma mesma visao das
estimativas de f nas populagcdes de retrocruzamento. Mesmo existindo
valores positivos e negativos, a exemplo das populagdes RCismp (-0,0039),
RCs2pp (-0,0003) e RCizpp (0,0089), RCszpp (0,0056), estes podem ser
considerados insignificantes e, consequentemente, o efeito da endogamia

sobre elas ser desprezivel.
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Nos hibridos F; as estimativas de f foram negativas e de magnitude
elevada (-,01524 a -0,2018). Nestas populacbes observa-se maior
heterozigosidade observada (H,) do que heterozigosidade esperada (He).
Por outro lado, as geracdes de autofecundacéo (P2s: e P,S4) € segregantes
Fn apresentaram aumento progressivo do coeficiente f e diminuicdo de H,
(Tabela 8, 10 e Figura 3). Nas populacbes base e de acasalamento ao acaso
a igualdade nas estimativas de He. e H, estdo de acordo com o esperado
(Figura 3). Segundo Fukunaga et al. (2005) as discrepancias entre
heterozigosidade esperada e observada podem ser devido ao drop-out do
alelo (falha de um alelo) durante a amplificacdo na reacdo de PCR;
estruturacdo da populacdo e endogamia. Em espécies em que ha auto-
incompatibilidade e a reproducdo é exclusivamente assexuada, verifica-se
altos niveis de heterozigosidade observada, a exemplo do pomelo (Barkley
et al., 2006).

De acordo com Weir (1996) a freqiéncia de heterozigotos € uma
maneira de representar a existéncia de variagdo genética, desde que
carreguem diferentes alelos. No entanto, ha situacbes em que a variacéo ¢é
resultante da presenca continua de diferentes homozigotos, a exemplo das
populacdes de autofecundacdo. Nessa condigdo, o termo diversidade génica
torna-se mais apropriado.

As medidas viesadas e nao viesadas de heterozigosidade esperada,

ou diversidade génica (He e 5].) nao apresentaram discrepancias em suas

magnitudes quando comparadas em uma mesma populacdo, mantendo

ordenamento das populagdes bem similar. Na verdade o valor esperado de

D, para um determinado loco, numa populagéo qualquer, possui um viés de

1-1[(1 +f) 2Nj] (Weir, 1996). Para populacdes ndo endogamicas (f = 0) esse
viés é igual a (2N; — 1)/2N; e para popula¢des endogamicas (f = 1) esse viés
é (Ni — 1)/N;, o que justifica os fatores de correcéo utilizados nos estimadores
nao viesados de diversidade génica. Os estimadores de H. corrigidos pelos
fatores Ni/(Ni — 1) e 2Ni/(2N; — 1) apresentaram 0S mesmos valores,
considerando as quatro casas decimais, em funcdo do tamanho amostral

das populagdes (Tabela 10).
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Figura 3. Estimativas da heterozigosidade esperada (H. — estimador viesado),
heterozigosidade observada (H,), indice de fixacdo/endogamia (f — estimador baseado
nas heterozigosidades) e conteddo médio de informacao polimérfica (PIC) obtidas a partir
de 20 locos codominantes e multialélicos para 42 populacdes de melhoramento geradas
via simulagdo. Visualizacdo grafica disponibilizada pelo programa GENES.
Representagdo das populag¢des no grafico: P4 — Pja;; P5 - Pjay; P6 - Pia,; P7 - Pias; P8 -
Pias; P9 — P3ay; P10 — P2sy; P11 — PySy; P12 — Poss; P13 — Pyss; P14 — PoSs; P15 — Higpp,
P16 — H12mp; P17 — Hl3pp; P18 — H13mp; P19 - H23pp; P20 — F2(pp); P21 - Fg(pp); P22 - F4(pp);
P23 — Haamp; P24 — Fomp); P25 — Famp)y; P26 — Famp); P27 — RCiipp; P28 — RCyopp; P29 —
RCi3pp; P30 — RCigpp; P31 — RCyimp; P32 — RCiomp; P33 — RCizmp; P34 — RCyamp; P35 —
RCasipp; P36 — RCaypp; P37 — RCsspp; P38 — RCaspp; P39 — RCaimp; P40 — RCapp; P41 —
RC33mp; P42 — RC34mp.

Como esperado a populacdo P3 foi a que apresentou 0s maiores
valores de diversidade génica, dentre as populacdes base. As populagbes

de autofecundacdo apresentaram estimativas de H. e Bj ligeiramente
maiores que as populacdes de acasalamento ao acaso e P,. Este fato pode

ser explicado pela composicdo homozigota diversificada dessas populacdes

(Weir, 1996). A condigao de acasalamento ao acaso manteve os valores de

He € Bj inalterados ao longo das geracoes.
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Populacdes hibridas oriundas do cruzamento P; x P3; e P, X P3

apresentaram maiores estimativas de heterozigosidade esperada. As
estimativas de He e Bj tiveram um ligeiro decréscimo com os avan¢os das
geracoes de retrocruzamento. A diversidade génica nas populacdes F; e F,

foram semelhantes, mas a variagcdo genética das populacbes hibridas e

geracdes F, tem origens diferentes.

Segundo Ott (1992) um loco é considerado polimorfico se ﬁe >0,1e

altamente polimorfico se ﬁe > 0,7. Isto implica dizer que um marcador é
considerado polimorfico quando o alelo mais frequente tem frequéncia
inferior a 0,95, pois h, 1-0,95> 0,1.

O nivel de heterozigosidade esperada depende e muito do tipo de

marcador utilizado e, obviamente, das populacdes estudadas. Gimenes &

Lopes (2000), utilizando nove marcadores isoenzimaticos, em 15 populacdes
(racas) de milho, obtiveram na média das populacdes I:|e: 0,195. Zheng &

Ennos (1999) estudando amostras de sementes de popula¢cdes naturais de

duas variedades de Pinus caribaea Morelet, a partir de 8 locos
isoenzimaticos, obtiveram H, = 0,26, considerada em nivel alto. Em espécies

arbdreas tropicais de diferentes estados sucessionais foram obtidos valores
de heterozigosidades observada e esperadas de 0,132 a 0,907 (kageyama
et al., 2003). Melo Junior et al. (2004) estudando popula¢gdes naturais de
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) com isoenzimas, obtiveram
elevadas estimativas de H. (0,45 a 0,53) e H, (0,583 a 0,817). Takezaki &
Nei (1996) definiram niveis de heterozigosidade esperada entre 0,16 e 0,5
para o modelo mutacional de alelos infinitos (IAM) e 0,5 a 0,8 para o modelo

mutacional stepwise (SMM) em um estudo de simulacdo. Segundo os

autores, para IAM, o valor de I:|e: 0,5 representa um alto nivel de

heterozigosidade e I:|e: 0,16 um baixo nivel de heterozigosidade,

considerando marcadores genéticos classicos. No caso de locos
microssatélites, a heterozigosidade esperada média encontra-se geralmente

entre 0,5 e 0,8. Dentro dos niveis apresentados na literatura, pode-se dizer
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que todas as populacbes simuladas apresentaram heterozigosidade
esperada mediana a alta.

As pequenas variacbes de He entre as populagbes base e as
respectivas geracfes de acasalamento ao acaso podem ser devido a
flutuacdo de frequéncias alélicas. durante o processo de simulacdo, os
individuos das populagdes, inclusive as de acasalamento ao acaso, nao
estavam livres de autopolinizacdo, embora pouco provavel, dado o tamanho
amostral (N; = 200) simulado. Este foi um aspecto importante no processo de
simulacao, pois o tornou mais proxima de situacoes realisticas.

Nas hibridacdes planta a planta e por mistura de pdélen ndo foram
observadas diferencas expressivas nas magnitudes dos indices estudados
(Tabelas 5, 7, 8 e 10).

Na Tabela 11 estdo presentes as estimativas de correlacdo de

Pearson e de Spearman entre as medidas descritivas. As estimativas das
duas correlagdes para A, A, A, Pa, PLP, A_, g, PIC, H' e H, (ou D;) foram

todas positivas e de magnitudes medianas a altas entre si, sendo as
correlagbes de Pearson significativas (P < 0,05). As excecdes foram as
correlagbes com o coeficiente de fixacdo/endogamia (f) e heterozigosidade
observada (H,), sendo estas baixas e nao significativas. Apenas Ae, PIC, H’
e H. apresentaram correlacdbes medianas e significativas com a
heterozigosidade observada. Ainda, A, apresentou baixas correlacbes com a

diversidade génica (D, ).

Entre H, e f as estimativas de correlacdo foram negativas, altas
(-0,91 e -0,93) e significativas (P < 0,05). O indice de fixacdo ndo se
correlacionou com as demais estatisticas descritivas. Desvios nas
proporcdes do EHW sao originados do coeficiente de endogamia (f), que
diferente de zero, causa o desequilibrio dentro do loco (Falconer, 1987; Weir
1996; Hartl & Clark, 1997). Portanto, a auséncia ou fraca associacdo de H, e
f com as demais medidas descritivas, que se mostraram altamente
correlacionadas com a heterozigosidade esperada, se justifica.

Nybom (2004) compilou 307 trabalhos, publicados de 1993 a 2003,
usando marcadores moleculares para avaliacdo da diversidade genética

entre e dentro de populacdes em espécies silvestres de angiospermas e
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gimnospermas. Ele explica que um aumento da populacdo analisada leva a
um aumento no numero de alelos computados, estando assim
correlacionado com a diversidade dentro de populacdo. O autor ainda
verificou que o numero de locos microssatélites estudados teve um efeito
negativo em He, possivelmente, porque o0s pesquisadores tendem a
investigar mais locos nos taxon, onde cada loco exibe pouco polimorfismo. O
namero de alelos tem um efeito positivo tanto em He quanto em H,,
possivelmente porque locos altamente heterozigotos permitem a deteccdo
de um numero maior de alelos por loco.

Estes indices de diversidade ndo podem ser comparaveis entre
estimativas obtidas via marcadores isoenzimaticos e microssatélites, pois o
poder da técnica de microssatélites em detectar diferentes alelos nos locos,

€ muito superior as isoenzimas (kageyama et al., 2003).
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Tabela 11. Estimativas do coeficiente de correlacdo de Pearson (abaixo da diagonal) e correlacdo de Spearman (acima da diagonal)

para 19 medidas descritivas da variabilidade genética intrapopulacional a partir das observa¢cées médias de 20 locos em 42 populactes

de geradas via simulagao

A
A
A

Aj

1,00
0,98*
0,85*

0,77*
0,98*
0,78*

0,89*
0,82*

0,89*

0,87*
0,81*
0,82*
0,65*
0,12
0,14
0,19
0,79*
0,76*

0,56*

A

0,96
1,00
0,86*

0,80*
1,00*
0,82*

0,88*
0,85*

0,89*

0,84*
0,81*
0,85*
0,68*
0,12
0,14
0,19
0,79*
0,79*

0,57*

Ar

0,82
0,85
1,00

0,57*
0,85*
0,75*

0,67*
0,53*

0,81*

0,62*
0,53*
0,56*
0,48*
0,17
-0,03
0,01
0,53*
0,53*

0,22

A

e

0,79
0,83
0,54

1,00
0,80*
0,79*

0,62*
0,90*

0,58*

0,74*
0,98*
0,98*
0,88*
0,40*
-0,07
-0,03
0,98*
0,99*

0,89*

Pa

0,96
1,00
0,85

0,83
1,00
0,83*

0,88*
0,85*

0,89*

0,84*
0,81*
0,85*
0,68*
0,12
0,14
0,19
0,80*
0,80*

0,58*

PLP*

0,82
0,88
0,75

0,80
0,88
1,00

0,47
0,81*

0,51*

0,69*
0,76*
0,80*
0,77
0,36*
-0,12
-0,10
0,77
0,80*

0,46*

N #
Ap

0,86
0,82
0,59

0,66
0,82
0,62

1,00
0,72*

0,94*

0,76*
0,67*
0,70*
0,45*
-0,09
0,31*
0,37*
0,64*
0,61*

0,57*

PLP*

0,80
0,83
0,52

0,84
0,83
0,85

0,79
1,00

0,59*

0,78*
0,91*
0,95*
0,81*
0,28
0,04
0,07
0,90*
0,92*

0,79*

N
Ap
0,83
0,83
0,80

0,63
0,83
0,63

0,80
0,57

1,00

0,71*
0,59*
0,63*
0,39*
-0,13
0,32*
0,37*
0,57*
0,56*

0,44*

g

0,85
0,79
0,56

0,78
0,79
0,69

0,77
0,76

0,65

1,00
0,80*
0,80*
0,78*
0,10
0,15
0,18
0,79*
0,76*

0,62*

PIC

0,81
0,82
0,50

0,97
0,82
0,78

0,74
0,89

0,63

0,86
1,00
0,98*
0,86*
0,35*
0,01
0,04
1,00*
0,98*

0,89*

H,3

0,83
0,85
0,55

0,97
0,85
0,80

0,77
0,90

0,67

0,87
0,99
1,00
0,87*
0,31*
0,03
0,07
0,98*
0,99*

0,89*

H

0,68
0,72
0,43

0,83
0,72
0,71

0,55
0,77

0,44

0,82
0,84
0,84
1,00
0,60*
-0,34*
-0,32*
0,88*
0,89*

0,75*

Ho

0,32
0,39
0,18

0,40
0,39
0,38

0,16
0,38

0,08

0,20
0,36
0,31
0,56
1,00
-0,93*
-0,91*
0,37*
0,37*

0,28

fC

-0,24
-0,31
-0,18

-0,20
-0,31
-0,29

-0,12
-0,30

-0,01

-0,03
-0,18
-0,13
-0,35
-0,91
1,00
1,00*
-0,02
-0,03

0,05

f¥

-0,22
-0,29
-0,15

-0,17
-0,29
-0,28

-0,12
-0,30

0,02

-0,01
-0,16
-0,11
-0,33
-0,90
0,99
1,00
0,01
0,01

0,08

HE

0,79
0,81
0,50

0,98
0,81
0,76

0,69
0,85

0,61

0,84
0,98
0,97
0,85
0,37
-0,18
-0,15
1,00
0,99*

0,90*

He®

0,77
0,81
0,50

0,99
0,81
0,78

0,68
0,85

0,61

0,82
0,98
0,98
0,85
0,38
-0,18
-0,16
1,00
1,00

0,90*

~ ¢
D;

0,58
0,60
0,20

0,86
0,60
0,53

0,58
0,77

0,39

0,72
0,88
0,86
0,79
0,36
-0,18
-0,14
0,87
0,87

1,00

KJ-: namero médio de alelos por loco; A:: nimero total de alelo na populagdo; A:: niUmero de alelos raros, Ag: nimero efetivo total de alelos; P,: proporgéo de alelos na populagéo;

PLP: proporcao de locos polimorficos; Kp : numero médio de alelos por loco polimdrfico; g;: nimero médio de gendtipos por loco; PIC: contelido médio de informagé&o polimorfica, H.

indice Shannon-Wiener; Ho: heterozigosidade observada média; f: indice de fixagdo/endogamia; He € Bj : heterozigosidade esperada.

*Considerado polimérfico o loco em que o alelo mais comum tem freqiiéncia menor que 99%; " Loco em gue o alelo mais comum tem freqiiéncia menor que 95%.
% Obtido pelo programa GENEPOP; “ Obtido pelo programa GENES; ¢ Estimador obtido pelo método dos momentos; ¥ Estimador obtido conforme Robertson e Hill (1984).
*(P < 0,05); *Estimador viesado; SEstimador ndo viesado com fator de correcio 2N/(2N; — 1); ® Estimador ndo viesado com fator de correcdo 1 — [(1 + f)/2n], com f .
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4.1.2. Tamanho efetivo populacional

A maneira mais conveniente de tratar um desvio particular da
estrutura de reproducao idealizada € expressar a situacdo, em termos do
namero efetivo de individuos que se acasalam, ou melhor, o tamanho efetivo
da populagcédo (Falconer, 1987). A compreensdo do tamanho efetivo é
oportuna no sentido do planejamento dos esquemas de acasalamento,
visando reduzir a endogamia em populacgdes finitas.

Tamanho efetivo de populacdo representa o numero de individuos
qgue contribuem efetivamente para a variancia de amostragem, ou taxa de
endogamia, desde que acasalados de acordo com as premissas da
populacdo idealizada (auséncia de selecdo, migracdo e mutagcdo) e
panmitica.

A Tabela 12 apresenta as estimativas do tamanho efetivo (N¢) de
cada populacdo. Interpreta-se que a populagcdo constituida a partir de 200
individuos proporciona valor de variancia das frequéncias alélicas ou da taxa
de endogamia equivalente a fornecida pelo intercruzamento de N, individuos
da populacéo idealizada.

As populacdes base P;, P,, P3, as de acasalamento ao acaso, P.a;
a Psai, e de retrocruzamento, RCiipp @ RCiamp, tiveram seus tamanhos
efetivos mais proximos do tamanho amostral (N; = 200) quando comparadas
as demais populacdes. Esta proximidade ocorrente nas populacdes base e
de acasalamento ao acaso é porque elas atendem aos pressupostos de uma
populacdo idealizada de cruzamentos aleatérios. Concomitantemente,
quando o valor do coeficiente de fixagcdo/endogamia (f) € negligenciavel, o
valor de N, praticamente se iguala ao numero de individuos amostrados
(Moraes et al., 1999; 2002).

As populagdes de retrocruzamento com 0s avangos das geragoes se
tornam mais similares geneticamente em relacéo as respectivas populacdes
base recorrentes. Ap6s um numero suficiente de retrocruzamentos, as
progénies serdo heterozigotas para os alelos em transferéncia, mas
homozigotas para todos aqueles cujo genitor recorrente € homozigoto
(Borém, 1998). Com o avanco das geracfes de retrocruzamento, sugere-se

um aumento de cruzamentos endogamicos. Como N, € inversamente
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Tabela 12. Estimativas dos tamanhos efetivos (N¢*) das 42 populagdes simuladas,
obtidas a partir dos diferentes estimadores de coeficiente de fixagdo/endogamia

intrapopulacionais (f)

Populagéo Ne ¢ N, € N £ Ne ¥
P 190,13 192,92 192,46 195,03
P, 201,29 202,33 201,82 201,13
Ps 208,31 207,49 206,98 203,11

Pia; 198,85 198,28 197,78 198,31
P.a; 193,80 195,06 194,59 196,68
P,a, 198,79 199,26 198,77 200,12
P,as 202,31 202,92 202,41 202,92
P.a, 195,69 198,04 197,55 198,08
Psa; 199,70 199,58 199,08 199,80
P,s; 135,18 135,35 135,17 135,51
P,s, 113,69 113,75 113,68 113,66
P,s; 106,94 106,86 106,83 106,17
Pss, 103,40 103,60 103,58 103,29
P,sg 101,92 102,06 102,05 101,68
H12pp 249,78 240,01 239,32 225,78
H1omp 247,65 238,86 238,18 226,73
Hiz0p 248,05 246,88 246,18 237,50
Hizmp 250,56 249,10 248,39 239,49
Ha3pp 238,21 234,49 233,84 217,37
Faop) 138,55 137,39 137,20 135,60
Faoe) 115,16 114,58 114,51 112,30
Facop) 107,38 107,02 106,99 105,56
H23(mp) 235,96 233,40 232,75 216,01
Fomp) 139,30 139,27 139,07 138,75
Famp) 116,67 116,41 116,33 114,06
Fa(mp) 107,51 107,54 107,50 105,75
RCi1pp 209,84 212,56 212,00 210,17
RC12pp 198,24 198,16 197,67 198,31
RCispp 195,47 196,58 196,10 198,04
RC1app 196,93 198,99 198,49 198,29
RC1iimp 211,10 213,45 212,90 211,64
RC1omp 202,41 205,89 205,36 205,78
RCi3mp 200,94 200,92 200,42 199,64
RC1amp 200,78 202,72 202,20 199,88
RC3s1pp 201,65 202,51 202,00 199,58
RCs2pp 200,06 201,03 200,52 201,05
RCa3pp 198,89 198,95 198,43 199,42
RCaapp 191,66 193,65 193,18 195,31
RCs1mp 210,24 210,50 209,95 208,42
RCsamp 204,29 204,77 204,25 204,23
RCsamp 204,92 205,36 204,83 205,51
RCsamp 196,56 198,31 197,82 199,50

# Ne = Ny/(1 + f), metodologia apresentada por Vencovsky (1997), em N; é o tamanho amostral
da populacéo.

¢ Coeficiente de fixacdo/endogamia (f) obtido pelo método dos momentos; € f estimado pelas
heterozigosidades observada e esperada; £ Estimador obtido conforme Weir e Cockerham
(1984); " Estimador obtido conforme Robertson e Hill (1984).
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proporcional ao coeficiente de endogamia, justifica-se a queda no tamanho
efeitvo ao longo das geracdes de retrocruzamento, embora os coeficientes f
ao longo das geragcfes nao tenham sido expressivamente maiores que zero
(Tabela 10), uma vez que as populacbes recorrentes P, e Pz foram
simuladas nas condic6es de EHW.

As populagdes que sofreram autofecundacgdes, como P,s; a P2s, e
Fopp) @ Fapp) € Fomp) @ Famp) tiveram os menores tamanhos efetivos, em
consonancia aos estudos realizados por Moraes et al. (1999) e Moraes et al.
(2002) em populagdes naturais de Cryptocarya Aschersoniana (Lauraceae) e
Cryptocarya moschata Nees (Lauraceae), respectivamente. Ao contrario,
populacdes hibridas (Hizpp, Hi2mp, Hispp, Hismp, H2spp € Hasmp) apresentaram
0s maiores valores de Ne. Cruzamentos mais contrastantes, ou seja, Hizpp,
Hiomp, Hizpp € Hiazmp proporcionaram valores de Ne ainda mais elevados.
Melo Juanior et al. (2004) estudando 5 populacdes naturais de pequizeiro
(Caryocar brasiliense Camb.) obtiveram a maioria das relacées Ne/N;
superiores a unidade, sugerindo que os valores de N. representam,
geneticamente, populagcbes com grande potencial panmitico. Por
consequéncia, afirmaram a inexisténcia de endogamia nessas populacdes,
uma vez que o tamanho efetivo calculado para cada uma delas foi superior
ao numero de individuos amostrados. Além disso, as taxas de
heterozigosidade foram altas, a semelhanca do presente estudo (Tabela 8 e
10). Os heterozigotos por carregarem dois alelos diferentes por loco,
representam um maior numero de individuos na populacdo (Pévoa, 2002).

As populagdes Hizpp € Hazpe tiveram seus tamanhos efetivos
ligeiramente superiores aquelas obtidas por mistura de pélen (Hizmp € Hazmp)-
Populacdes de retrocruzamentos de hibridacdo por mistura de poélen
apresentaram regularmente N¢'s superiores as respectivas populagbes de
retrocruzamento de planta a planta, a semelhanca do ocorrido com o0s
hibridos Hizpp € Hizmp.

Em virtude do tamanho amostral utilizado, diferencas entre o
tamanho efetivo de uma populacao obtida por hibridacdo planta a planta e
por mistura de pélen ndo foram efetivamente constatadas. No entanto,
populacdes pequenas, que geram progénies de irmaos-completos

(cruzamentos planta a planta) terdo menor pool genético do que as de
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meios-irmaos (cruzamentos por bulk, ou mistura de pdlen). Sebbenn et al.
(2005) observaram que em populagdes nédo exploradas de caixeta (Tabebuia
cassinoides (Lamarck) A. P. de Candolle), espécie arbérea tropical, o
tamanho efetivo reduziu-se devido a maior taxa de autofecundacéo e aos
cruzamentos planta a planta (irmaos-completos).

Para Vencovsky (1987) a questdo de coletar e preservar
germoplasmas ndo pode ser vista apenas sob a 6tica de alelos individuais.
Blocos génicos também tém grande importancia para o melhoramento, por
isso, manter tamanhos efetivos maiores, quando possivel, ndo deixa de ser

uma estratégia apropriada.

4.1.3. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Uma populacdo, suficientemente grande e sob acasalamento ao
acaso, mantém constantes suas frequiéncias génicas e genotipicas ao longo
de geracbes, na auséncia de migracdo, mutacdo e selecdo. Assim
freqiéncias genotipica sdo determinadas pelas frequéncias génicas
(Falconer, 1987). Estas premissas invocam o equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW).

Um dos modelos mais importantes na genética de populacbes é o
acasalamento ao acaso, 0 que significa que cada individuo tem igual
possibilidade de se acasalar com qualquer outro individuo da populagédo. Em
outras palavras, diz-se que o0s casais tém as mesmas frequéncias de se
acasalarem, como se fossem gerados pela “colisdo” aleatéria entre
individuos. Isto significa dizer que a chance de um organismo, de genotipo
definido, se acasalar com outro, é igual a frequéncia deste gendtipo na
populacdo (Hartl & Clark, 1997). No entanto, o ponto importante € que nao
havera tendéncias para que o acasalamento ocorra entre individuos com
genotipos semelhantes ou entre aqueles relacionados por ascendéncia
(Falconer, 1987).

O EHW foi testado em todas as populagbes, por trés diferentes

métodos: o teste de qui-quadrado (x*), o teste de razdo de verossimilhanca,
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conhecido como teste G e o teste exato de Fisher. No geral, os testes foram
concordantes quanto a deteccdo de (des)equilibrio nos locos simulados. A
excecao de poucos locos (Tabela 13), as populacdes base mostraram estar
realmente em EHW.

A grande maioria dos locos das populacdes de acasalamento ao
acaso também seguiram as propor¢des do EHW, conforme o esperado. Mas
em alguns poucos locos a hipétese de nulidade (Ho: EHW, ou encontro ao
acaso de gametas) foi rejeitada (P > 0,05). O loco 16 (Tabela 13), n&o
encontrava-se em desequilibrio na P, mas nas duas geracoes
subsequentes de acasalamento ao acaso (P.ai; e P.ay) encontrou-se em
estado de desequilibrio e nas duas ultimas geracdes (P.as e P»as), retornou
ao estado de EHW. A esta circunstancia, novamente, atribui-se ao processo
de simulacédo, onde ligeiras variacbes das frequéncias alélicas contribuiram
com este acontecimento.

Todas as populagcbes que passaram pelo processo de
autofecundacdo, foram unanimes quanto ao desequilibrio de seus locos
(dados néo apresentados). Isto porque, 0 excesso de genotipos
homozigotos, ou a deficiéncia de heterozigotos (Tabela 8 e Figura 3),
promovido pela endogamia, gera desvios nas propor¢bes do EHW (Rousset
& Raymond, 1995).

As populagdes hibridas, a exemplo de Hi,,,, apresentaram a maioria
dos seus locos em desequilibrio. Um fato interessante foi observado no loco
5, em desequilibrio nas populagbes P; e P,, passou a estar em EHW na
populacé@o hibrida Hiyp, (Tabela 13). Isto porque as frequéncias génicas no
loco 5 foram alteradas durante a hibridacdo, a ponto de caracterizar o loco
em estado de equilibrio. O EHW ocorrera para os genes em que ndo ha
diferencas de frequiéncias alélicas entre as populagfes cruzadas.

As populacdes de retrocruzamento tiveram a grande maioria dos
seus locos em equilibrio (dados nao apresentados). O processo de
hibridacao no retrocruzamento pode levar um loco ao EHW ou néo, o que vai
depender das combina¢cfes génicas e genotipicas entre o hibrido Fi, ou a
geracdo antecedente de retrocruzamento, e o0 genitor recorrente,
considerando ainda a nao execucdo de selecdo na populacdo de

retrocruzamento. Este fato pode ser constatado através das populacdes
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RCszapp € RCaump, que apresentaram diferentes locos em (des)equilibrio
(Tabela 13).

Tabela 13. Resumo da anélise de equilibrio de Hardy-Weinberg” (EHW) pelos
testes de qui-quadrado (a), razdo de verossimilhanca (b) e teste exato (c) para
as populacoes base (Pi1, P2 e P3), de acasalamento ao acaso (Piai, Pqa;, e
Psai), hibrida (Hizpp) € de retrocruzamento (RCszspp € RCaamp) €em 20 locos

codominantes e multialélicos gerados via simulagéo

Teste
Populagcdo Loco Graus de liberdade a b c
P, 2 3 ns ns w(L.2.7)
P> 5 10 %(4,6,7) ns il
P 10 6 *(4.56.7) *G5.7) *(1,3.6.7)
Ps 15 3 ns *(7) s
P.a; 7 1 *(4.5.6,7) ns *(2,7)
P.a; 19 3 ns *(7) ns
Poay 3 1 *(456.7) *(5.6.7) +12367)
P.a; 7 6 %(4,5,6,7) o= ns
Poa; 16 3 #(45.6.7) *(5.6) «(1.6)
P.a, 16 3 *(456,7) %(5.6) *@0,36,7)
Pss; 18 6 ns *(7) *1,2.6,7)
Hi2pp 1 3 *(4,56,7) %(5.6,7) *([0.2.36.7)
Hiopp 2 10 %(4,5,6,7) %(5,6,7) %(1,2,3,6,7)
Hi2pp 3 1 *(4,5,6,7) #(5.6.7) #(1.2.36.7)
H1zpp 4 6 *(4,5,6,7) %(5.6,7) %(1.2.3,67)
Hizpp 8 3 %(4,5,6,7) %(5.6,7) %(1,2367)
Hai2pp 9 6 ns *(7) «(1.2,7)
Hi2pp 11 3 %(4,5,6,7) %(5,6,7) %(1,2,3,6,7)
Hizpp 14 6 %(4,5,6,7) %(5.6,7) %(1,2,36,7)
Hi2pp 16 3 %(4,6,7) %(6.7) %(1,2,36,7)
Hizpp 18 6 *(4.5.6,7) *(5.6,7) %(1,3,6,7)
Hi2pp 19 3 %(4.56.7) %(5,6,7) %(1,2,36,7)
RCsupp 13 3 %(4.5,6,7) %(5.6.7) *1,2367)
RCaupp 16 10 ns *(7) ns
RCa4pp 17 6 *(4,5.6,7) ns %(2,6)
RCs4pp 18 6 ns *(7) *(1,2)
RCs4pp 19 3 %(4,5,6,7) %) %(1,2)
RCsapp 20 6 *(4,5,6,7) %(5) %(1,2,3,6,7)
RC3amp 4 3 %(4,5,6,7) %(5,6,7) % (1,2,3.6,7)
RCaamp 10 6 ns () =

Programas  utilizados: "Arlequin; “GDA; *GENEPOP; ‘GENES; >POPGENE; °PowerMarker;
TFPGA.

* Ho: EHW. *Valor de p obitdo a partir de 1000 dememorizagdes e 100 batches.

*(P < 0,05): ns (P > 0,05)
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Quando um loco em uma populacdo segue as proporcdes do EHW,
sugere-se que o(s) coeficiente(s) de desequilibrio (D’'s) dentro do loco
seja(m) igual(is) a zero. Portanto, o teste de hip6tese para o EHW pode ser
construido alegando-se que Ho: D = 0. Para grandes amostras, a estimativa
de verossimilhanca de D apresenta aproximadamente distribuicdo normal
(Weir, 1996). Como o quadrado de uma variavel normal padronizada possui
distribuicdo qui-quadrado com um grau de liberdade (Ferreira, 2005), os

desvios do EHW, podem ser testados pelo teste de qui-quadrado (x?).

Embora o indice de fixacdo/endogamia (f) reflita desvios do EHW, Weir
(1996) atribui desvantagem a este parametro em descrever tais desvios.
Segundo o autor, como o coeficiente f & estimado como razdes de
freqUéncias genotipicas, é dificil determinar as propriedades estatisticas
destas razdes. Testes estatisticos também podem ser definidos como razdes
de verossimilhanga (A), em que uma aproximacdo de X°> torna-se
apropriada a distribuicdo de A (Weir, 1996).

O problema que circunda estes dois testes € que eles sdo sensiveis
a pequenos valores esperados nas classes genotipicas. O que se tem feito
no teste de qui-quadrado € usar a correcdo de Yates (1934). Porém, em

situacdes de mudltiplos alelos, em que alguns possuem freqiiéncias bem
pequenas, a proposta de corre¢do ou até mesmo uso do X° classico pode

levar a resultados inadequados (Guo & Thompson, 1992). Outra solugéo
seria agrupar classes genotipicas de modo a aumentar o nimero esperado
de uma classe. Mas esta € uma solucao pobre do ponto de vista estatistico,
pois, obviamente ha perda de informacdo de classes genotipicas.
Alternativamente, a literatura tem adotado o teste exato de Fisher. Este teste
de probabilidade define um ordenamento crescente das probabilidades
condicionais [Pr(S)] de todas as possiveis amostras (arranjos genotipicos ou
tabelas de contingéncia 2 x 2), mantendo-se o numero observado de alelos
do loco (quantidade marginal da tabela de contingéncia). O valor de p esta
associado a soma de todas as Pr(S)’s menores que a Pr(S) do arranjo
genotipico observado.

O teste exato apresenta algumas particularidades interessantes: (a)

ndo faz uso de distribuicdo assintética; (b) é uma distribuicdo de
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probabilidade independente de parametros (desconhecidos) sobre a
hipétese de nulidade, um importante requerimento que junto com (a) leva ao
uso de distribuicbes condicionais particulares, como a apresentada por
Haldane (1954), que independe das frequéncias (alélicas e genotipicas)
paramétricas; e (c) usa as probabilidades de uma particular configuracéo
(arranjos genotipicos) como um teste estatistico (Rousset & Raymond,
1995).

Levene (1949) mostrou que probabilidades condicionais podem ser
obtidas por uma razdo de verossimilhanca entre a funcdo de
verossimilhanca de uma particular amostra S e a soma das funcbes de
verossimilhanca de todas as possiveis amostras. Assim a distribuicdo
condicional de qualquer estatistica sobre a hipétese de nulidade pode ser
computada. Diferentes testes estatisticos definem diferentes ordenamentos
de possiveis amostras, porém o valor de p é definido igualmente como a
soma de probabilidades exatas de amostras de ordem mais extrema, de
modo que todos os testes sdo exatos (Rousset & Raymond, 1995)

Outro problema surge quando o numero de individuos é elevado e
os locos investigados possuem varios alelos, de maneira que obter todas as
tabelas de contingéncia torna-se computacionalmente “impossivel”. Técnicas
de permutacdo, como métodos MCMC (método Monte Carlo e cadeia de
Markov) tem sido a alternativa mais viavel e utilizada pelos programas

computacionais da area de genética populacional (Guo & Thompson, 1992).

4.1.4. Desequilibrio gamético

O termo desequilibrio gamético também tem sido referido como
desequilibrio de ligacdo, desequilibrio de fase gamética e associacao alélica
(Flint-Garcia et al., 2003). Trata-se da associacao nao aleatoria de alelos de
diferentes locos nos gametas. Em uma populacdo panmitica, com locos
segregando independentemente, na auséncia de forcas evolutiva, locos
polimorficos estardo em equilibrio gamético (Falconer & Mackay, 1996). O
conhecimento do desequilibrio permite elucidar fenbmenos genéticos e

evolutivos ocorridos ao longo de geracdes em populagdes ou espécies.
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Na Tabela 14 estdo apresentadas as estimativas de trés medidas de
desequilibrio e os resultados de trés testes para o equilibrio gamético, em
alguns pares de locos da populacdo base P, e geracdes subsequentes de
acasalamento ao acaso (P,a;, P.a,, P,as e P,a;). Dos 40 resultados

computados, em apenas 15 houve concordancia do teste de qui-quadrado
(x?) com os dois testes de razdes de verossimilhanca (LOD e G?) quanto a
significancia (P < 0,05) ou ndo significancia (P > 0,05). No entanto, 34
resultados foram concordantes entre o teste x*e G O par de locos 3 e 14

foi 0 Unico em que houve concordancia na deteccéao de desequilibrio com os
trés testes utilizados.

Ndo foi constatado desequilibrio gamético para uma grande
quantidade de pares de locos nestas populac¢des, pois P, foi simulada nas
condicbes de EHW. Houve tendéncia de queda nos coeficientes de
desequilibrio ao longo das geracdes de acasalamento ao acaso. A diferenca
entre D121, D121 € r° recai sobre suas escalas. O coeficiente de
desequilibrio r* refere-se ao quadrado do coeficiente de correlagéo entre dois
locos. Contudo, ao menos que estes dois locos tenham idénticas frequiéncias
alélicas, um valor igual a unidade (1) ndo é possivel. Ja D112 tem sua
escala baseada na freqiiéncia alélica observada, de modo que ele varia de 0
a 1 mesmo se as frequéncias alélicas diferirem entre os locos. D’11 1 seré
menor que 1 se todos os quatro possiveis haplotipos (gametas) forem
observados. No entanto, presume-se que um evento de recombinacao tenha
ocorrido entre estes dois locos (Flint-Garcia et al., 2003). Embora nem r?
nem D’;131 mostrem-se adequados para pequenos tamanhos amostrais e
pequenas frequéncias alélicas, cada um tem vantagens distintas. Segundo
Flint-Garcia et al. (2003), r* consegue resumir um histérico mutacional e de
recombinacdo, enquanto D’1121 mede apenas a historia de recombinacao,
sendo, portanto, uma estatistica mais acurada para estimar diferencas de

recombinacao.
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Tabela 14. Resumo dos testes de qui-quadrado e razdo de verossimilhanca (LOD e G
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Tabela 14. Continuacéo...

Freqguéncias alélicas

Medidas de desequilibrio

Qui-quadrado®

Verossimilhanca

Par de locos  Populagao Piss” Pi12 Pi21 Pi22 Dui2i*® D r’ LOD* G*W
P, 0,9125 10,0875 0,8350 0,1650 0,0301 0,4124 0,0825 33,0184* 3,1305*
P.a; 0,9275 0,0725 0,8400 0,1600 0,0135 0,2225 0,0203 8,1232* 0,9576 "
8el2 P,a, 0,9375 0,0625 0,8550 0,1450 0,0166 0,3109 0,0380 15,1970* 1,4659 "™
P,as 0,9300 0,0700 0,8650 0,1350 0,0036 0,0595 0,0017 0,6826" 0,0702 ™ ns
Pa, 0,9200 0,0800 0,8500 0,1500 0,0010 0,0152 0,0001 0,0455" 0,0047 ™ ns
P> 0,8150 0,1850 0,3900 0,6100 0,0315 0,2789 0,0276 11,0463* -0,0756 " *
P,a; 0,8600 0,1400 0,4200 0,5800 0,0447 0,5505 0,0681 27,2495* -0,1345"™ *
9e 18 P,a, 0,8650 0,1350 0,4300 0,5700 0,0384 0,4993 0,0516 20,6331* -0,1119"™ 5
P,as 0,8650 0,1350 0,4225 0,5775 0,0193 0,2480 0,0131 5,2494* -0,0655 " ns
Pa, 0,8675 0,1325 0,4200 0,5800 0,0354 0,4612 0,0449 17,9457* -0,1297 " *
P, 0,8225 0,1775 10,8350 0,1650 0,0293 11,0000 0,0426 17,0577* -0,1464 "™
P.a; 0,8375 0,1625 0,8400 0,1600 0,0260 1,0000 0,0370 14,7832* -0,1654 ™
10e 12 P.a, 0,8300 0,1700 0,8550 0,1450 0,0247 1,0000 0,0347 13,8942* -0,0974"™
P,as 0,8225 0,1775 0,8650 0,1350 0,0240 11,0000 0,0337 13,4722* -0,1439"™

112



Mecanismos que promovem desequilibrio gamético sdo a selecéo, a
ligacdo fatorial e deriva genética, aleatdria e ndo aleatoria (Ridley, 2006). Se
a selecdo favorece individuos com combinacbes particulares de alelos,
entdo ela produz desequilibrio gamético. Para locos ligados, um nuamero
maior de geracbes € necessario para que a recombinacdo realize a sua
funcdo de tornar as associacdes genéticas aleatorias. Locos fracamente
ligados ndo irdo apresentar desequilibrio de ligacdo por muito tempo. Na
auséncia de selecdo e em uma populacdo infinita e de cruzamentos
aleatérios, a quantidade de desequilibrio de ligacdo sofre uma queda
exponencial a uma taxa igual a de recombinacao entre dois locos.

Para os pares de locos 5-10, 6-16 e 9-18, duas geragao de
acasalamento ao acaso foram suficientes para que entrassem em equilibrio,
enquanto o par 8-12 necessitou de trés geracdes, considerando as
informacdes provenientes dos testes de desequilibrio conjuntamente. Para
locos fortemente ligados, o desequilibrio gamético pode persistir
indefinidamente, a exemplo do que aconteceu nos pares 3-14 e 10-12, em
que quatro geracbes nao foram suficientes para retira-los da condicéo de
desequilibrio gamético.

Processos aleatérios possuem a propriedade interessante de serem
capazes de causar desequilibrio de ligacdo persistente, ndo apenas
transitorio. Se a deriva aleatoria produz, ao acaso, um excesso de um
haplétipo em uma geracao, o desequilibrio gamético tera aparecido, o que
nao aconteceu ao longo das geragcfes nos pares de locos apresentados na
Tabela 14. Acrescenta-se que isto pode ser verdadeiro para todos os quatro
hapldtipos: a amostragem aleatéria que produz um excesso de qualquer um
deles ira perturbar o estado de equilibrio. Qualquer gameta podera ser
“favorecido” ao acaso, de forma que é igualmente provavel que o
desequilibrio seja D > 0 ou D < 0 (Ridley, 1996).

Estas associacdes persistem por mais tempo em locos fortemente
ligados, de modo que quanto mais elevada for a taxa de recombinacdo mais
rapida serd a destruicdo da associacdo. Entretanto, como a taxa de
recombinacdo entre dois locos diminui, 0 tempo que os alelos podem estar

associados entre si de forma nao-aleatoria aumenta (Ridley, 2006).

113



Outro fator gerador de desequilibrio gamético diz respeito aos
cruzamentos nao aleatdrios. Geralmente o desequilibrio reduz-se mais
rapidamente em espécies albgamas, quando comparado com espécies de
autofecundacdo  (Nordborg, 2000). Cruzamentos nao aleatorios
proporcionam aumentos (ou diminuicdo) de certos haplétipos, fazendo com
que eles tenham uma freqléncia em excesso (deficiéncia) sobre a de
cruzamentos aleatorios. A alta homozigosidade dos genes, em espécies
autdbgamas, implica que recombinacao raramente resultara novos haplotipos
que ainda nado estdo presentes nos parentais. A predominancia de
autofecundacédo tende a retardar a proximidade ao equilibrio gamético,
porque para atingi-lo sdo necessarias recombinacdes entre duplos
heterozigotos, que sdo raros nas populacbes autégamas (Hartl & Clark,
1997).

Outro fator, como fluxo génico entre individuos de populacdes
geneticamente distintas e seguidos por intercruzamentos, resultam na
introducdo de diferentes cromossomos ancestrais e diferentes frequéncias
alélicas. Frequentemente, o resultado do desequilibrio se estende a sitios
nao ligados, mesmo em diferentes cromossomos, mas que sdo quebrados
rapidamente com o processo de acasalamento ao acaso (Pritchard &
Rosenberg, 1999).

4.1.5. Excesso e deficiéncia de heterozigotos

Os desvios das propor¢cées do EHW indicam que efeitos da selecéo,
mistura de populacbes e acasalamentos ndo aleatérios ocorrem na
populacdo e é este 0 primeiro passo nas investigacfes sobre estruturacao
genética de populacdes (Rousset & Raymond, 1995).

A Tabela 15 apresenta os valores de probabilidade associados ao
teste U global de excesso e deficiéncia de heterozigotos nas 42 populacoes.
N&o houve populagbes base com excesso de heterozigotos (P > 0,05),
embora P3 tenha tido um valor de P = 0,0768. O coeficiente de
fixacdo/endogamia para Ps; foi negativo (Tabela 10), apesar de

negligenciavel, ndo sendo suficiente para caracteriza-la como uma
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Tabela 15. Valores de probabilidade (P) associados ao teste U® para
excesso e deficiencia de heterozigotos (global) a partir de 20 locos

codominantes e multialélicos em 42 populacdes de melhoramento simuladas

Teste Global’

Populagao Excesso Deficiéncia
P, 0,9787 0,0187*
P, 0,4476 0,5675
P, 0,0768 0,9392

P.a; 0,7398 0,2748
P,a; 0,8465 0,1525
P,a, 0,4761 0,5208
P.as; 0,0632 0,9337
P.as 0,8213 0,1704
Psa; 0,3524 0,6089
P,s; 1,0000 0,0000*
P,s, 1,0000 0,0000*
P,s; 1,0000 0,0000*
P,s, 1,0000 0,0000*
P,ss 1,0000 0,0000*
Hazo 0,0000* 1,0000
Hiomp 0,0000* 1,0000
Haaoo 0,0000* 1,0000
Hizmp 0,0000* 1,0000
Hoano 0,0000* 1,0000
Fotop) 1,0000 0,0000*
Faton) 1,0000 0,0000*
Fatop) 1,0000 0,0000*
Has(mo) 0,0000* 1,0000
Fa(mp) 1,0000 0,0000*
F3(mp) 1,0000 0,0000*
Fagm) 1,0000 0,0000%
RCi1pp 0,0000* 1,0000
RCiapp 0,8310 0,2064
RCsop 0,8307 0,1557
RCraop 0,4995 0,4995
RC1imp 0,0000* 1,0000
RC12mp 0,0122* 0,9871
RCi3mp 0,6840 0,3108
RC14mp 0,6494 0,3617
RCazpp 0,7565 0,2548
RCasop 0,3831 0,6313
RCasop 0,3338 0,6703
RCaunn 0,9979 0,0033*
RC31mp 0,0000* 1,0000
RCzomp 0,0385* 0,9637
RC3s3mp 0,0201* 0,9809
RC3s4mp 0,6390 0,4060

® Testes realizados pelo programa GENEPOP.
* Significativo quando P < 0,05.
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populacdo com excesso de heterozigotos. Para P; foi detectado deficiéncia
de heterozigotos (P < 0,05), o que vai de encontro com as analises
anteriores. As populacdes de acasalamento ao acaso, como esperado, nédo
apresentaram nem excesso nem deficiéncia de heterozigotos. Desvios no
EHW causam variacdo no(s) coeficiente(s) de desequilibrio dentro do loco
(D’s), de modo que estes desvios sdo atribuidos a um excesso ou deficiéncia
de heterozigotos, levando a valores negativos ou positivos de desequilibrio,
respectivamente, o que permite a formulacdo de hipétese alternativas (Weir,
1996).

As populacdes de autofecundacédo e geracdes F, apresentaram-se
com deficiéncia de heterozigotos. J& as populacdes de hibridos F; e
primeiras geragbes de retrocruzamento, a excegdo de RCsypp, foram
consideradas pelo teste U como detentoras de excesso de heterozigotos.
Espera-se que o0 excesso de heterozigotos seja proporcinal as diferencas de
frequéncias alélicas das populagdes cruzadas. Em populacdes naturais
arbéreas, o excesso de heterozigotos corresponde a um impedimento
sistematico de cruzamentos endogamicas (Kageyama et al., 2003).

Pelos valores de probabilidade, a medida que as geracfes de
retrocruzamento foram avancando houve tendéncia de se ter um balanco
entre heterozigotos e homozigotos (P > 0,05), conforme o esperado, pois as
freqUiéncias genotipicas tenderdo para aquelas de acasalamento ao acaso
do genitor recorrente. As populagdes RCiipp, RCiimp, RCi2mp, RCzimp,
RCsz2mp € RCaamp, exibiram excesso de heterozigotos, de acordo com o teste
U. Resultado que néo causa estranheza, pois elas apresentaram altas

heterozigosidades observadas e esperadas (Tabelas 8 e 10).

4.2. Diversidade genética em nivel interpopulacional

4.2.1. Divergéncia genética

Grande parte dos estudos de diversidade genética baseia-se em

uma amostra aleatoria de locos obtida em populacdes nédo estruturadas

hierarquicamente. InUmeras medidas tém sido propostas para expressar o
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grau de (dis)similaridade entre amostras de populacdes (Dias, 1998). No
campo do melhoramento de plantas quantificar o grau de dissimilaridade
entre géneros, espécies, subespécies, populacbes e materiais elites
melhorados também tem sido primordial. Neste sentido, os marcadores
moleculares tém contribuido, com destaque, na deteccdo do parentesco
genético entre diferentes germoplasmas em bancos de sementes e
programas de melhoramento; na predicdo da heterose; busca por grupos
heter6ticos promissores para constituicdo de hibridos; identificacdo de
duplicatas nos bancos de germoplasma; na avaliagdo do fluxo génico ao
longo do tempo e na identificacdo de variedades essencialmente derivadas
de planta protegida.

As Tabelas 16 a 22 mostram o0 agrupamento realizado pelo método
de Tocher das 42 populacdes. No geral, a conformacdo dos grupos foi
semelhante para as treze medidas de distancia utilizadas. Agrupamentos
idénticos foram obtidos entre as distancias: Euclidiana média (Dg) e Roger
(Dr) (Tabela 16); Latter (1972 e 1973) (D72 e Di73) e Reynolds -
desconsiderando os termos envolvidos no tamanho amostral - (D’rwc)
(Tabela 18); de Rogers modificada (Dgs), minima (Dm) e Reynolds (Drwc)
(Tabela 19); complemento do cosseno (Dcos) € Nei et al. (1983) (Dnss)
(Tabela 20). Agrupamentos diferenciados foram obtidos pela distancia do
comprimento da corda (Dcc), distancia genotipica de Hedrick (Dy) e distancia
genética padronizada de Nei (Dn72), nas Tabelas 17, 21 e 22,
respectivamente. Com as distancias Dg, Dg, Dcc € Dn72, 0 método de Tocher
agrupou a populacao base P, junto as suas gerac¢des de autofecundacéo e
acasalamento ao acaso. Quando o meétodo de otimizacdo fez uso das
distancias D72, D73, D’rwc, Des, Dm, Drwe, Dcos € Dnss, P2 foi agrupada
apenas com as populagbes de autofecundacgdo. J& com a distancia Dy, a
populacéo P, formou grupo com as popula¢gdes de acasalamento ao acaso.
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Tabela 16. Agrupamento definido pelo método de Tocher gerado a partir da

distancia Euclidiana média (Dg) e de Roger (Dgr), para as 42 populacdes de

melhoramento simuladas

Grupo

Populacoes

el
REBowo~v~ourwnr

13
21

14 12 11 10 2 8 7 5 6
22 20 19 23 24 25 26

3 9 38 37

30
15
17
35
27
28
40
36
42

34 1 4 33 29
16
18
39
31
32
41

Tabela 17. Agrupamento definido pelo método de Tocher gerado a partir da

distancia genotipica de Hedrick (Dy),

melhoramento simuladas

para as 42 populacdes de

Grupo Populacoes
1 13 14 12 11

2 56 7 8 2

3 22 26 21 25

4 33 34 30 29 1 4 28 32
5 19 23

6 15 16

7 20 24

8 35 39

9 17 18

10 27 31

11 3 9 38 37 41 42
12 36 40

13 10
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Tabela 18. Agrupamento definido pelo método de Tocher gerado a partir da
distancia de Latter (1972 e 1973) (D.72 e Di73) e de Reynolds (D’rwc), para
as 42 populacdes de melhoramento simuladas

Grupo Populacoes
1 13 14 12 11 10 2
2 21 22 20 19 23 24 25 26
3 56 7 8
4 3 9 38 37 42
5 30 34 1 29 33
6 15 16
7 17 18
8 35 39
9 27 31
10 40 41
11 28 32
12 4
13 36

Tabela 19. Agrupamento definido pelo método de Tocher gerado a partir da
distancia de Rogers modificada (Dgs), minima (D) e Reynolds (Drwc) para

as 42 populacdes de melhoramento simuladas

Grupo Populacdes

13 14 12 11 10 2
21 22 20 19 23 24 25 26
5 6 7 8

3 9 38 37 42

30 34 1 29 33 4
15 16

17 18

35 39

27 31

28 32

40 41

36

el
NEBowo~v~ourwnr
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Tabela 20. Agrupamento definido pelo método de Tocher gerado a partir da

distancia de complemento do cosseno (Dcos) € Nei et al. (1983) (Dnss3), para
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Tabela 22. Agrupamento definido pelo método de Tocher gerado a partir da
distancia genética padronizada de Nei (Dn72), para as 42 populacdes de

melhoramento simuladas

Grupo Populacoes

13 14 12 11 10 2 5 7 6 8
21 22 20 19 23
25 26 24

3 9

1 4

17 18

35 39

30 34 33 29

37 38 41 42

15 16

36 40

e
RBoo~v~ouhrwNk

As populagdes Haspp € Hazmp agruparam-se com suas respectivas
geracdes F,, quando utilizadas as distancia Dg, Dg, D72, Di73, D’rwe, Das,
Dm € Drwe. Grupos com os pares de populagdes hibridas Hizpp € Hizmp, Hispp
€ Hizmp, € de retrocruzamento, RCiipp € RCiimp, RCzipp € RCzimp, foram
frequentemente formados.

As populacdes P3 e P3a; foram agrupadas com as Ultimas geracdes
de retrocruzamento (RCszpp, RCaapp, RC3zmp € RCaamp) @ partir das distancias
De, DR, Du, Di72, Di73, D’rwe, Des, Dm € Drwe, mostrando assim a maior
proximidade genética do genoma das geracdes avancadas de
retrocruzamento com seu genitor recorrente. O mesmo foi verificado para a
populacéo P; e Pia;, em relagdo as populagdes RCizpp, RCiapp, RCismp €
RC1amp, para as mesmas distancias.

Com Dcos e Dngs foram formados 15 grupos (Tabela 20), enquanto
gue Dn72 permitiu formar apenas 11 grupos. Foi consenso entre as medidas
de distancia, nao discriminar em grupos separados as populacbes de
hibridacdo planta a planta e sua respectiva populagéo oriunda por mistura de
polen, atestando assim a semelhanca entre ambas, em termos de
similaridade genética ou genotipica neste estudo.

O panorama geral dos grupos formados pelos dendrogramas,
obtidos com as diferentes matrizes de distancia, foi semelhante. Alguns
dendrogramas foram idénticos quanto a definicdo de seus grupos, levando-

se em conta o critério estatistico (Mojena, 1977). Na Figura 4, estédo
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representadas as distancias Dg e Dg; Figura 5, D 72, Di73 € D’rwe; Figura 6,
Dcos € Dcc; e Figura 7, Dgs € Drwe. A semelhanca dos agrupamentos entre
as distancias de Latter (1972 e 1973) e de Reynolds et al. (1983) justifica-se,
uma vez que elas foram propostas com base no modelo de diferenciacéo
genética entre populacdes exclusivamente por deriva genética (Nei & Kumar,
2000; Laval et al., 2003). Assim, espera-se que 0s valores destas distancias
ndo sejam afetados pelos tipos de marcadores usados, isto é, com
diferentes tipos de taxas evolutivas, a exemplo das isoezimas e
microssatélites (Mohammadi & Prasanna, 2003). Por outro lado, para
medidas de distancia de diferencas genéticas absolutas, como a distancia
genética minima (Nei, 1973), sé@o esperados diferentes resultados
dependendo da taxa evolutiva do marcador empregado.

Assim como no método de otimizacdo de Tocher, uma mesma
populacdo submetida aos dois tipos de hibridacao esteve sempre agrupada.
O que proporcionou ligeiras discrepancias entre os dendrogramas foram os
grupos formados, segundo o critério estatistico. Em todos os dendrogramas
a populacdo P, foi agrupada com suas respectivas populacdes de
autofecundacdo e acasalamento ao acaso. As populacdes de
retrocruzamento RCiipp 8 RCiamp € RCsipp @ RCaamp €stiveram juntas com
seus respectivos genitores recorrentes P; (Piai) e P3 (Psa;1). A excecéo foi o
agrupamento promovido pelas distancias De e Dr (Figura 4), cujas
populagdes RCiipp € RCiimp formaram conjunto com os hibridos Hispp €
Hizmp.

Pela conformacdo dos dendrogramas, as populagdes Hizpp € Hizmp
se destacaram das demais popula¢des, formando, geralmente, um conjunto
separado (Figuras 4 a 11). As populacdes segregantes F, ora agruparam-se
com os hibridos Haspp € Hasmp (Figura 4, 6 e 7), ora com a populacdo P; e
geracOes de acasalamento ao acaso e autofecundacao (Figura 8 e 10), ora
com geracdes de retrocruzamentos cujo parental recorrente foi P3 (Figura 5,
9, e1l).
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Figura 4. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de
distancia de Rogers para as 42 populagdes de melhoramento simuladas. O
ponto de corte para a definicdo dos grupos foi de 0,1212, segundo critério
estatistico (Mojena, 1977). Representacdo das popula¢cdes no dendrograma:
1-Py;2-Py; 3-P3;4—Pias; 5-Piag; 6 -Piay; 7 - Pias; 8 - Pias; 9 — Paay;
10 — Posq; 11 — Pyso; 12 — P,ss; 13 — Psoss; 14 — Poss; 15 — lepp9742a
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Matodo de agrupamsanto © Ligagio Madia Entrs Grupo[UPGMA)
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Figura 5. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de
distancia de Reynolds et al. (1983) (ignorando o termo associado a tamanho
amostral) para as 42 populacdes de melhoramento simuladas. O ponto de
corte para a definicdo dos grupos foi de 0,0757, segundo critério estatistico
(Mojena, 1977). Representacédo das populacdes no dendrograma: 1 - Py; 2 —
P2; 3 —P3; 4 — Piag; 5 - Pias; 6 - Piag; 7 - P1agz; 8 - Pias; 9 — P3ayg; 10 — Pasy;
11 — P2sy; 12 — P3S3; 13 — P2Sa; 14 — Poss; 15 — Hiopp; 16 — Hiomp; 17 — Hazpp;
18 — Hl3mp; 19 — H23pp; 20 — Fz(pp); 21 - Fg(pp); 22 — F4(pp); 23 — H23mp; 24 —
Fz(mp); 25 — F3(mp); 26 — F4(mp); 27 — RCllpp; 28 — RClzpp; 29 — RC13pp; 30 —
RC14pp; 31 - RCllmp; 32 — RClzmp; 33 - RClgmp; 34 — RC14mp; 35— RC31pp; 36
— RC32pp; 37 — RC33pp; 38 — RC34pp; 39 — RC31mp; 40 — RC32mp; 41 — RC33mp;
42 — RCzamp.
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Figura 6. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de
distancia angular do complemento do cosseno para as 42 populagdes de
melhoramento simuladas. O ponto de corte para a definicdo dos grupos foi
de 0,1545, segundo critério estatistico (Mojena, 1977). Representacao das
populacdes no dendrograma: 1 - P1; 2 — P; 3 — P3; 4 — Pia;; 5 - Piag; 6 -
Piap; 7 - Pias; 8 - Pias; 9 - Pias; 10 — Posq; 11 — Pysy; 12 — P,ss; 13 - P-sy;
14 — P,ss; 15 — lepp; 16 — H12mp; 17 — H13pp; 18 — H13mp; 19 — H23pp; 20 —
Fap); 21 = Fa(op); 22 = Faqop); 23 — Hasmp; 24 — Famp); 25 — Fagmp); 26 — Famp);
27 — RCllpp; 28 — RClzpp; 29 — RC13pp; 30 - RCl4pp; 31 - RCllmp; 32 —
RClzmp; 33 - RC13mp; 34 — RC14mp; 35— RC31pp; 36 — Rngpp; 37 — RC33pp; 38
— RC34pp; 39 — RC31mp; 40 — RC32mp; 41 — RC33mp; 42 — RC34mp.
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Figura 7. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de
distancia de Roger modificada para as 42 populacbes de melhoramento
simuladas. O ponto de corte para a definicdo dos grupos foi de 0,1438,
segundo critério estatistico (Mojena, 1977). Representacao das populacdes
no dendrograma: 1 - P;; 2 — Py; 3 - P3; 4 — Pia;; 5- Pia;g; 6 - Pray; 7 - Pias; 8
- P1ag; 9 — P3zag; 10 — Pysy; 11 — Pysy; 12 — Posg; 13 — Pasy; 14 — Poss; 15 —
lepp; 16 — H12mp; 17 — ngpp; 18 — H13mp; 19 - H23pp; 20 — Fz(pp); 21 - Fg(pp); 22
— F4(pp); 23 — H23mp; 24 — Fz(mp); 25 — F3(mp); 26 — F4(mp); 27 — RCllpp; 28 —
RClzpp; 29 — RC13pp; 30 — RC14pp; 31 - RCllmp; 32 — Rclzmp; 33 - RC13mp; 34
— RC14mp; 35— RC31pp; 36 — RC32pp; 37 — RC33pp; 38 — RC34pp; 39 — RC31mp;
40 — RC32mp; 41 — RC33mp; 42 — RC34mp.
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Figura 8. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de
distancia genotipica de Hedrick para as 42 populacbes de melhoramento
simuladas. O ponto de corte para a definicdo dos grupos foi de 0,1509,
segundo critério estatistico (Mojena, 1977). Representacao das populacdes
no dendrograma: 1 - P;; 2 — Py; 3 - P3; 4 — Pjas; 5- Pia;g; 6 - Pray; 7 - Pias; 8
- P1ag; 9 — P3zag; 10 — Pysy; 11 — P,sy; 12 — Posg; 13 — Posy; 14 — Poss; 15 —
lepp; 16 — H12mp; 17 - ngpp; 18 — H13mp; 19 — Hzgpp; 20 — Fz(pp); 21 - Fg(pp); 22
— F4(pp); 23 — H23mp; 24 — Fz(mp); 25 — F3(mp); 26 — F4(mp); 27 — RCllpp; 28 —
RClzpp; 29 — RC13pp; 30 — RC14pp; 31 - RCllmp; 32 — RClZmp; 33 - RC13mp; 34
— RC14mp; 35 - RC31pp; 36 — RC32pp; 37 — RC33pp; 38 — RC34pp; 39 — RC31mp;
40 — RC32mp; 41 — RC33mp; 42 — RC34mp.
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Figura 9. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de
distancia minima (Nei 1973) para as 42 populacdes de melhoramento
simuladas. O ponto de corte para a definicdo dos grupos foi de 0,0372,
segundo critério estatistico (Mojena, 1977). Representacao das populacdes
no dendrograma: 1 - P;; 2 — Py; 3 - P3; 4 — Pias; 5 - Pia;g; 6 - Pray; 7 - Pias; 8
- P1ag; 9 — P3zag; 10 — Pysy; 11 — Pysy; 12 — Posg; 13 — Posy; 14 — Poss; 15 —
lepp; 16 — H12mp; 17 — ngpp; 18 — H13mp; 19 - Hzgpp; 20 — Fz(pp); 21 - Fg(pp); 22
— F4(pp); 23 — H23mp; 24 — Fz(mp); 25 — F3(mp); 26 — F4(mp); 27 — RCllpp; 28 —
RClzpp; 29 — RC13pp; 30 — RC14pp; 31 - RCllmp; 32 — Rclzmp; 33 - RC13mp; 34
— RC14mp; 35 - RC31pp; 36 — RC32pp; 37 — RC33pp; 38 — RC34pp; 39 — RC31mp;
40 — RC32mp; 41 — RC33mp; 42 — RC34mp.
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Figura 10. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de
distdncia genética padronizada de Nei para as 42 populagbes de
melhoramento simuladas. O ponto de corte para a definicdo dos grupos foi
de 0,0666, segundo critério estatistico (Mojena, 1977). Representacdo das
populacdes no dendrograma: 1 - P1; 2 — Py; 3 — P3; 4 — Pia;; 5 - Piag; 6 -
Piao; 7 - P1az; 8 - P1as; 9 — P3ag; 10 — PySq; 11 — PySy; 12 — Pos3; 13 — PySy;
14 — Pyss; 15 — lepp; 16 — H12mp; 17 - H13pp; 18 — H13mp; 19 — Hzgpp; 20 —
Faep): 21 = Fa(pp); 22 = Fagp); 23 — Hasmp; 24 — Famp); 25 — Famp); 26 — Famp);
27 — RCllpp; 28 — RClpr; 29 — RClgpp; 30 - RC14pp; 31 — RCllmp; 32 —
RClzmp; 33 - RClgmp; 34 - RC14mp; 35 - RC31pp; 36 — RC32pp; 37 — RC33pp; 38
— RC34pp; 39 — RCglmp; 40 — RC32mp; 41 — RC33mp; 42 — RC34mp.
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Figura 11. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de
distdncia de Nei et al. (1983) para as 42 populacbes de melhoramento
simuladas. O ponto de corte para a definicdo dos grupos foi de 0,0423,
segundo critério estatistico (Mojena, 1977). Representacdo das populacdes
no dendrograma: 1 - P;; 2 — Py; 3 —P3; 4 — Pias; 5- Pia;; 6 - Pias; 7 - P1as; 8
- P1a4; 9 — P33.1; 10 - Ple; 11 - PzSz; 12 — P253; 13 - P234; 14 - PzS5; 15 -
H12pp; 16 - H12mp; 17 - H13pp; 18 — H13mp; 19 - H23pp; 20 — I:2(pp); 21 - I:3(pp); 22
— F4(pp); 23 — Hzgmp; 24 — Fz(mp); 25 — Fg(mp); 26 — F4(mp); 27 — RCllpp; 28 —
RClzpp; 29 — RC13pp; 30 — RC14pp; 31 - RCllmp; 32 — RClzmp; 33 - RClgmp; 34
- RC14mp; 35— RC31pp; 36 — RC32pp; 37 — RC33pp; 38 — RC34pp; 39 — RC31mp;
40 — RC32mp; 41 — RC33mp; 42 — RC34mp.
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Ao contrario dos resultados obtidos no presente trabalho, Meerow et
al., (2003), avaliando 18 populacdes (acessos) de coco (Cocos nucifera L.),
num total de 66 individuos e 15 locos microssatélites obteve dendrogramas
pelo método UPGMA com topologias similares, por meio das medidas de
distancia de Roger modificada e distancia genética padronizada de Nei.

Nas Figuras 12, 13 e 14 estao as projecoes bidimensionais (2D) das
medidas de distancias. Na figura 12 a dispersdo das populagdes no plano
2D foi semelhante para a distancias Dyss, Dg, Dr, Dgs, Dm, Drwe, Dcos, Decc
e Dn72, apenas com alteracbes nas coordenadas dos eixos X e Y. Destaca-
se que a medida Dyngz ndo foi desenvolvida sob um modelo genético
especifico e nem € caracterizada como distancia métrica e euclidiana (Reif
et al., 2005). O mesmo ocorreu para as distancias D, 72, D 73 € D'rwc (Figura
13).

Destaca-se a projecdo 2D com a distancia Dy, que permitiu melhor
discernimento na visualizagdo das populagbes de autofecundacao (P2s; a
P2s4), P2 e as geracdes de acasalamento ao acaso (P.a; a P.a4), estando
P,s; entre estes dois grupos. Sabe-se que nas espécies ou populacdes de
plantas h& variacdo de suas taxas de alogamia em diferentes areas (Hartl &
Clark, 1997). Se populacdes com a mesma frequéncia génica possuem
diferentes coeficientes de endogamia, entdo comparacdes ao nivel
genotipico podem proporcionar uma informacdo adicional, a qual a
similaridade génica ndo provera.

A projecdo 2D apresentou padrbes semelhantes de agrupamento
aqueles definidos pelos métodos de Tocher e UPGMA. Takezaki & Nei

(1996) comentaram que a distancia
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Figura 12. Projecdo grafica bidimensional das 42 populac¢des, obtida com a distancia de
Nei et al. (1983). Legenda: Grupo 1 — 1 (P1) e 4 (P1a1); Grupo 2 — 2 (Py), 5 (P1ay), 6 (P1ay),
7 (P1a3), 8 (P1a4), 10 (P2s1), 11 (P2sy), 12 (P2Ss), 13 (P2ss) € 14 (P,ss); Grupo 3 -3 (P3) e 9
(Psay); Grupo 4 — 15 (Hizpp) € 16 (Hizmp); Grupo 5 — 17 (Hizpp) € 18 (Hizmp); Grupo 6 — 19
(Hzspp), 23 (Haamp), 20 (Fagp), 21 (Fap), 22 (Fapp), 24 (Fomp), 25 (Famp), 26 (Faemp); Grupo
7 — 27 (RCuipp), 28 (RCizpp), 29 (RCispp), 30 (RCispp), 31 (RCiimp), 32 (RCizmp), 33
(RC13mp), 34 (RC14mp); Grupo 8 — 35 (RC31pp), 36 (RC32pp), 37 (RC33pp), 38 (RC34pp), 39
(RC31mp), 40 (RCsomp), 41 (RCszmp), 42 (RCszamp)-
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Figura 13. Projecdo grafica bidimensional das 42 populacbes, obtida com a
distancia de Latter (1973). Legenda: Grupo 1 — 1 (P;) e 4 (P1a,); Grupo 2 -2 (P2), 5
(Pla]_), 6 (Plaz), 7 (Plag), 8 (P]_a4), 10 (Ple), 11 (PzSz), 12 (P253), 13 (P254) e 14
(P2ss); Grupo 3 — 3 (Ps) e 9 (Psas); Grupo 4 — 15 (Hizpp) € 16 (Hi2mp); Grupo 5 — 17
(Hagpp) © 18 (Hiamp); Grupo 6 — 19 (Haspp), 23 (Haamp), 20 (Faep), 21 (Fapp), 22 (Fagep),
24 (Famp), 25 (Famp), 26 (Famp); Grupo 7 — 27 (RCaapp), 28 (RCizpp), 29 (RCaspp), 30
(RCu4pp), 31 (RCi1mp), 32 (RCi2mp), 33 (RCiamp), 34 (RC1amp); Grupo 8 — 35 (RCsypp),
?6 (RC;pr)a 37 (RC33pp)a 38 (RC34pp)a 39 (Rcslmp)a 40 (RC32mp)- 41 (RC33mp)v 42
RC34mp .
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Figura 14. Projecdo grafica bidimensional das 42 populacbes, obtida com a
distancia de Hedrick (1971). Legenda: Grupo 1 — 1 (P;) e 4 (P;a,); Grupo 2 — 2 (P,),
5 (Pla]_), 6 (Plaz), 7 (P]_a3), 8 (P1a4), 10 (PZSl); 11 (PzSg), 12 (PgSg), 13 (P254) e 14
(P2ss); Grupo 3 — 3 (Ps) e 9 (Psas); Grupo 4 — 15 (Hizpp) € 16 (Hiomp); Grupo 5 — 17
(Hagpp) © 18 (Hiamp); Grupo 6 — 19 (Haspp), 23 (Haamp), 20 (Faep), 21 (Fapp), 22 (Fagep),
24 (Famp), 25 (Famp), 26 (Famp); Grupo 7 — 27 (RCaapp), 28 (RCizpp), 29 (RCaspp), 30
(RCu4pp), 31 (RCi1mp), 32 (RCi2mp), 33 (RCiamp), 34 (RC1amp); Grupo 8 — 35 (RCsypp),
?6 (RC;pr)a 37 (RC33pp)a 38 (RC34pp)a 39 (Rcslmp)a 40 (RC32mp)- 41 (RC33mp)v 42
RC34mp .

Na Tabela 23, estdo dispostos alguns indices capazes de medir a
eficiéncia da projecdo das distancias genéticas. As medidas de distancias
que apresentaram o0s menores valores de distor¢do (0,2077 a 3,5004) e
estresse (2,2579 a 4,2332) e maiores valores de correlacdo entre distancia
original e gréfica (0,99) foram todas aquelas que possuem fundamentos
geométricos, como Dg, Dg, Dgs, Dcos € Dcc, a excecdo de Drwe. Segundo
Kruskal (1964) valores de estresse acima de 20%, sao considerados altos e
representam um ajustamento ruim da projecdo. A distancia de Reynolds et
al. (1983) embora ndo seja fundamentada em propriedades geométricas
esteve relacionada a Dgs, nos agrupamentos de Tocher e UPGMA (Tabela
19 e Figura 7).
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Tabela 23. Avaliacdo da eficiéncia da projecéo de medidas de distancias” no

plano bidimensional

Distancia Distorc&o (%) Correlacdo™ Estresse (%)
De 0,2077 0,9980 3,1631
Dr 0,2077 0,9980 3,1631
Dcs 1,2768 0,9995 2,2579

Dcos 3,5040 0,9992 4,2332
Dcc
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padronizada de Nei (Dn72) foi a que apresentou os mais altos valores de
distorcao (21,0986) e estresse (28,4451), e Dy a menor correlacdo (0,92).

As estimativas de correlacdo simples entre as medidas de distancia
obtidas a partir das 42 populacfes estdo dispostas na Tabela 24. Todas as
correlagcbes foram bastante elevadas e significativas (P < 0,05), sendo a
menor entre Dy e D73 (0,86). Hedrick (1975) ao comparar as distancias Dy,
Dn72, Dr € Dcc verificou altas correlagbes entre elas, a semelhanca deste
estudo. O autor ainda afirma que correlagcbes entre Dy e outras medidas
podem ndo ser tdo altas quando as populacbes ndo estdo em EHW. No
presente trabalho, provavelmente, as altas correlagdes entre Dy com as
demais medidas de distancias, se deve a condicdo de EHW para algumas
das populacdes simuladas. Além disso, as altas associacfes e padrées de
agrupamento semelhantes entre todas as distancias sao atribuidos ao
comportamento das populacdes dentro de um panorama evolutivo, pois
estas ndo sofreram com efeitos sisteméticos de selecdo, fluxo génico e
mutacao. Além disso, seus tamanhos amostrais (N; = 200), fizeram com que
os efeitos da deriva genética fossem insignificantes.

Melchinger et al. (1991) derivaram resultados tedricos, de modo que
as estimativas de Dgr entre duas linhagens endogamicas homozigotas
apresentam relacao linear com o coeficiente de coancestralidade (Malécot,
1948). Assim, Dgr foi adequada para avaliar a relacdo entre a divergéncia
genética de populacdbes endogamicas, baseadas em marcadores
moleculares codominantes e no coeficiente de coancestralidade. Esta
linearidade é desejada em estudos que visam organizar e validar cole¢cdes
nacleo e identificar duplicatas em bancos de germoplasma, bem como
descobrir as relacbes de pedigree entre as populagcbes, como uma
necessidade para a deteccao de variedades essencialmente derivadas do
melhoramento (Reif et al. 2005).
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Tabela 24. Estimativas de correlacdo de Pearson entre as medidas de distancia” obtidas a partir de 42 observacdes

(populagdes simuladas)

Dr
Des
Dcos
Dcc
Dnes
Dn72
D
Drwc
D’rwc
D72

Dp73
Dn

De
1,00
1,00
0,99
0,99
0,95
0,96
0,96
1,00
0,96
0,96
0,95

0,90

Dr
0,00
1,00
0,99
0,99
0,95
0,96
0,96
1,00
0,96
0,96
0,95
0,90

Des

0,00
0,99
0,99
0,96
0,96
0,97
1,00
0,97
0,97
0,96
0,90

Dcos

0,00
1,00
0,97
0,95
0,96
0,99
0,96
0,96
0,95
0,89

Dcc

0,00
0,97
0,95
0,96
0,99
0,96
0,96
0,95
0,90

Dnes

0,00
0,98
0,99
0,96
0,98
0,98
0,98
0,87

Dn72

0,00
1,00
0,96
0,98
0,98
0,98
0,88

Dm

0,00
0,97
0,99
0,99
0,99
0,88

Drwe

0,00
0,97
0,97
0,96
0,90

D’rwec

0,00
1,00
1,00
0,87

D.72

0,00
1,00
0,87

Todas as correlagdes foram significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Mantel, com 1000 permutacgdes.

Dp73

0,00
0,86

“Distancias: Dg: Euclidiana média; Dg: Rogers; Dgs: Rogers modificada; Dcos: angular complemento aritmético do cosseno; Dcc: angula

comprimento da corda; Dpngs: Nei et al. (1983); Dy7.: genética padronizada de Nei; Dy: minima; Dgrwc: Reynolds; D'rwc Reynolds

(ignorando o termo associado ao tamanho amostral); D, ;,: Latter (1972); D, ,3: Latter (1973); Dy: genotipica de Hedrick.
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Reif et al. (2005) compararam sete medidas de distancia baseadas
em informacgbes de frequéncias alélicas (Dg; Dgr; Dgs; Dcc; Dn72; Dnss €
D'rwc), a partir de sete populagcbes de milho tropical do CIMMYT,
submetendo-as a uma analise par a par, denominada Procrutes, capaz de
comparar diferentes métodos multivariados utilizando o mesmo conjunto de

dados. Com a visualizacdo gréfica, os autores observaram que a distancia
entre De e Dgs foi igual a zero, dada a relagéo Dgs = /2mD. . Essas duas

distancias foram agrupadas junto a Dg e Dcc. O coeficiente Dygs foi
posicionado entre Dg, Dgs, Dr € Dcc de um lado e, Dy72 € D’rwe doO outro.
Segundo o0s autores, este acontecimento estava de acordo com o esperado,
porque Dn72 € D'rwe S80 baseadas em pressuposicdes similares: uma
populacdo ancestral dividida em subpopulagbes divergindo pela deriva
genética (D’rwc) OuU pela mutagdo e deriva (Dn7z).

Em um estudo de simulacfes, Takezaki & Nei (1996) avaliaram a
eficiéncia de diferentes medidas de distancia, aplicadas a marcadores
microssatélites, quanto a probabilidade de cada uma obter a topologia
verdadeira (T,) da arvore filogenética. Foram considerados os modelos de
mutacdo de alelos infinitos (IAM) e o de mutacbes stepwise (SMM). Dentre
as medidas de distancia avaliadas encontravam-se Dy72, Dnss, Dr € Dcc,
tidas como medidas tradicionais. Os resultados mostraram que, em ambos
0s modelos, as distancias Dcc e Dngs, N0 geral, mostraram os mais elevados
valores de T, em relacdo a outras medidas de distancia, com ou sem efeito
de afunilamento genético. Por outro lado, a distancia Dy7, foi uma das mais
apropriadas para estimar o tempo de divergéncia evolutiva.
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monitoramento dos genes controladores caracteristica introduzida e reducéo
no tempo necessario para a recuperagdo do genoma recorrente (Guimaraes
et al., 2006).

Existem algumas maneiras de analisar como a variabilidade é
distribuida ao nivel molecular. No presente trabalho a analise da variacéo
genética entre e dentro das populacdes base P; ou P3 com geragbes de
retrocruzamento, cujo genitor recorrente era Pz (RCsimp € RCazamp), foi
realizada através do método de andlise de variancia de frequéncias génicas
sob um modelo aleatério (Cockerham, 1969, 1973 e Weir & Cockerham,
1984); analise de variancia molecular baseado na estruturacdo da matriz de
distancia Euclidiana entre todos os pares de individuos (Excoffier et al.,
1992, Peakall et al., 1995; Maguire et al., 2002) e na relagcdo entre
heterozigosidades (Nei, 1973). Nestas analises estimam-se parametros
analogos aos indices de fixacdo de niveis hierarquicos, conhecidos como
estatisticas F, inicialmente propostas por Wright (1951). Wright definiu as
estatisticas Fir e Fis como correlacdes entre duas unidades gaméticas
(haplotipos) para produzir individuos aparentados considerando todas as
populacbes e aparentados dentro das populacdes, respectivamente,
enquanto Fst é a correlacdo entre dois gametas extraidos aleatoriamente de
cada populacdo (Nei, 1977). O grau de diferenciacéo entre populacdes pode
ser medido por Fsr.

Os indices Fir, Fis e Fst sdo estimados quando se consideram o0s
niveis hierarquicos de populac¢ées, individuos dentro de populacfes e genes
dentro de individuos. Outros parametros podem também ser estimados a
partir destas analises, quando outros niveis sdo incluidos (Nei, 1973;
Excoffier et al., 1992; Weir, 1996).

Pelas Tabelas 25, 26, 27 e 28 verificou-se que com 0s avangos nas
geracdes de retrocruzamento, aumentou-se a recuperagdo do genoma do
parental recorrente (P3) e, consequentemente, maior diferenciacdo genética
com o genitor doador (Pi), refletidos na diminuicdo do percentual de
variagdo entre as populacées P3-RCzimp para P3-RCssmp € aumento do
percentual de variagdo entre P1-RCzimp para P1-RCzsmp. O avango nas
geracbes de retrocruzamento permite a recuperacdo progressiva das

caracteristicas do genotipo (elite) recorrente, mantendo aquela que foi
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introduzida pelo gendtipo doador. Em teoria, a recuperacdo média a cada
geracdo é a metade da constituicAo genética do genitor recorrente, em
relagdo a anterior. No primeiro cruzamento entre genotipo recorrente X
genatipo (ndo-adaptado) doador, o hibrido tem 50% do gendtipo recorrente.
Na primeira geracéo de retrocruzamento (RC1F;) a recuperacao média € de

75% e na quarta geracao (RC4F;) j& se tem 96,87% do genotipo recorrente.

Tabela 24. Percentual das fontes de variagdo genética sobre todos os 20
locos simulados para a populagéo base P; e de retrocruzamento RCgzimp,
segundo o método de Cockerham (1969, 1973), AMOVA (Excoffier et al.,
1992) e Nei (1973)

Percentual de variacao

Fonte de Variacéo Cockerham AMOVA Nei

Entre Populagbes 12,15 21,48 12,15
Dentro de Populacbes 43,39 -0,75 87,85
Dentro de Individuos 44,45 79,27 -

Tabela 25. Percentual das fontes de variacdo genética sobre todos os 20
locos simulados para a populacdo base P, e de retrocruzamento RCszamp,
segundo o método de Cockerham (1969, 1973), AMOVA (Excoffier et al.,
1992) e Nei (1973)

Percentual de variacao

Fonte de Variacéo Cockerham AMOVA Nei

Entre Populacbes 18,54 31,10 18,54
Dentro de Populactes 41,90 2,16 81,46
Dentro de Individuos 39,56 66,74 -
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Tabela 26. Percentual das fontes de variacdo genética sobre todos os 20
locos simulados para a populacdo base Ps; e de retrocruzamento RCszimp,
segundo o método de Cockerham (1969, 1973), AMOVA (Excoffier et al.,
1992) e Nei (1973)

Percentual de variacao

Fonte de Variacéo Cockerham AMOVA Nei

Entre Populacbes 1,10 1,94 1,10
Dentro de Populactes 47,13 -4,36 98,90
Dentro de Individuos 51,77 102,42 -

Tabela 27. Percentual das fontes de variacdo genética sobre todos os 20
locos simulados para a populacdo base Ps; e de retrocruzamento RCszamp,
segundo o método de Cockerham (1969, 1973), AMOVA (Excoffier et al.,
1992) e Nei (1973)

Percentual de variacao

Fonte de Variacéo Cockerham AMOVA Nei

Entre Populacbes 0,09 -0,07 0,09
Dentro de Populactes 49,28 -1,10 99,91
Dentro de Individuos 50,63 101,17 -

Ha de se considerar que no presente estudo as geracbes de
retrocruzamento ndo foram submetidas a selecdo. Bernardo et al. (1997)
afirmam que a selecédo e deriva genética durante as autofecundacdes podem
causar diferencas entre a contribuicdo parental observada e esperada para
progénies endogamicas. No entanto, os autores mostraram que a selecao
durante o retrocruzamento geralmente favoreceu o parental recorrente em
relacdo ao doador. Utilizando marcadores RFLP distribuidos em dez grupos
de ligagcdo do milho, os autores verificaram que, em média, a contribuicdo do
parental recorrente em populacbes de RC;F; sdo da ordem de 0,765,
préximo ao valor esperado de 0,75.

As estimativas das estatisticas F estdo presentes nas Tabelas 29,
30, 31 e 32. Segundo Gao & Hong (2000), F;s representa os desvios das

proporcdes de EHW esperadas dentro das populac¢des (aproximadamente
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igual a média do coeficiente de endogamia f das popula¢des); Fst mede a
fixacdo de diferentes alelos em diferentes populagdes e Fir mede os desvios
das proporgdes de EHW no sistema das populagdes como um todo.

Em todas as comparacdes, os valores de Fis foram né&o
significativos, dado o valor de p das AMOVASs e a inclusdo nos intervalos de
confianca (I.C 95%) do valor zero (Tabelas 29, 30, 31 e 32). Os pequenos
valores de Fis se justificam, dado os baixos valores dos coeficientes de
fixacdo/endogamia f (Fis) nas populagbes individualmente (Tabela 10), ndo
caracterizando excesso nem deficiéncia de heterozigotos, a excecao de
RCsimp (Tabela 15). Na comparagéo entre P; com RCzimp € RCaamp, Nas
Tabelas 29 e 30, respectivamente, Fr foi alto e significativo, representando
que as populagdes, na média dos locos, desviaram das propor¢cées de EHW,
dada a significancia da AMOVA e a néao inclusao no intervalo de confianca
(.C 95%) do valor zero, ao contrario da comparacdo entre P3; e as
populacdes de retrocruzamento. Valores de Fst indicam o percentual da
variacdo genética total existente entre populacbes, sendo eles iguais as
proporcdes de variagdo das AMOVAs (Tabelas 25, 26, 27 e 28). Embora a
maioria da diversidade genética tenha sido atribuida a diferencas dentro das
populacbes, valores significativos de Fsr sugerem a existéncia de
diferenciacéo fenotipica, a exemplo da comparacéo P3; e RCsimp (Tabela 31).

Tabela 29. Estimativas das estatisticas F de Wright, para a populacédo base P; e
de retrocruzamento RCzimp, Segundo meéetodo de Cockerham (1969 e 1973),
AMOVA (Excoffier et al, 1992) e Nei (1973). Intervalos de confianca (I.C) a 95%

de probabilidade e valor de p baseados em 1000 estimativas de bootstrap sobre

os locos
Sobre todos os locos

Andlise Fis Fst Fir
Estimativa -0,0095 0,2148 0,2073
Cockerham I.C inferior (95%) -0,0353 0,1334 0,1397
I.C superior (95%) 0,0144 0,3055 0,2849
AMOVA Estimativa -0,0095 0,2148 0,2073
Valor de p 0,8400™ 0,0000° 0,0000°
Nei Estimativa -0,1764 0,1403 -0,0114

(P <0,05); ™ (P > 0,05)
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Tabela 30. Estimativas das estatisticas F de Wright, para a populacédo base P; e
de retrocruzamento RCzsmp, Segundo meéetodo de Cockerham (1969 e 1973),
AMOVA (Excoffier et al, 1992) e Nei (1973). Intervalos de confianga (I.C) a 95%

de probabilidade e valor de p baseados em 1000 estimativas de bootstrap sobre

os locos
Sobre todos os locos

Anélise FIS FST F|T
Estimativa 0,0313 0,3111 0,3326
Cockerham I.C inferior (95%) 0,0067 0,2101 0,2349
I.C superior (95%) 0,0570 0,4223 0,4393
AMOVA Estimativa 0,0313 0,3111 0,3326
Valor de p 0,0020™ 0,0000° 0,0000°
Nei Estimativa -0,1665 0,2206 0,0908

(P <0,05); ™ (P > 0,05)

Tabela 31. Estimativas das estatisticas F de Wright, para a populacédo base P3 e
de retrocruzamento RCzimp, Segundo meéetodo de Cockerham (1969 e 1973),
AMOVA (Excoffier et al, 1992) e Nei (1973). Intervalos de confianca (I.C) a 95%

de probabilidade e valor de p baseados em 1000 estimativas de bootstrap sobre

os locos
Sobre todos os locos

Andlise Fis Fst Fir
Estimativa -0,0445 0,0194 -0,0242
Cockerham I.C inferior (95%) -0,0627 0,0113 -0,0374
I.C superior (95%) -0,0261 0,0314 -0,0082
AMOVA Estimativa -0,0445 0,0194 -0,0242
Valor de p 1,0000™ 0,0000° 1,0000™
Nei Estimativa -0,1704 0,0118 -0,1566

(P <0,05); ™ (P > 0,05)

Tabela 32. Estimativas das estatisticas F de Wright, para a populacédo base P3 e
de retrocruzamento RCszsmp, Segundo método de Weir & Cockerham (1984),
AMOVA (Excoffier et al, 1992) e Nei (1973). Intervalos de confianca (I.C) a 95%

de probabilidade e valor de p baseados em 1000 estimativas de bootstrap sobre

os locos
Sobre todos os locos
Andlise Fis Fst Fir
Estimativa -0,0110 -0,0007 -0,0117
Weir & Cockerham I.C inferior (95%) -0,0319 -0,0016 -0,0331
I.C superior (95%) 0,0150 0,0004 0,0147
AMOVA Estimativa -0,0110 -0,0007 -0,0117
Valor de p 0,8573™ 1,0000™ 0,8798"
Nei Estimativa -0,1247 0,0008 -0,1239
" (P > 0,05)
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Para espécies arboOreas, uma divergéncia genética alta entre
populagdes ocorre quando Fst varia entre 15 e 25% da variagéo total,
moderada entre 5 a 15% e baixa quando < 5%.(Kageyama et al., 2003).
Espécies aldbgamas ou de sistema misto, mas predominantemente

alégamas, com eficiente sistema de dispersdo de pédlen, apresentam maior
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ocorrem em razao do pequeno numero de plantas que séo selecionadas a
cada geracéao de retrocruzamento e da falta de controle sobre o tamanho da
regido gendmica do parental doador proxima ao gene-alvo que é
introgredido por arraste genético (linkage drag) (Young, et al.,, 1989).
Caracteres como rendimento de grdos e seus componentes primarios, tais
como numero de paniculas por planta e peso de panicula principal, séo
determinados por grande namero de genes, sendo fortemente influenciados
pelo ambiente e, portanto, de dificil estimativa e sele¢do. Neste sentido, todo
conhecimento que possa contribuir para incrementar a eficiéncia na selecéo
de caracteres governados por um grande numero de genes € de suma

importancia nos programas de melhoramento (Lorencetti et al., 2006).

4.3. Comparacgdes entre oS programas computacionais

A literatura constantemente referencia os programas Arlequin, GDA,
GENEPOP, GENES, POPGENE, PowerMarker e TFPGA na execucédo de
analises qde dados genéticos. Cada um apresenta uma formatacéo peculiar
de inser¢do do arquivo de dados, conforme descrita nos manuais.

Todos estes programas computacionais atendem as necessidades
basicas para um estudo de estrutura e diversidade genética de unidades
taxondmicas (espécies, populacdes e cultivares, acessos etc) a partir de
dados codominantes. A limitacdo maior de alguns programas est4d na
capacidade de analisar diferentes tipos de dados genéticos, sejam eles
haplotipicos ou diploides. O tempo de processamento das analises foi
bastante rapido, considerando inclusive aquelas analises cujo volume de
dados foi expressivo (42 populagdes, 8400 individuos e 20 locos, variando
de 1 a 5 alelos). No programa Arlequin, a andlise de desequilibrio gamético,
mesmo sendo realizada com apenas 5 populacdes apresentou uma ligeira
demora durante o processamento das 1000 permutacdes que foram
definidas. N&o houve dificuldades durante o manuseio dos programas. Mas
o Arlequin e PowerMarker necessitam da leitura de seus respectivos
manuais, pois os dados sao inseridos a partir da criagdo de projetos.
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Evidentemente, que a leitura dos manuais € uma necessidade, uma vez que
a confeccdo do arquivo de dados é peculiar a cada programa.

Ao GENEPOP atribuiu-se um Gnico inconveniente que € a
dependéncia de uma conexao a internet para realizacdo das analises. Em
algumas tentativas de andlise o site do GENEPOP (on the Web) encontrava-
se fora do ar. A Tabela 33 fornece um panorama das andlises biométricas
realizadas pelos programas.

O aplicativo GENES foi 0 que apresentou maior nimero de medidas
descritivas, fundamentais aos estudos de diversidade genética dentro de
populacdes, grupos ou espécies. Medidas importantes como
heterozigosidades e indices de endogamia/fixagdo estdo presentes em todos
os softwares. Embora o Arlequin ndo estime o indice de fixacdo como
estatistica descritiva, a AMOVA permite o calculo deste indice para cada
populacao avaliada. O PIC, outro coeficiente importante, encontra-se apenas
no GENES e PowerMarker. O indice Shannon-Wiener apresentou variagdes
nos programas GENES e POPGENE. Como discutido anteriormente, a base
logaritmica do indice pode variar. O GENES utiliza a base e (In). No entanto,
foi testada a base “e” e as bases de 2 a 10, para o programa POPGENE. Em
nenhuma delas os valores foram concordantes com a saida do programa. A
variagcao dos programas para os estimadores de heterozigosidade esperada
e indices de fixacdo permitem analises comparativas, embora elas tenham
apresentados valores bastante concordantes, porém com filosofias
diferentes.

Todos os programas sao capazes de testar o equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW), mas por metodologias diferentes. O PowerMarker
juntamente com o TFPGA séo os unicos que testam o EHW via teste de qui-
quadrado, razdo de verossimilhanca e teste exato. O GDA no teste exato
pede apenas ao usuario que forneca o niumero de permutacdes para gerar
as possiveis tabelas de contingéncia, enquanto que 0s outros se baseiam no
processo de permutacdo de Guo & Thompson (1992), em que 0 usuario
deve fornecer o numero de dememorizacdes e batches para a obtengéo das
tabelas de contingéncia e, consequentemente, estimacéo dos valores de p e
significancia do teste. O GENEPOP, através do teste exato, possibilita inferir

a respeito do excesso e deficiéncia de heterozigotos, por meio do teste U
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Tabela 33. Andlises biométricas executadas pelos programas utilizados no estudo da diversidade genética de 42 populacdes de

melhoramento simuladas com 20 locos codominantes e multialélicos

Programas
Analise Arlequin GDA GENEPOP GENES POPGENE PowerMarker  TFPGA

Medidas descritivas
N° médio alelos/loco X X X
N° total de alelo na populacéo
N° de alelos raros
N° efetivo de alelos X
Proporcéo de alelos na populacéo
Proporc¢éo de locos polimorficos X X
N° médio de alelos/loco polimérfico X
N° médio de gendtipos/loco
PIC*
indice Shannon-Wiener
Heterozigosidade observada X
Heterozigosidade esperada X
indice de fixagdo

Equilibrio
Hardy-Weinberg X X
Pares de locos X
Excesso/Deficiéncia de heterozigotos

Distancia “Genética”
Euclidiana média
Rogers
Rogers modificada
Angular
Nei et al. (1983)
Padronizada de Nei X
Minima

X X X

X X X

X X X
X X X X
XXX XX XXX
X X X
XXX XX
X

xX X

X XX XX X X
>

X X X X

x x

x
X X X X
X
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Tabela 33. Continuacéo...

Programas

Andlise Arlequin GDA GENEPOP GENES POPGENE PowerMarker  TFPGA

Distancia “Genética” ™
Reynolds X X X
Latter’s X
Genotipica de Hedrick X

Agrupamento
Otimizacao de Tocher X
UPGMA X X X X X
Projecéo gréfica bidimensional X

Estatisticas F e analogas
ANOVA - freqiiéncias alélicas X X X
AMOVA X
Estatisticas H de Nei X X

Outros Procedimentos
Reamostragem X X X X X X
Teste de Mantel X X X X

“Contetdo de informagc&o polimérfica

"Termo generalizado a todas medidas de distancia
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O programa PowerMarker além de testar o equilibrio gamético,
fornece varios coeficientes de desequilibrio, enquanto o GENES fornece
somente o coeficiente de desequilibrio classico (D). Neste tipo de analise o
usuario deve estar atento. Esta talvez tenha sido a analise mais controversa.
Por exemplo, o GDA executa diferentes analises de desequilibrio (gamético
e genotipico), via teste exato, mas a aplicacdo deste ou daquele teste vai de
encontro ao tipo de informacgéo disponivel, ou seja, sdo dados haplotipicos
ou genotipicos? A fase gamética € conhecida ou desconhecida? No manual
do Arlequin (Excoffier et al., 2006), os autores afirmam que quando a fase
gamética € desconhecida, como no presente estudo, deve-se usar um
procedimento diferente do teste exato, pois a composicdo haplotipica do
conjunto de dados é desconhecida, ou melhor, apenas estimada com base
nas proporcdes de EHW. Assim, o desequilibrio entre um par de locos é um
teste para dados genotipicos usando uma razao de verossimilhanca, em que
a verossimilhanca da amostra avaliada sobre a hipotese de ndo associagéo
entre locos (equilibrio de ligacdo) forma um quociente com a
verossimilhanca da amostra quando a associacéo entre os locos existe (veja
Slatikin & Excoffier, 1996). A distribuicdo empirica € obtida por um processo
de permutagdo, conforme descrito na se¢do 3.4.1.3a. Dai a preferéncia
pelos programas Arlequin, GENES e Powermarker, ao invés do GDA. Os
aplicativos computacionais PowerMarker e GDA permitem investigacdes
sobre o equilibrio multiloco e multialélico. Relembrando que no presente
estudo considerou-se apenas dois alelos por loco.

A avaliacdo da diversidade genética interpopulacional contou com
medidas de distancia genética ou genotipica. O PowerMarker € o aplicativo
que exibe maior nimero de medidas de distancia, inclusive com medidas
nao incluidas neste estudo. Este € um aspecto importante, pois as medidas
de distdncia sdo baseadas em diferentes pressuposicdes genético-
evolutivas, apesar de algumas delas serem correlacionadas e até estimarem
valores muito proximos ou iguais, como relatado anteriormente (Tabela 16 a
22 e Figuras 4 a 14).

O método de agrupamento UPGMA € mais comum entre oS
softwares (Tabela 33). Entretanto, optou-se apenas pela saida grafica do
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programa GENES que permite definir um ponto de corte no dendrograma
para definicdo de grupos por meio de um critério estatistico.

Os programas GDA e TFPGA permitem na andlise de variancia de
frequéncias alélicas dois a quatro niveis hierarquicos, enquanto o
PowerMarker até trés niveis. O Arlequin é o programa que realiza a analise
de variancia molecular (AMOVA) de dois a quatro niveis hierarquicos, com
variacdes na analise conforme o tipo de dado utilizado. O GENES também
realiza a AMOVA para dados haplotipicos e, juntamente com o POPGENE,
estimam as estatisticas H de Nei (1973; 1977) que formam quocientes para
a estimacao dos indices de fixacdo F de Wright. O GENES ainda calcula a
estatistica Gsrt, apesar de considerar neste tipo de analise apenas dois
alelos: o de maior freqiiéncia e os restantes agrupados.

Procedimentos de reamostragem como bootstrap e jackknife
permitem testar o0s parametros F e componentes de variancia
correspondentes. Ja o teste de Mantel tem sido a alternativa mais apropriada
para comparar duas matrizes de distancia.

Estes programas foram desenvolvidos por esfor¢os individuais de
pesquisadores que se preocupam em criar, distribuir e aperfeicoa-los sem
qualquer 6nus ao usuario. O usuario deve testa-los e ter sensibilidade para
decidir qual dele(s) é o mais apropriado as suas investigacbes e que

apresentae, na sua concepc¢ao, uma interface mais amigavel.
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5. CONCLUSOES

1) Populagbes de acasalamento ao acaso, sem sofrer efeitos de
selecdo, migracdo e mutacdo, mantiveram o polimorfismo genético,
as proporcoes do equilibrio de Hardy-Weinberg e com 0s avancos

das geracdes tenderam ao equilibrio gamético;

2) Populagbes hibridas (F;) foram detentoras de alelos raros e
polimorfismo genético em alto grau. A alta diversidade genética de
hibridos foi atribuida a contribuicdo génica dos parentais. Tais
populacfes apresentaram os locos em desequilibrio para genes que
possuiam diferencas de frequiéncias alélicas entre as populacdes

cruzadas;

3) Populagdes de autofecundacdo podem exibir diversidade
génica, em funcdo da presenca continua de homozigotos na
populacdo. A proporcao do polimorfismo genético foi comparavel a
de acasalamento ao acaso, pois autofecundacdes nado eliminam a
variacdo genética e sim a reorganizam em genotipos homozigotos.
No entanto, a riqgueza genotipica de populacées submetidas a
autofecundacéo foi reduzida ao longo das geracbes. Populacdes
oriundas de autofecundacédo apresentaram desequilibrio dentro dos

locos;

4) Populacdes F, foram detentoras de maior variabilidade

genética;

5) Os tamanhos efetivos das populagbes foram inversamente

relacionados ao nivel de endogamia,

6) O desenvolvimento de populagBes de retrocruzamento € uma
alternativa promissora na busca por genétipos superiores. O
processo de hibridacdo no retrocruzamento pode levar um loco ao

equilibrio de Hardy-Weinberg ou ndo, dependendo das
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combinac¢des génicas e genotipicas entre o hibrido F1, ou a geracéo

antecedente de retrocruzamento, e o genitor recorrente;

7) No geral as medidas descritivas foram bem correlacionadas
entre si, a excecao da heterozigosidade observada e coeficiente de
fixacdo/endogamia. Destaca-se 0 conteddo de informacéo
polimérfica, o nimero efetivo de alelos, indice de fixacdo/endogamia
e as heterozigosidades esperada e observada na caracterizacao da

diversidade dentro de populacdes.

8) O indice Shannon-Winner e a distancia de Hedrick permitiram,
respectivamente, quantificar a riqueza e a divergéncia genotipica

das populacdes, muitas vezes ndo detectada por medidas génicas.

9) Para grande tamanho amostral, os diferentes estimadores do
coeficiente de fixacdo/endogamia pouco diferiram em relacéo a suas
estimativas, assim como para as medidas viesadas e nao viesadas

de heterozigosidade esperada;

10) Os testes de qui-quadrado, razdo de verossimilhanca e teste

exato foramo concordantes na detec¢cédo ou ndo do EHW;

11) Os testes de qui-quadrado (x*) e razdo de verossimilhanca

(G%) foram mais concordantes em relacdo a deteccdo ou ndo de

desequilibrio gamético. O teste de razdo de verossimilhanca via

LOD escore, foi mais discordante dos resultados obtidos de x?e G?;

12) Medidas de distancia genética, geométrica e genotipica, na
auséncia de forcas evolutivas, foram eficientes no estudo de
diversidade e promoveram agrupamentos semelhantes. Medidas

geomeétricas foram mais eficientes a projecao grafica.
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13) No estudo da variagdo genética em niveis hieraquicos, 0s
métodos de andlise de variancia de frequéncias alélicas, AMOVA e
pelas estatisticas H de Nei quantificaram a variabilidade de maneira
semelhante, em condicdes de auséncia de forcas evolutivas. A
analise via estatisticas F permitiu compreender como se distribuia a

variagao entre populacdes parentais e geragdes segregantes.

14) Os programas GENES e PowerMarker apresentaram maior
variedade de técnicas de andlise para este estudo de diversidade

genética, com base em locos multialélicos.

15) O estudo simulado possibilitou realizar comparagcbes
metodolégicas e de programas computacionais de maneira
satisfatéria, sendo este um referencial tedrico que pode auxiliar

pesquisadores nas inferéncias sobre a genética de populagdes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar
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Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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