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Apresentacao

Nas ultimas décadas, os avanc¢os obtidos na area de gendmica
foram expressivos. O sequenciamento completo do genoma de
algumas espécies se tornou uma realidade. Varios genes foram
identificados. Entretanto, o uso desta importante area da
ciéncia para explorar a diversidade genética conservada nos
bancos ou cole¢cBes de germoplasma, na busca por genes de
importancia agrondmica, ainda é um desafio. Nesse sentido, o
mapeamento por associagao, também conhecido como o
mapeamento por desequilibrio de ligacdo, desponta como um
importante método para relacionar genes e alelos a caracteres
agrondmicos de interesse. Inicialmente usado em genética
humana, para mapear genes relacionados a doencas, nos
ultimos anos esta técnica vem sendo aplicada em plantas.
Neste documento sdo abordados os conceitos béasicos
relacionados ao mapeamento por associacdo. Sao discutidos
0s principais pontos para o sucesso deste método em explorar
a diversidade genética e sdo mostrados exemplos e
perspectivas do uso desta metodologia no melhoramento
genético da batata.

Waldyr Stumpf Junior

Chefe-Geral
Embrapa ClimaTemperado






Sumario

Mapeamento por associagdo em plantas:
conceitos basicos e perspectivas de uso no

melhoramento de batata ..............cooooiiiiiiiii. .

L INtrodUGEO .......cceeviieeeeee e

2. Desequilibriode ligagao ...........cccccoevieieiiiiiieeees
2.1. Dinamica do desequilibrio de ligacao ............cc.........

3. Métodos para 0 mapeamento por associagao
EMPIANTAS ...

4. Relevancia do desequilibrio de ligagdo para o
mapeamento de geNES ..........cccocvveeiiieeiiie e,

5. Mapeamento por associagdo: exemplos e
perspectivas de uso no melhoramento de batata .

6. Consideracfes finais ..............cccccceeeeiiiiiiie e

REFEIENCIAS ...ttt






Mapeamento por
associacao em plantas:
conceitos basicos e
perspectivas de uso no
melhoramento de batata

Caroline Marques Castro
Arione da Silva Pereira

1 Introducgado

Nos ultimos 20 anos, desde o comeco da era PCR (Polymerase
Chain Reaction), em meados de 1980 (SAIKI et al., 1985; MULLIS
e FALOONA, 1987), o uso de marcadores de DNA para estudos
de diversidade genética em plantas tornaram-se freqiientes em
grande parte dos programas de melhoramento genético. Um
numero cada vez maior de técnicas moleculares foi
desenvolvido, visando acessar a variabilidade de forma mais
precisa, rapida e com custo mais baixo (SPOONER et al., 2005).
Uma grande quantidade de dados genotipicos, originados da
caracterizacdo molecular das colecbes de germoplasma, estdo
disponiveis, seja na literatura e/ou em base de dados.
Indiscutivelmente, estes estudos tiveram um importante papel
Nno manejo dos recursos genéticos conservados nos bancos e
colecdes de germoplasma. Entretanto, os frutos da revolugéo
molecular, no sentido de promover o uso da riqueza de alelos
conservadas nos bancos de germoplasma, seréo
provavelmente usufruidos neste século, por meio do
mapeamento por associacdo (GEBHARDT et al., 2004).
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O mapeamento por associacdo, também conhecido como
mapeamento por desequilibrio de ligacdo, ou mapeamento por
desequilibrio de fase gamética, baseia-se em conceitos de
genética de populacdes para identificar relacdes entre
marcadores genéticos e caracteres fenotipicos. O principio
fundamental do mapeamento por associacdo é o desequilibrio
de ligacao (WRAY e VISSCHER, 2008).

Os termos desequilibrio de ligacdo e ligacdo genética sdo
frequentemente confundidos. Embora relacionados, sdo termos
distintos. A ligacdo genética refere-se a heranca correlacionada
de loci através da sua conexao fisica no cromossomo. Por
outro lado, o desequilibrio de ligacao refere-se a correlacéo de
alelos em uma populacédo. O conflito entre os dois termos
ocorre porque a ligacdo genética pode resultar em altos niveis
de desequilibrio de ligacédo. Por exemplo, se duas mutacdes
ocorrem em intervalos de poucas bases uma da outra, elas vao
sofrer a mesma pressao de selecéo e deriva ao longo do tempo
e, devido ao fato de que a recombinacao entre estas duas bases
€ rara, a presenca destes polimorfismos vai ser altamente
correlacionada e a ligacdo genética ira resultar em grande
desequilibrio de ligacao. Diferentemente, polimorfismos
localizados em cromossomos distintos passam por pressdes
de selecdo e segregacao independente, assim, estes
polimorfismos véo ter um menor nivel de desequilibrio de
ligacdo (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Historicamente, estudos de ligacdo genética foram usados para
medir a proximidade genética de um locus com outro com o
objetivo de mapear caracteres qualitativos e quantitativos. Ao
contrario dos mapas de ligacao classicos, os quais sao
baseadas em estrutura de familia e requerem o
desenvolvimento de popula¢cfes onde as relagcfes intra-familiar,
por meio da analise dos seus descendentes, sdo utilizadas para
predizer correlacdes entre fendtipo e gendétipo, os métodos
associativos nao requerem o desenvolvimento de populacdes
de mapeamento. Baseiam-se em desequilibrios de ligagédo ja
existentes nas populagbes, que ocorreram previamente,
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historicamente sem registro (GEBHARDT et al., 2004). A
diversidade genética € avaliada em popula¢gdes naturais para
identificar os polimorfismos que se correlacionam com a
variacdo fenotipica e, assim, criar associa¢des entre
marcadores genéticos e fendtipo, permitindo explorar a
diversidade alélica de cada espécie (MACKAY e POWELL, 2007).
O mapeamento por desequilibrio de ligacdo pode ser aplicado a
uma série de populacdes experimentais ou ndo experimentais.
Por exemplo, gendtipos elite de programas de melhoramento
genético, ou colecdes de germoplasma podem ser diretamente
usadas para mapear QTLs (Quantitative Trait Loci), explorando
dados que foram historicamente acumulados nos programas de
pesquisa (GEBHARDT et al., 2004).

Neste documento sdo discutidos alguns conceitos basicos do
mapeamento por associacdo em plantas e sdo mostrados
exemplos do uso desta metodologia para mapear caracteres de
interesse agrondmico em batata (Solanum tuberosum L.), uma
espécie tetrapldide, com heranca tetrassémica.

2. Desequilibrio de ligacéao

O desequilibrio de ligacao € a associa¢do ndo ao acaso de
alelos em diferentes loci, é a correlagdo entre polimorfismos
que é causada pela sua histéria compartilhada de mutacéo e
recombinacédo. Inicialmente, o desequilibrio de ligacéo esta
presente em uma populacdo em uma taxa determinada pela
distancia genética entre os dois loci e 0 numero de geragcdes
desde que ele surgiu (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Considerando um par de alelos no locus 1, A e a, e no locus 2, B
e b, com as respectivas frequéncias p, p,, p; € p,, as
probabilidades de encontrar os alelos destes dois loci juntos,
NO MEesSMO Cromossomo, Sa0: P, P, P.s € P,,- Se estiverem
em equilibrio de ligacao, os alelos do locus 2 (B e b) séo
independentes dos alelos do locus 1 (A e a), ou seja, p,; = P,P;-
Uma medida direta de medir o desequilibrio de ligacéo (D) é por

11
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meio da diferenca entre as frequiéncias alélicas p,, e p,p,, ou
seja, D,, = (ITAB =TT\ 1Ty ).

Havendo equilibrio de ligacéo, D = 0. Entretanto, com
desequilibrio, D pode ser negativo ou positivo, sendo
dependente das frequéncias alélicas encontradas na populagéao
em estudo (FALCONER e MACKAY, 1996).

Uma série de estatisticas tem sido usadas para medir o
desequilibrio de ligacao, sendo que todas tém como
componente basico a diferenca entre as frequéncias alélicas
observada e esperada (D_ ). As duas estatisticas mais usadas
para mensurar o desequilibrio de ligacdo séo r? e D’ (FLINT-
GARCIA et al., 2003).

A estatistica r?, também descrita na literatura como D?, é a
correlacdo ao quadrado entre a presenca e auséncia de alelos
em diferentes loci (Hill e Robertson, 1968):

2

(D)
ﬂAﬂaﬂBﬂb
A estatistica D’ é calculada da seguinte forma:
oo (Pu) |
min(rz, 7, T, 71;) ' se D, <0;
2
D} = (0.) ,se D >0;

" mi N7, 775, 1T, 7T,)

A estatistica D’ varia entre -1 e 1, enquanto o seu valor absoluto
|D’| varia de 0 a 1. Somente quando forem observados todos os
quatro possiveis haplotipos (P, Py, P, € P,,) € que D’ sera
inferior a 1. Nesse caso, consequientemente, um suposto evento
de recombinacdao tera ocorrido entre os dois loci. Sempre que
uma das quatro freqtiéncias haplotipicas for zero, |D’| sera
igual a 1, o que ocorre com frequiéncia, quando se trabalha com
populagcdes pequenas (WRAY e VISSCHER, 2008).
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As estatisticas r? e D’ refletem diferentes aspectos de
desequilibrio de ligacdo e apresentam comportamentos
diversos em condicdes distintas. Na estatistica r?, somente se
encontra um valor igual a 1, ou seja, desequilibrio de ligagéo
completo, quando os dois loci em questéo apresentam
freqUéncias alélicas idénticas. Por outro lado, na estatistica D’,
sempre que a combinacdo de um par de alelos néo estiver
presente na populagcdo em estudo, D’ sera igual a 1 (FLINT-
GARCIA et al., 2003). Hedrick (1987), em um estudo baseado em
simula¢cdes, mostrou que a correlagdo entre as duas medidas
(r* e D) é muitas vezes baixa.

Esta diferenga nos valores encontrados no desequilibrio de
ligacdo quando se adota r? ou D’ é resultado da historia
evolutiva que cada uma destas estatisticas incorpora para
mensurar o desequilibrio de ligacédo, sendo que cada método
tem suas vantagens e desvantagens. A estatistica r? resume as
histérias de recombinacéo e de mutacao que estes loci
sofreram, enquanto que D’ mede apenas a histdria de
recombinagédo e, sendo assim, fornece uma medida mais exata
para estimar diferencas de eventos de recombinacao.
Entretanto, D’ é fortemente afetada por amostras de tamanho
pequeno, resultando em um comportamento erratico quando se
compara loci com baixas frequiéncias alélicas. Por outro lado,
quando se tem o objetivo de examinar a resolucédo de estudos
associativos, geralmente é conveniente a estatistica r?, uma vez
gue ela é um indicativo de como os marcadores podem se
correlacionar com o QTL de interesse (FLINT-GARCIA et al.,
2003).

Muitos estudos que descrevem o desequilibrio de ligacdo em
uma determinada populacéo estimam ambas as medidas (r? e
D’), o que permite um julgamento imediato do desequilibrio de
ligacdo junto com a diferenca das frequéncias alélicas. Por
exemplo, alto |D’| e alto r2 implica em uma tendéncia de apenas
dois haplétipos estarem presentes e com pequena diferenca na
freqliéncia do par de alelos; alto |D’| e baixo r? implica em uma

13
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tendéncia de estarem presentes apenas trés haplétipos, com
pares de alelos com frequéncias distintas; baixo |D’| e baixo r?
implica na tendéncia de estarem presentes os quatro haplétipos
e que a ligacdo dos alelos é ao acaso (WRAY e VISSCHER,
2008).

Ha duas formas comuns de visualizar a extensédo do
desequilibrio de ligagéo entre pares de loci. Os graficos de
declinio do desequilibrio de ligacdo sao usados para visualizar
a razao na qual o desequilibrio de ligacdo diminui em funcao da
distancia genética ou fisica. Sao construidos gréaficos de
dispersao (scattered plots) dos valores r? versus a distancia
genética ou fisica entre todos os pares de alelos.
Alternativamente, também podem ser usadas matrizes de
desequilibrio, as quais séo eficazes para visualizar o arranjo
linear do desequilibrio de ligacdo entre loci ao longo do
cromossomo. Ambos os tipos de graficos destacam a variacao
ao acaso do desequilibrio de ligacao devido a uma série de
forgas evolucionarias (FLINT-GARCIA et al., 2003).

2.1 Dinamica do desequilibrio de ligacdo

Uma vez que a freqiéncia alélica e a recombinacao entre loci
afeta o desequilibrio de ligacéo, a maioria dos processos
observados em genética de populac¢des refletem nos padrdes
do desequilibrio de ligagao. Ha uma série de forcas
evolucionérias que ocasionam o desequilibrio de ligacao,
incluindo mutacao, deriva genética, migracao e selecdo (WRAY
e VISSCHER, 2008).

A mutacéo fornece o material bruto para produzir o
polimorfismo que estara em desequilibrio de ligacdo. O
tamanho da populacédo também tem um papel importante. O
desequilibrio de ligacdo pode ser originado em populacdes que
sofreram recentemente uma redugéo no tamanho (bottleneck),
o que resultou em deriva genética e, consequientemente,
poucas combinacdes alélicas sdo passadas para as geracdes
futuras. J4 a migracéo, ou seja, a introducao de novos
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individuos na populacéao, resulta no fluxo de genes entre
gendtipos de populagdes geneticamente distintas seguido por
inter-cruzamentos, o que resulta na introducéo de
cromossomos de diferentes ancestrais, com frequéncias
alélicas distintas. Freqluientemente o desequilibrio de ligacao
resultante da migracao se estende por loci que ndo estao
ligados, entretanto, nesse caso, esse desequilibrio é derrubado
rapidamente com os cruzamentos ao acaso (FLINT-GARCIA et
al., 2003).

A principal forca que enfraquece o desequilibrio de ligacéo é a
recombinacdo. Alelos que estéo fisicamente ligados nos pais
(haplétipos parentais), sao transmitidos juntos para a progénie,
até que ocorra um evento de recombinacdo que separe os dois
alelos. A cada geracéo, a transferéncia de alelos fisicamente
ligados é reduzida na proporcao da fracdo de recombinacéo,
até que seja adquirido o equilibrio de ligacdo, onde os
haplétipos recombinantes e ndo recombinantes sdo igualmente
distribuidos na populacdo (GEBHARDT, 2007). Em uma
populacédo grande, de cruzamentos ao acaso, a relacao entre
desequilibrio de ligacdo no tempo t relativo ao desequilibrio no
tempo 0 pode ser derivada da seguinte forma (WRAY e
VISSCHER, 2008):

No tempo 0, o desequilibrio inicial é:
D(O) = pAB - pApB
Estendendo para qualquer geracgéo futura (t):

D(t) = %4(1 - 2c)(1 - ¢)**, sendo c a fracdo recombinante entre
os loci ligados.

Quanto mais proximos estiverem fisicamente os dois loci, o
desequilibrio de ligagéo persistird por multiplas geracdes
meioticas na populacédo devido a baixa frequéncia de
recombinacdo (GEBHARDT, 2007).

15
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3. Métodos para o
mapeamento por associa¢do
em plantas

Duas estratégias sdo adotadas em estudos associativos, uma
aborda o genoma todo (genome-wide) e a outra € uma
abordagem por meio de genes candidatos (candidate gene). Na
primeira estratégia, um grande niamero de marcadores,
distribuidos ao longo do genoma e preferencialmente com
posi¢do conhecida em um mapa fisico da espécie, é usado na
genotipagem da populacdo. Os mesmos individuos sdo
fenotipados para os caracteres de interesse. Os marcadores
sdo usados para avaliar todos os genes simultaneamente. A
segunda estratégia, gene-candidato, foca em genotipar regides
do genoma que aportam os genes candidatos (GEBHARDT,
2007). A analise funcional de genes que atuam na resisténcia a
pestes ou patdégenos, ou em qualquer outra rota metabdlica
importante, sejam estes genes identificados na propria espécie
em estudo, ou em espécies modelo, como Arabidopsis thailana,
abastecem a oferta de genes-candidatos para estudos
associativos (GEBHARDT et al., 2007).

Ambas as estratégias tiram proveito do nivel de desequilibrio
de ligacao presente na populacdo (MORGANTE e SALAMINI,
2003). A natureza do desequilibrio de ligacdo determina qual o
tipo de abordagem associativa que deve ser adotada. A razéo
com que ocorre o declinio do desequilibrio de ligagdo em
funcéo da distancia genética ou fisica na populacdo em estudo
€ que define se deve ser usada a estratégia de avaliacdo do
genoma todo ou de genes-candidatos (FLINT-GARCIA et al.,
2003). Quando o desequilibrio de ligacao decai em uma
distancia curta ao longo do cromossomo, o numero de
marcadores ao acaso necessarios para encontrar associacdes
significativas pode ser substancialmente grande (MALOSETTI
et al., 2007).

De modo geral, quando o desequilibrio de ligacdo é pequeno na
populacédo, um grande niumero de marcadores sera necessario



Mapeamento por associagdo em plantas: conceitos basicos e perspectivas
de uso no melhoramento de batata

para detectar uma associacao, porém, tem-se o potencial de
atingir um mapa com alta resolucgdo. Inversamente, quando o
desequilibrio de ligacédo é grande na populacao em estudo, um
nuamero menor de marcadores serd necessario para detectar
associacfes. Entretanto, obviamente, o mapa tera uma
resolucao inferior (MORGANTE e SALAMINI, 2003).

Estudos associativos tém sido a principal aplicacdo do
desequilibrio de ligacdo. Antes de examinar associagcfes entre
marcadores e caracteres fenotipicos, é calculado o
desequilibrio de ligac&o entre pares de marcadores seguindo
uma das metodologia previamente descrita neste documento
(item 2). Quando existe desequilibrio de ligacdo entre um
marcador molecular e um locus que controla um carater de
interesse, 0os marcadores podem estar associados aos valores
fenotipicos mensurados na populacdo de individuos (LANDER
e SCHORCK, 1994). Ao longo de um série de gera¢cdes, em uma
populacdo ndo estruturada, ou seja, em uma populacado de
cruzamentos ao acaso, livre de sub-divisdo ou migracao,
apenas as correlagdes entre o QTL e os marcadores
proximamente ligados a ele é que irdo permanecer (MACKAY e
POWELL, 2007).

A metodologia estatistica mais utilizada para acessar
associacfOes entre marcadores e caracteristicas fenotipicas
consiste principalmente na comparacao entre as meédias da
caracteristica fenotipica para os dois estados do alelo por meio
de algum tipo de teste-t, seja o classico teste-t, ou um método
alternativo mais robusto, como por exemplo o Mann-Whitney
teste-U (MALOSETTI et al., 2007).

Entretanto, o sucesso do mapeamento por associacdo depende
da possibilidade de separar o desequilibrio de ligacao oriundo
do efeito da recombinacéo, a ligacdo genética propriamente
dita, do desequilibrio de ligacdo decorrente de outras forcas
evolucionérias (REMINGTON et al., 2001). A estrutura
populacional é vista como a segunda principal causa de
associagdo entre marcadores e caracteres fenotipicos (FLINT-
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GARCIA et al., 2003). A principal restricao ao uso do
mapeamento por associagdo em espécies vegetais ocorre em
funcdo do grande risco de identificar associagoes falso-
positivas em fun¢édo da estrutura populacional (PRITCHARD,
2001). A maioria das populacfes vegetais apresenta algum grau
de estruturacdo ou subdivisdo, como consequiéncia, com
freqUéncia sdo encontradas correlacfes entre loci ndo ligados
(MACKAY e POWELL, 2007). A historia de melhoramento
genético de muitas das principais espécies vegetais de
importancia agrondémica, seguido pelo limitado fluxo génico
entre as espécies cultivadas e 0s seus parentes silvestres, criou
complexas estratificacfes no germoplasma da maioria das
espécies de importancia agrondmica, o que complica os
estudos associativos (SHARBEL et al., 2000).

Ignorar as correlacdes entre os genétipos em estudo induz a
testes liberais de associacdo entre marcadores e caracteres
fenotipicos, o que aumenta drasticamente o niumero de falsos
QTLs detectados (PARISSEAUX e BERNARDO, 2004). Métodos
estatisticos foram desenvolvidos visando corrigir o problema
da estrutura populacional e assim diminuir a identificacdo de
falsas associacdes. Uma das estratégias mais utilizadas no
mapeamento por associacdo é inicialmente examinar se podem
ser distinguidos grupos dentro da populacdo para que,
somente apods a correcao para o efeito de grupo intra-
populacional, sejam testadas as associa¢cdes marcador-carater
fenotipico (PRITCHARD et al., 2000). Dessa forma, sao feitos
testes-t dentro dos grupos identificados (SIMKO et al., 2004a).
O principio basico é que ap6s remover os efeitos de grupo,
apenas as associacOes causadas pela ligacao fisica entre os
alelos é que irdo permanecer (MALOSETTI et al., 2007).

Entretanto, o uso de testes-t para estabelecer associa¢cbes entre
marcadores e caracteres fenotipicos impde algumas restri¢cdes
as analises e inferéncias. No mapeamento associativo é
interessante que se possa utilizar dados fenotipicos
acumulados ao longo dos anos nos programas de
melhoramento genético, os quais séo, frequentemente,
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altamente desbalanceados. Nesse sentido, a estrutura de
modelos-mistos mostra-se como uma ferramenta poderosa
para ser empregada no mapeamento associativo (MALOSETTI
et al., 2007).

O emprego de modelos-mistos em estudos associativos em
plantas tem se mostrado um dos métodos mais eficientes para
diminuir falsas associacdes entre marcadores e caracteres
fenotipicos. Nos modelos-mistos séo incorporadas as relacdes
entre 0os gendtipos, seja por meio de informacfes de pedigree,
de sub-estrutura populacional (grupos) ou de qualquer outra
informacado que esteja disponivel sobre o germoplasma, a fim
de controlar as possiveis falsas associacdes (MALOSETTI,
2007;YU et al., 2006).

4. Relevancia do desequilibrio
de ligacdo para estudos de
mapeamento de genes

Até o inicio deste século, a maioria dos estudos de
mapeamento de caracteres qualitativos e quantitativos em
plantas era baseada em mapas de ligacao dependentes do
desenvolvimento de populagdes estruturadas. Nestes estudos,
um dos tipos mais comuns de populacfes de mapeamento
utilizados séo as populagées F,, originalmente derivadas da
auto-fecundacgéo do hibrido F, oriundo do cruzamento de dois
individuos contrastantes para a caracteristica de interesse, e as
populacdes de retro-cruzamento, derivadas do cruzamento do
hibrido F, com um dos pais (COLLARD et al., 2005).

Véarios QTLs foram mapeados com sucesso em diversas
espécies de plantas por meio do mapeamento de ligacéo
classico, baseado em populacdes estruturadas (STUBER et al.,
1999). Entretanto, duas grandes limitacbes ao uso deste tipo de
populacédo para mapear QTLs podem ser citadas. Uma é o fato
de que um limitado nimero de eventos de recombinagéo
ocorreu nestas populacdes, 0 que resulta em baixa resolucédo
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para o mapeamento de QTLs e, a outra, o fato de que apenas
poucos alelos por locus podem ser estudados
simultaneamente; por exemplo, em espécies dipldides, apenas
dois alelos sdo amostrados por locus em cada estudo (FLINT-
GARCIA et al., 2003).

Apesar dos esfor¢cos para aumentar a resolucao das
populagdes de mapeamento, como o desenvolvimento de
grandes populac¢fes de linhagens puras recombinantes (RILs -
Recombinant Inbred Lines), populacdes as quais passaram por
varios ciclos de cruzamento ao acaso, 0 que aumenta o numero
potencial de eventos de recombinacéo, a resolucdo para muitos
QTLs ainda é de muitos centimorgans (cM), o que corresponde
a centenas de genes (FLINT-GARCIA et al., 2003). Com o uso de
RILs, QTLs foram mapeados em regides com distancias
genéticas variando de 10 a 30 cM (ALPERT e TANKSLEY, 1996;
STUBER et al., 1999). Entretanto, para o uso de QTLs por
programas de melhoramento de plantas, seja por meio da
selecao assistida por marcadores, ou para que sejam
identificados genes funcionais, é necessario que a posi¢cao
destes QTLs seja estimada com grande resolucédo (GUPTA et
al.; 2005).

Alternativamente, o uso de populacdes naturais para mapear
caracteres de interesse, por meio do mapeamento por
associacao, tem como grande vantagem o potencial de mapear
QTLs com maior resolucdo, uma vez que se aproveita dos
eventos de mutacdo e recombinacao acumulados ao longo do
tempo na populacdo para analisar um fenétipo de interesse
(WRAY e VISSCHER, 2008). Adicionalmente, em estudos
associativos, dezenas de alelos podem ser acessados
simultaneamente (WHITT e BUCKLER, 2003).

Além disso, deve-se destacar que uma das principais razdes de
interesse Nno mapeamento associativo em plantas esta no fato
de que, uma vez que ndo ha necessidade de desenvolvimento
de populac¢fes estruturadas para o mapeamento, um grande
numero de avaliagBes fenotipicas rotineiramente feitas nos
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programas de melhoramento de plantas ao longo dos varios
anos, como 0s proprios ensaios de VCU (Valor de Cultivo e
Uso), podem ser usados na busca por identificar genes ou
marcadores associados aos fendtipos de interesse
(MALOSETTI et al., 2007).

Entretanto, é importante enfatizar que ambos os métodos de
mapeamento sdo importantes e apresentam suas vantagens e
limitac6es. Um ponto importante que deve ser salientado é que
no mapeamento por desequilibrio de liga¢cédo, no caso de haver
interesse em identificar associacdes entre alelos raros, ou seja,
alelos que ocorrem em baixa frequéncia na populacao, e um
determinado fendétipo especifico, pelas ferramentas estatisticas
disponiveis, dificilmente por meio de mapeamento associativo
vao ser detectadas estas associagcOes (SIMKO, 2004).
Recentemente, alguns estudos vém sendo desenvolvidos
visando desenvolver metodologias que utilizem de forma
conjunta o mapeamento de ligacao classico e 0 mapeamento
por associacdo, a fim de gerar mapas altamente refinados que
tiram proveito das vantagens de ambos os tipos de
mapeamento (WU et al., 2002).

5. Mapeamento por

associacdo: exemplos e
perspectivas de uso no
melhoramento de batata

O primeiro estudo associativo em plantas foi realizado em
milho, adotando a estratégia gene-candidato. Neste estudo, a
variacao do gene dwarf8 (d8) foi avaliada para a associacao
com a época de florescimento e estatura de planta em
linhagens de milho (THORNSBERRY et al., 2001). Desde entéo,
uma gama de espécies passaram a ser estudadas visando o
mapeamento por associacdo. Gupta et al. (2005) fizeram uma
revisdo sobre os estudos associativos em plantas superiores
onde sao relatados estudos em mais de 15 espécies. Em batata,
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0s primeiros estudos sobre desequilibrio de ligacao e
mapeamento associativo foram publicados em 2004 (SIMKO,
2004; SIMKO et al.; 2004a, b; GEBHARDT et al., 2004).

A batata (Solanum tuberosum) é uma espécie tetrapléide com
heranca tetrassémica. A complexidade dos estudos classicos
de mapeamento genético em populacgdes tetrapléides,
associado ao fato de que muitas fontes de resisténcia foram
introduzidas das espécies silvestres dipldides para o
germoplasma cultivado (4x), motivou os estudos de
identificacdo de QTLs em populacdes dipldides de batata
derivadas de cruzamentos inter-especificos (EWING et al., 2000;
VISKER et al., 2003; OS et al., 2006). Mapas de ligagédo para
identificacdo de QTLs em populacdes tetrapléides também
foram desenvolvidos com sucesso, embora mostrem e
confirmem a complexidade de construir mapas e avaliar QTLs
em populacdes tetrapldides (BRADSHAW et al., 2004; BRYAN et
al., 2004). Ainda que o0 mapeamento classico de QTLs em
populacdes dipldides e tetrapldides de batata tenha sido bem
sucedido, o uso do mapeamento associativo no germoplasma
tetrapldide de batata tem como grande vantagem a avaliacdo da
presenca de QTLs diretamente no mesmo nivel de ploidia da
batata cultivada e dentro de uma composicado genética mais
representativa para a espécie, com a possibilidade de usar o
proprio germoplasma elite dos programas de melhoramento
para compor a populacdo em estudo (MALOSETTI et al., 2007).

Motivados pelas vantagens do mapeamento associativo, os
primeiros estudos associativos em batata visaram avaliar o
potencial de uso desta metodologia no germoplasma
tetraploide, o qual é composto fundamentalmente por
variedades desenvolvidas pelos programas de melhoramento.
Essas variedades sdo genotipos heterozigotos, fixados pela
propagacao vegetativa. Resultados iniciais sugerem que o
declinio do desequilibrio de ligacdo em funcao da distancia
genética em Solanum tuberosum é menos prolongado do que
em espécies autbgamas, como a soja, porém é mais prolongado
do que em espécies aldgamas, como o milho (SIMKO et al.,
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2006).

Os resultados de estudos associativos sdo promissores em
batata. Genes de resisténcia a Verticillium foram mapeados com
sucesso em populacdes tetrapldides de batata, tanto usando a
abordagem de gene-candidato para mapear QTLs de resisténcia
a Verticillium dahliae (SIMKO et al., 2004a), como adotando a
abordagem do genoma todo para mapear genes de resisténcia
a Verticillium albo-atrum (SIMKO et al., 2004b). Gebhardt et al.
(2004) identificaram por meio do mapeamento associativo
usando a abordagem de gene-candidato, QTLs relacionados
com a resisténcia a Phytophthora infestans e com o ciclo, ao
avaliar 600 cultivares de batata desenvolvidas entre 1850 e
1990. Utilizando também a abordagem de genes-candidato,
Malosetti et al. (2007) identificaram dois marcadores
moleculares com potencial de uso para selecdo de gendétipos de
batata com resisténcia a Phytophthora infestans, ao explorarem
os dados fenotipicos coletados ao longo de 25 anos nos
ensaios de VCU de batata da Holanda.

D’hoop et al. (2008), ao analisarem cultivares e alguns
progenitores tetrapléides de batata, no total 221 gendtipos,
usando a abordagem do genoma todo com marcadores AFLP,
identificaram associa¢des interessantes entre marcadores e
caracteres fenotipicos relacionados com a qualidade do
tubérculo, mesmo tendo utilizado um numero relativamente
pequeno de marcadores no estudo, no total 250, comprovando
o grande potencial dessa metodologia para identificar QTLs no
germoplasma tetrapléide de batata.

Li et al. (2008), ao avaliarem o germoplasma tetrapléide de trés
programas de melhoramento de batata, adotando a estratégia
de genes-candidato, identificaram associacfes entre
marcadores moleculares e os caracteres fenotipicos coloracédo
do chips ap6s a fritura, conteddo de amido, rendimento de
tubérculo e rendimento de amido. Neste trabalho é mostrado o
potencial do uso do mapeamento associativo para dissecar
simultaneamente multiplos caracteres complexos, altamente

23
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influenciados pelo ambiente, em populacdes avancadas de
melhoramento de batata.

Os exemplos de mapeamento associativo em batata tém
mostrado resultados bastante interessantes, com grande
capacidade de identificar associacfes entre marcadores
moleculares e fendtipos de interesse para os programas de
melhoramento (SIMKO et al., 2004a, b; GEBHARDT et al., 2004;
MALOSETTI et al., 2007; D’HOORP et al., 2008). O mapeamento
associativo surge como uma potencial solucédo aos problemas
até entdo encontrados para o emprego de selecdo assistida por
marcadores moleculares em batata, técnica que ainda é pouca
utilizada nos programas de melhoramento devido,
principalmente, ao fato de que os estudos de QTL nesta espécie
foram predominantemente desenvolvidos em populacdes
dipléides e, frequentemente, envolvendo cruzamentos
interespecificos, resultando na identificacdo de QTLs que nédo
sdo imediatamente diagnosticados nas popula¢cdes de
melhoramento (GEBHARDT et al., 2007).

6. Consideracdes finais

O mapeamento por associacao, bastante usado em genética
humana e animal, surge como uma importante metodologia
para mapear genes de interesse em plantas. Entretanto, alguns
pontos devem ser ressaltados para que esta técnica seja usada
com sucesso na identificacdo de genes de interesse nas
colecdes de germoplasma. E importante destacar que, sendo o
desequilibrio de ligacao a base do mapeamento por associagao,
entender a estrutura do desequilibrio de ligacao na populacédo
em estudo é o ponto inicial basico e crucial para desenvolver
estudos associativos. Como questdes fundamentais para obter
sucesso ho mapeamento por associacdo, salienta-se a
importancia da escolha do germoplasma a ser estudado. Este
deve ser o mais diverso possivel, para cobrir a amplitude de
variacao fenotipica do carater de interesse; a qualidade dos
dados fenotipicos, que devem usufruir de desenhos
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experimentais que permitam controlar o erro experimental; e o
uso de métodos estatisticos que possibilitem controlar o
problema de estrutura populacional, a fim de eliminar
associacOes falso-positivas. A crescente facilidade de acesso a
técnicas moleculares de grande cobertura do genoma em varias
espécies vegetais, assim como a crescente identificacao e
disponibilidade de genes envolvidos em importantes rotas
metabdlicas, faz com que o uso de mapeamento associativo,
seja por meio da abordagem do genoma como um todo, ou por
meio de estudos gene-candidato, tenha um papel fundamental
em facilitar o uso da diversidade genética pelos programas de
melhoramento, usufruindo dos beneficios resultantes da era
gendbmica. Os resultados encontrados em estudos associativos
com batata, uma espécie com padrao de segregacdo complexo
devido a heranca tetrassbmica, mostram-se extremamente
promissores para elucidar a genética de caracteres
agronémicos complexos e desenvolver marcadores
moleculares ligados a genes de interesse para serem usados
nos programas de melhoramento genético de batata, visando
acelerar o desenvolvimento de novas variedades.
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