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RESUMO

Atualmente, desenvolvimento da tecnologia de analise gendmica de alta resolucéo e
alto rendimento tem a capacidade de gerar informacgdes sobre milhdes de pares de
bases em um Unico ensaio, permitindo a deteccdo de variagdo em um Unico
nucleotideo de uma sequéncia de DNA. Este contexto possibilitou o surgimento de
novas abordagens para a selecédo assistida por marcadores, dentre elas os estudos
de associacdo genémica ampla (GWAS), que visam 0 mapeamento genético por
meio das associacdes entre 0s locos e a caracteristica fenotipica na populacdo e
buscam detectar efeitos dos genes sobre os valores genéticos dos individuos; e a
selecdo gendmica ampla (GWS), que detecta genotipos favoraveis por meio de
informacdes genotipicas para inferir sobre os valores fenotipicos futuros, ou valores
gendmicos. Estas técnicas tém sido exploradas por meio de estudos de simulacéo e
aplicacado nos programas de melhoramento tradicionais para diversas culturas. Por
outro lado, sua aplicacdo no melhoramento de forrageiras € restrita, especialmente
no Brasil, porém com resultados promissores. Neste contexto, este estudo traz uma
abordagem conceitual do tema sob a visdo da genética quantitativa, buscando
evidenciar sua aplicacdo no melhoramento genético de forrageiras.
PALAVRAS-CHAVE: espécies forrageiras, mapeamento genético, marcadores
moleculares.

GENOMIC-WIDE SELECTION (GWS) AND GENOMIC-WIDE ASSOCIATION
STUDY (GWAS) IN FORAGE BREEDING: CONCEPTUAL APPROACH,
QUANTITATIVE GENETICS AND APPLICATIONS

ABSTRACT
The development of high-resolution and high-throughput genomic analysis
technology now is enable to generate information about millions of base pairs in only
one test, allowing detection of single nucleotide variation in a DNA sequence. This
context enabled the emergence of new approaches to marker-assisted selection,
among them the Genome-Wide Association Studies (GWAS), which aim at genetic
mapping through associations between loci and phenotypic characteristics in the
population and seek to detect effects of genes on the genetic values of individuals;
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and Genome-Wide Selection (GWS), which detects favorable genotypes through
genotypic information to infer future phenotypic values, or genomic values. These
techniques have been explored through simulation studies and application in
traditional breeding programs in various cultures. On the other hand, its application in
forages breeding is restricted, especially in Brazil, but with promising results. In this
context, this study brings a conceptual approach of the subject from the perspective
of quantitative genetics, seeking to highlight its application in the forages breeding.
KEYWORDS: forage species, genetic mapping, molecular markers.

INTRODUCAO

O melhoramento genético vem sendo utilizado na agricultura de forma
empirica desde a antiguidade por meio da domesticacdo e selecdo. Na idade
contemporanea, os estudos de Mendel no final século XIX trouxeram as bases
genéticas para as técnicas modernas de melhoramento de plantas e animais e, a
partir dos anos de 1950, as pesquisas sobre a natureza, funcéo e regulacéo do gene
contribuiram para o desenvolvimento da genética molecular.

Essa evolucéo tecnoldgica trouxe grandes avangos para a area, sendo, de
fato, um dos mais importantes, uma vez que o desenvolvimento de cultivares
oriundas de melhoramento genético foi responsavel por mais da metade dos
aumentos na produtividade das culturas ao longo do século passado (RAMALHO et
al., 2012; BOREM et al., 2014).

De forma geral, um programa de melhoramento genético, embora efetivo, é
relativamente lento, pois tradicionalmente baseia-se em caracteres fenotipicos e
inmeros ciclos de recombinacéo, avaliacdo e sele¢cdo. Com a evolucdo da genética
molecular houve o avanco no conhecimento da biologia dos organismos e, como
conseguéncia, uma série de métodos surgiram para auxiliar no melhoramento, que
até a década de 1960 era realizado por caracteristicas morfologicas de menor
interesse agricola (SOUZA, 2001).

O estudo de cada gendtipo e a obtencdo de informacdes sobre variabilidade,
identificacdo e localizacdo de genes especificos e suas associacbes com
caracteristicas fenotipicas foi possibilitado pelo desenvolvimento dos marcadores
moleculares, que pela analise do genoma permite inUmeras aplicacbes no
melhoramento de plantas de forma rapida por ndo necessitar de sucessivas
geracdes e independer do estadio fenolégico (RESENDE, 2008).

Neste sentido, o uso dos marcadores moleculares trouxe a possibilidade do
desenvolvimento de técnicas que melhoram o entendimento das bases genéticas de
diversas caracteristicas complexas, como a associacao gendmica ampla (Genome-
Wide Association Studies — GWAS), que identifica as variagbes no genoma e as
associa com o fenétipo de interesse por meio de testes de hipétese, auxiliando na
construcdo de mapas genéticos.

Outras técnicas sdo os métodos de selecdo baseado em marcadores, que
oferecem alta eficiéncia e rapidez nos ganhos genéticos, como a selecdo gendmica
ampla (Genome-Wide Selection — GWS) proposta por Meuwissen et al. (2001), que
difere da selecdo assistida por marcadores (Molecular Marker Assisted Selection -
MAS) por ndo necessitar de conhecimento prévio das posi¢cdes das caracteristicas
guantitativas (Quantitative Trait Loci — QTL) e considerar o genoma como um todo
na estimacgéao dos efeitos genéticos (RESENDE, 2008; SAGURTHI et al., 2015).

A aplicacdo da GWS em plantas perenes e espécies de propagacao
vegetativa traz diversas vantagens, como aumento da acuracia e reducdo do tempo
requerido para um ciclo completo de selecédo devido ao uso da matriz de parentesco
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para cada caracteristica, 0 que permite explorar toda a variacdo genética
populacional (RESENDE et al., 2014a).

No Brasil, esta técnica comecou a ser aplicada recentemente com sucesso
em culturas anuais e perenes (CASTRO et al., 2016; LIMA et al., 2019; RESENDE et
al.,, 2012a; VIANA et al., 2016). Em espécies forrageiras, apesar do uso da
pastagem como principal componente das dietas de ruminantes, poucos estudos
nacionais trazem tal abordagem, apontando, porém, para seu grande potencial
(PEREIRA et al., 2018).

FUNDAMENTOS DA GWS E GWAS
Segundo Resende et al. (2012b), a aplicagédo dos marcadores moleculares no
melhoramento genético se divide em duas linhas: deteccdo de marcadores
associados a caracteristicas quantitativas (QTL) e seu mapeamento baseado em
analise e desequilibrio de ligacdo, chamado de estudos de associacdo gendmica
ampla (GWAS); e o uso desses marcadores nos programas de selecdo genética,
pela selecédo assistida por marcadores moleculares (MAS) e selecdo genbmica ou
selecdo gendmica ampla (GWS).
A GWS surgiu no inicio dos anos 2000 como uma nova abordagem para a
MAS, selecionando individuos favoraveis por seus valores genéticos gendmicos
preditos, fundamentada, como a GWAS, na ocorréncia de desequilibrio de ligacéo
entre os marcadores e 0s locos que governam os QTLs da populagédo estudada
(MEUWISSEN et al., 2001; RESENDE, 2008). Ja os estudos de GWAS, também
utilizados na MAS, procuram associac¢des entre 0s locos e a caracteristica fenotipica
na populacédo e buscam detectar efeitos dos genes com significancia estatistica sobre
os valores genéticos dos individuos (RESENDE et al., 2014a).

Breve retrospecto

Os caracteres de segregacao continua, isto €, com muitos fenotipos
intermediarios entre os tipos extremos, ao contrario das caracteristicas analisadas
por Mendel, ndo obedecem a lei da segregacdo independente e precisam ser
estudados por métodos estatisticos. Esses caracteres, denominados quantitativos
ou QTLs, termo cunhado em 1975 por Geldermann, e ligados principalmente as
caracteristicas de interesse econémico, comecaram a ser estudados por Galton e
seus discipulos na Inglaterra no final do século XIX, que naquela época mostraram
que tal variagdo era parcialmente herdavel (ALLARD, 1971).

Na década de 1910, a “hipotese dos fatores multiplos” foi proposta de forma
independente por Nilsson-Ehle e East para explicar a heranca dos caracteres de
distribuicdo, ou heranca, continua, com base no fato de que uma caracteristica é
influenciada por um grande niumero de genes mendelianos, onde cada um contribui
com um pequeno efeito para o fenotipo (RAMALHO et al., 2012).

A partir de entédo, descobertas ao longo dos anos, como a estrutura em dupla
hélice do DNA por Watson e Crick na década de 1950, as enzimas de restricdo na
década de 1970 por Boyer, a transgenia e os marcadores moleculares na década
seguinte, permitiram o avanco do conhecimento da genética até os dias atuais,
como as ciéncias e tecnologias “6micas”, gendmica, transcriptdmica, proteémica e
metaboldmica, e a bioinforméatica (BOREM et al., 2014; FALEIRO et al., 2011).

Atualmente, com a ampliacdo das possibilidades para o sequenciamento
gendmico, a tendéncia passa a ser a integracao e aplicacdo desse conhecimento em
outras areas pela gendmica translacional (KANG et al., 2016), que mantém as bases
da genética quantitativa e de populacdes para seu desenvolvimento e aplicacao.
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Genética de populacdes

A frequéncia dos alelos e dos genoétipos que compdem os diversos individuos
de uma populacédo forma a estrutura dessa populacdo. Conhecer essa estrutura é
fundamental para se realizar e, ou, predizer as mudangas em magnitude no sentido
desejado, aléem de fornecer as bases para a compreensao de sua evolucdo por meio
dos mecanismos da hereditariedade em nivel populacional (CRUZ, 2005).

A frequéncia alélica corresponde as proporcdes dos diferentes alelos de um
determinado gene e a frequéncia genotipica, as propor¢des dos genotipos para o
gene em questdo na populacdo. A populacdo € definida como a reunido de
individuos com diversos gendtipos e sistema de acasalamento definido, que formam
descendentes em frequéncia proporcional a contribuicdo dos gametas dos genitores.

A populagdo onde ndo ha migracdo, mutacdo e selecdo, resultando em
frequéncia alélica, e consequentemente, genotipica constantes ao longo das
geracdes, é dita em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), fenbmeno demonstrado
de forma independente por Hardy e Weinberg em 1908 (RAMALHO et al., 2012).

Os processos que afetam as frequéncias génicas, segundo Cruz (2005), podem
ser sistematicos (mutacdo, migracao e selecao), conhecidos em magnitude e direcéo;
e dispersivos (deriva genética e amostragem), que ndo possuem direcdo conhecida.

Resende (2008) define cada um em funcédo das frequéncias alélicas e seu
desequilibrio de ligagéo (desvios entre as frequéncias esperadas e observadas):

- Mutacdo: fendmeno aleatorio e raro que pode gerar na populacdo a chamada
carga genética, ou seja, alelos ndo neutros desfavoraveis, que reduzem o valor
adaptativo dos individuos, ou pode atuar favoravelmente na manutencdo da
variabilidade, e, por consequéncia, para a resposta a selecdo, desde que ocorra
continuamente;

- Migracéo: juntamente com a diversidade alélica caracteriza o fluxo génico entre
populacdes, podendo atuar como um fator de aumento da variabilidade, o que
contribui tanto para o melhoramento genético quanto para a conservacao e que
tende a desaparecer apds algumas geracoes;

- Selecéo: altera os componentes de médias e variancias dos valores genéticos e
fenotipicos por desequilibrar as frequéncias gaméticas, reduzindo a covariancia
entre genitores, e promovendo endogamia e deriva genética. Nesse fendmeno, as
frequéncias alélicas possuem efeito de menor dimensao por serem proporcionais ao
namero de alelos que afetam o carater poligénico sob selecéo;

- Deriva genética: processo dispersivo que ocorre em pequenas populacdes como
consequéncia do reduzido numero efetivo, ou seja, a quantidade de individuos que
participa efetivamente do intercruzamento para geragédo de descendentes. Por outro
lado, a amostragem também reduz o namero efetivo, sendo causa, por tanto, da
deriva genética. Segundo Resende (2008), as mudancas nas frequéncias alélicas
causadas pela deriva podem ser preditas apenas em quantificacédo, pela variancia
das frequéncias, mas ndo em direcdo porque as alteracdes ocorridas sdo aleatdrias
devido a amostragem de gametas para a formacdo da nova geracéao.

Genética quantitativa

Os estudos das caracteristicas quantitativas, e de QTLs, séo realizados a
partir do modelo basico F = g + e, onde F é o valor fenotipico medido nos individuos,
g € o valor genotipico oriundo da acado do genotipo e e, a influéncia do meio. Devido
ao atributo poligénico, os QTLs refletem o efeito ambiental de forma acentuada e
para sua caracterizacdo genética é necessario o uso de grandes populagbes e de
parametros estatisticos.
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O conhecimento da natureza da acdo génica (aditiva, dominante ou
codominante) para a determinacdo da superioridade genética também é essencial
(CRUZ, 2005; RESENDE et al.,, 2008). Dessa forma, a partir das caracteristicas
fenotipicas mensuradas, objetiva-se obter a parte devida aos efeitos genotipicos, ou
seja, isolados da influéncia ambiental. Assim, apés varias geracoes, espera-se que a
populacdo resultante de selecdo esteja homozigética para todos os locos, exceto
para o0s relacionados a caracteristica de interesse, e, selecionando-se o0s
homozigotos para o carater em questdo, a diferenca dos caracteres quantitativos
pode ser atribuida aos genes fortemente ligados a eles (ALLARD, 1971).

De forma geral, a selecdo atua causando a alteracdo das frequéncias alélicas
nos locos que controlam o carater sob selecéo. Esse processo leva a modificacdo da
média genotipica da populacdo na direcdo desejada e é baseado na predi¢cdo do
valor genético dos individuos e na sua selecéo ou nao.

O valor genético é obtido a partir das médias e componentes de variancias
oriundos das observacdes fenotipicas em uma populacédo e pode ser desdobrado
em uma parte herdavel, chamada valor genético aditivo, devido ao efeito gamético
dado pelo desvio da média da progénie, e outra ndo herdavel, chamados desvios de
dominancia, referentes as interacdes entre alelos ou dentro do loco definidos em
termos populacionais (CRUZ, 2005).

Assim, para as observagfes fenotipicas em um dado momento, tem-se o
modelo geral: F =y +a+d + e, onde py € a média geral, a é o efeito aditivo, d é o
efeito de dominancia e e o efeito ambiental. Outros parametros que orientam o
processo de selecdo e de melhoramento visando a producdo futura, como
herdabilidade, repetibilidade, correlagdes e ganho, sdo estimados pelos respectivos
componentes de variancia do modelo apresentado (CRUZ, 2005).

Os componentes de variancia, por sua vez, podem ser estimados por varios
métodos dentro de, principalmente, duas abordagens, a frequentista e a bayesiana
(RESENDE et al., 2012b). Na primeira, trés meétodos de estimacdo sdo 0s mais
comuns: momentos, fungfes quadraticas e funcdo de verossimilhanca.

Dentre os métodos derivados dos momentos estdo ANOVA de Fisher e os
métodos de Henderson (1953), onde os quadrados médios sdo igualados as
respectivas esperancas matematicas. Os estimadores quadraticos sdo 0 nao
viesado de norma minima e o de variancia minima, MINQUE e MIVQUE,
respectivamente, e o iterativo de norma minima, I-MINQUE.

Os métodos de verossimilhanga mais utilizados sdo o de maxima
verossimilhanca (ML), e maxima verossimilhanca restrita (REML), que se baseiam
na maximizacdo do logaritmo da fungcdo densidade de probabilidade das
observacdes e na maximizacdo da funcdo de verossimilhanca independente de
efeitos fixos e considerando seus graus de liberdade (RESENDE et al., 2012b).

A inferéncia bayesiana se fundamenta no conceito de probabilidade de um
evento baseada nas ideias de Laplace. Considerando os conhecimentos anteriores,
ou a priori, e posteriores, ou a posteriori, da ocorréncia do evento, pode-se calcular a
probabilidade de uma hipétese com base na probabilidade a priori e em novas
informac0des adicionais, proporcionadas por experimentos (RESENDE, 2008). Assim,
a inferéncia bayesiana procura medir o grau de incerteza sobre a ocorréncia desse
evento, utilizando o conhecimento da distribuicdo a posteriori dos parametros a
serem estimados, ou seja, maximizando sua funcdo de densidade de probabilidade
ao invés da funcéo de verossimilhanca (RESENDE et al., 2012b).
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Marcadores moleculares

De acordo com Souza (2001), qualquer forma alélica proveniente do genoma
pode ser utilizada como marcador genético, podendo ser um fenétipo, uma proteina
ou fragmento de DNA, que revela polimorfismos genéticos, ou seja, formas alélicas
correspondentes ao mesmo loco, mas diferentes entre si. Por convengéo, considera-
se um loco polimorfico quando a frequéncia de seu alelo mais comum € menor que
99%, ou seja, pelo menos um individuo entre 100 possui um alelo distinto dos
demais.

No contexto do melhoramento genético, os marcadores moleculares sao
importantes para o0 entendimento da domesticacdo, evolucdo e mecanismos
genéticos que envolvem as caracteristicas agronémicas de interesse (CAIXETA et
al., 2014).

Os marcadores com base no DNA nédo sofrem qualquer influéncia ambiental
Ou génica, ou seja, efeitos epistaticos ou pleiotrépicos, aléem de nédo serem limitados
como os morfolégicos e fornecerem maior quantidade de informacdo, uma vez que o
nivel de polimorfismo € alto para cada loco estudado (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1995).

Os marcadores, de modo geral, podem ser divididos de varias formas, como
namero de locos que podem detectar, graus de polimorfismo e caracteristicas de
dominancia (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Caixeta et al. (2014) classificam os
marcadores pelo método de analise: marcadores baseados em PCR; marcadores
baseados na técnica de hibridizacado e marcadores baseados em sequenciamento.

Marcadores baseados em PCR - A tecnologia de reagédo da polimerase em
cadeia, ou PCR (Polymerase Chain Reaction), desenvolvida na década de 1980,
trouxe inUmeros avangos para a biologia molecular. Sua técnica envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de copias de segmentos de DNA em presenca da
DNA polimerase e produz inumeros ciclos de desnaturacdo do material genético;
anelamento, com a hibridizacdo do DNA com o primer; e extensao, que evolve a
adicdo de nucleotideos com base na sequéncia alvo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1995). Inumeros marcadores com base em PCR estdo disponiveis para diversas
culturas, entre eles:

- marcadores microssatélites, que variam de um a seis pares de bases e sao
amplamente distribuidos no material genético dos eucariotos;

- ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) ou repeticdo entre sequéncias simples, que
€ baseado em fragmentos de DNA entre duas regiées microssatélites idénticas;

- AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ou polimorfismo de comprimento
de fragmentos amplificados, que permite a andlise simultanea de diferentes regides
do DNA aleatoriamente distribuidas no genoma;

- marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) ou regido
amplificada de sequéncia caracterizada, definida como um fragmento do DNA que
foi identificado por PCR através de um par especifico de primers (CAIXETA et al.,
2014).

Marcadores baseados na técnica de hibridizagdo - O primeiro marcador
desenvolvido com base na hibridizacdo de fragmentos com sequéncias homologas
de DNA foi o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados. Esse marcador foi usado inicialmente em
1975 e baseia-se na digestdo do DNA com enzimas de restricdo, separacdo dos
fragmentos do DNA por eletroforese em gel de agarose com transferéncia dos
fragmentos para membrana celulésica e deteccdo dos fragmentos com sonda de
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sequéncia conhecida, uma técnica de alto custo e de dificil reprodutibilidade
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

Marcadores baseados em sequenciamento - Marcadores DArT (Diversity
Arrays Technology) ou tecnologia de arranjos de diversidade, podem ser usados
para caracterizar milhdes de polimorfismos de forma rapida, sendo derivados da
construgcdo de arranjos de DNA com um conjunto de diferentes genotipos, criados
pela digestao de varios gendtipos com enzimas de restricdo, e pela hibridizacdo com
uma sonda de DNA extraida de um individuo, possui comportamento
predominantemente dominante e alta reprodutibilidade (CAIXETA et al., 2014).

O sequenciamento de DNA consiste na determinagcédo da ordem das bases de
nucleotideos: adenina, guanina, citosina e timina. Varios meétodos de
sequenciamento sdo utilizados atualmente, entre eles o método Sanger, que
consiste na interrupcdo da sequéncia através da incorporacdo aleatéria de um
nucleotideo modificado com corante fluorescente. Hoje, 0os sequenciamentos de
nova geracao e de segunda geracdo estdo emergindo com capacidade de gerar
informacdes sobre milhdes de pares de bases em um Unico ensaio (VOSS-FELS;
SNOWDON, 2016).

O SNP (Single Nucleotide Polymorphism), ou polimorfismo de nucleotideo
anico é baseado na variagdo em um unico nucleotideo de uma sequéncia de DNA.
De forma geral, ocorre em regides de codificagdo ou com func¢des regulatérias do
genoma e pode ser classificada como sinbnima, sem alteracdo na funcdo do
aminoacido que codifica uma proteina; ou ndo sindnima, com alteragdo na funcéo do
aminoacido, e pode ser conservativa ou nao conservativa (CAIXETA et al., 2014).

A escolha do tipo de marcador em pesquisas genéticas baseia-se no objetivo
a ser alcancado, levando em consideracdo as caracteristicas da espécie estudada,
além do préprio marcador, como facilidade, reprodutibilidade, maior rapidez nos
resultados e menores custos, assim como o0 conhecimento de sua base de atuagéo,
vantagens e limitacbes e os tipos e quantidades disponiveis para a cultura de
interesse (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; RAMALHO et al., 2012).

Segundo Souza (2001), as diferentes aplicacbes dos marcadores moleculares
no melhoramento de plantas podem ser classificadas em: andlise da diversidade
genética entre individuos, com vistas a identificacdo de genotipos de interesse
especifico, gestdo de recursos genéticos e divisdo de gendtipos em grupos
heterdticos; construcdo de mapas genéticos e mapeamento de caracteristicas de
interesse, quantitativas ou qualitativas; e selecdo assistida por marcadores
moleculares.

Mapas genéticos

A construcdo de mapas genéticos é considerada uma das ferramentas de
maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares, com amplas aplicagcdes em
analises filogenéticas e melhoramento, por meio dos estudos de sintenia (Figura 1),
clonagem de genes e, principalmente, a localizacdo de QTLs associados a caracteres
de importancia econémica (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). O mapeamento de QTLs
permite conhecer o nimero e a localizacdo no cromossomo de locos envolvidos na
heranca complexa, determinar sua acdo génica e a decomposicao da interacéo
genotipo x ambiente (GRATTAPAGLIA; FERREIRA, 2016; NAKAYA; ISOBE, 2012).
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Figura 1 — Abordagens para o estudo do genoma em
plantas.
Fonte: Carneiro e Vieira (2002).

Os mapas genéticos sao construidos com base no polimorfismo para as
caracteristicas a serem mapeadas, sendo o desequilibrio de ligacdo o fundamento
mais utilizado na técnica. Esse desequilibrio é atribuido a ligagéo fisica entre os
locos, que altera a frequéncia esperada de ligacOes, gerando recombinacdes nao
aleatorias dentro do cromossomo, 0 que permite detectar a ligacdo entre eles
(RESENDE, 2008).

Assim, para o desenvolvimento de um mapa genético, a estrutura
populacional da espécie de interesse deve ser conhecida, com reproducdo sexuada
e descendéncia e uma fonte de marcadores com comportamento mendeliano,
originado de cruzamento entre genitores altamente contrastantes (SORKHEH et al.,
2008; SOUZA, 2001).

A analise molecular, por meio de marcadores, ocorre na populacéo
segregante com a construcdo do mapa, com auxilio de técnicas estatisticas e
computacionais, que calcula as distancias por meio das frequéncias de
recombinacdo entre os milhares de marcadores alocados nos cromossomos da
espécie. Em seguida, a avaliacdo fenotipica, por meio da genética quantitativa, é
realizada com base nos caracteres de interesse cujos genes se desejam marcar
(RAMALHO et al., 2012).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (2016), a capacidade de deteccdo de um
QTL varia em funcdo da magnitude de seu efeito sobre o carater de interesse, do
tamanho da populacdo segregante analisada, da frequéncia de recombinagéo entre
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o marcador e 0 QTL e da herdabilidade do carater. O aumento do poder estatistico e
a limitacdo da ocorréncia de falsos positivos também sdo importantes,
principalmente quando ha a chamada distorcdo da segregacdo mendeliana,
causada, também, pela amostragem ou viabilidade diferencial de gametas, devendo
ser verificada pelo teste de aderéncia, que ndo admite a ocorréncia de distor¢des
(CARNEIRO; VIEIRA, 2002).

Por fim, o ordenamento dos locos é um processo que busca minimizar o
namero de crossing-overs; assim, diversos métodos podem ser utilizados,
aumentando sua complexidade conforme o aumento do numero de locos e visando
a melhor combinacdo (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). A distancia entre dois locos deve
manter o carater poligénico do QTL. Dessa forma, € definida em Morgans e,
diferente da frequéncia, é aditiva; além disso, pode ser expressa em funcbes de
mapeamento, que convertem as unidades do mapa de Morgans em medidas de
distancias com propriedades como independéncia de permutas nos intervalos e
interferéncia.

Segundo Resende (2008), trés abordagens séo utilizadas no mapeamento de
QTLs: genes candidatos, mapeamento via analise de ligacdo e mapeamento via
desequilibrio de ligagdo. A primeira considera que um gene envolvido com uma
caracteristica de interesse possui uma mutacdo que causa sua variacao, entao esse
gene € sequenciado e o DNA associado as variagfes fenotipicas encontradas; no
entanto, o alto numero de genes candidatos é uma desvantagem desta abordagem.

As abordagens de mapeamento buscam identificar regibes do cromossomo
associadas a variacao fenotipica e consideram que estes genes nao sédo conhecidos
e marcados por genes de efeito nulo. Assim, buscam associa¢cbes entre alelos dos
genes marcadores e a variacdo dos QTLs.

A abordagem de andlise de ligacéo (Linkage Analysis — LA) se fundamenta na
associacao entre alelos do marcador e classes fenotipicas do QTL e a estratégia de
andlise de desequilibrio de ligacdo (Linkage Desequilibrium Analysis — LDA) se
baseia na associacdo entre marcador e QTL. Ambas sdo baseadas no desequilibrio
de ligacdo, porém, na LA o desequilibrio é explorado dentro de familias ou
cruzamentos, e na LDA em toda a populacdo, e, nesse caso, marcador e QTL
devem estar em ligagdo muito proxima, 0 que faz da caracteristica de interesse
generalizada e persistente na populacao.

Atualmente, o desenvolvimento das tecnologias de analise gendmica de alta
resolucdo permitiu a ampla adocdo da LDA em detrimento da LA devido as suas
limitacbes quanto ao uso de marcadores para analises genéticas com grande
namero de individuos (VOSS-FELS; SNOWDON, 2016).

De forma geral, os fatores que afetam o desequilibrio de ligacdo sé@o os
processos que afetam as frequéncias alélicas do EHW. O aumento ocorre devido a
populacdes de tamanhos efetivos reduzidos, estratificadas ou miscigenadas,
endogamia, isolamento genético de linhagens, baixa taxa de recombinacédo, deriva
genética e epistasia. Por outro lado, cruzamentos aleatorios, alta taxa de
recombinacdo e mutacdo levam a sua diminuicdo (RESENDE, 2008; SORKHEH et
al., 2008; VALENTE et al., 2016).

Diversas estratégias podem ser utilizadas na constru¢do dos mapas por LDA,
como 0 mapeamento por marcas simples, por meio de regressao; mapeamento de
intervalo, que analisa dois marcadores adjacentes formando um intervalo;
mapeamento de intervalo composto, quando ha mdultiplos QTLs ligados no intervalo
e a interferéncia dos QTLs adjacentes é removida; a genotipagem seletiva, que
aumenta o numero de individuos analisados em relacdo aos caracteres avaliados;
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replicacdo de genotipos, com reducdo da variagdo ambiental por meio do aumento
do nimero de gendtipos e com 0 numero constante de determinacdes.

Diversas abordagens estatisticas também podem ser empregadas, como o
método dos momentos, método dos quadrados minimos, méaxima verossimilhanca,
combinacBes entre eles, e inferéncia bayesiana (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
2016; RESENDE, 2008; RESENDE et al., 2012b).

Anélise de associacao

Segundo Ferreira e Grattapaglia (2016), analise de associacéo e estudos de
ligacdo tém o mesmo fundamento genético, ou seja, o desequilibrio de ligacéo
dentro da populagéo; porém, o ultimo necessita do prévio conhecimento da estrutura
populacional. Assim, a analise de associacao, utilizada no ajuste fino do mapeamento
genético, pode ser entendida como um estudo de ligacdo sem o uso do pedigree da
populacdo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2016; RESENDE, 2008). Dessa forma, no
sentido estatistico, 0 mapeamento de associacdo se refere a covariancia entre
marcador polimérfico e o carater de interesse, enquanto a LDA representa a
covariancia dos polimorfismos de dois marcadores e, ou, genes.

A andlise de associacdo é aplicada por meio da GWAS, que explora todo o
genoma através de marcadores SNPs e associa 0 QTL a caracteristica fenotipica de
interesse. Essa técnica, validada por estudos de genémica humana, mostra-se como
uma poderosa abordagem de identificacdo de genes envolvidos com caracteres de
interesse em grandes culturas e tem sido cada vez mais usada nos ultimos anos
(WEI et al., 2016; SORKHEH et al., 2008).

Na GWAS, o ajuste dos efeitos dos QTLs e marcadores na expressao
fenotipica do carater ocorre marcador a marcador em grandes populagdes, devendo
ser ndo estruturadas com cruzamentos aleatérios e um ancestral comum, sendo seu
principal objetivo identificar genes candidatos para o controle genético da
caracteristica de interesse (RESENDE JUNIOR et al., 2013).

Em virtude do uso de individuos ndo aparentados, o que aumenta a
variabilidade genética captada, o numero de marcadores deve ser muito elevado, na
ordem de centenas de milhares, o que sO pode ser viabilizado apds o
desenvolvimento da tecnologia de analise genbmica de alta resolucdo e alto
rendimento (VOSS-FELS; SNOWDON, 2016).

Outra limitacéo é o nivel de significancia adotado, que deve ser sensivelmente
considerado, uma vez que, devido aos milhares de marcadores testados, o nivel de
5% geralmente adotado nos diversos testes poderia causar ocorréncias igualmente
elevadas de falsos positivos (RESENDE et al., 2012b).

Falsos positivos também podem ocorrer pelo efeito de uma eventual presenca
de estrutura populacional, além da identificacdo de locos epistéticos, que ainda
representa um dos maiores desafios da GWAS (SIVASUBRAMANIAN et al. 2015).
Neste aspecto, 0 uso do mapeamento de associacdo aninhada (Nested Association
Mapping — NAM), aplicado de forma pioneira no milho, pode minimizar esses
problemas por meio de uma abordagem integrada, que combina o mapeamento
classico de QTL e o de associacao, além de considerar as estruturas dentro das
populacdes (BOOPATHI etal., 2015; SIVASUBRAMANIAN etal., 2015).

Diversos métodos de anélise de dados, também utilizados em mapeamento
de QTLs, podem ser aplicados na GWAS, como regressao de marcas Unicas, que
analisa apenas um marcador por vez; regressao simultanea, regressdo via
quadrados minimos parciais, via componentes principais e via componentes
independentes, métodos esses que consideram todos os locos marcadores de forma
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simultanea; além dos meétodos bayesianos, que propiciam informacfes sobre a
arquitetura genética dos QTLs e suas posi¢cdes por modelagem da frequéncia dos
SNPs nao nulos (RESENDE et al., 2012b; RESENDE et al., 2010).

Devido a grande quantidade de informacdo gerada, pesquisas recentes tém
mostrado a necessidade de sua utilizacdo em uma abordagem interdisciplinar
chamada gendmica translacional. Tal abordagem busca integrar, transferir e aplicar o
abundante conhecimento adquirido por meio destas técnicas gendmicas de alto
rendimento de culturas amplamente estudadas para as demais espécies (KANG et
al., 2016; VOSS-FELS; SNOWDON, 2016). Isto ja ocorre desde a primeira década
dos anos 2000 entre gendmica e medicina humanas (KHOURY et al., 2018).

As técnicas de mapeamento de QTL e GWAS em plantas geram informacdes
sobre histérico de domesticacdo e arquitetura genética que tém o potencial de
acelerar os estudos de biologia e melhoramento, além de trazer avancos na
gendmica comparativa, sistematica e evolutiva vegetal (VOSS-FELS; SNOWDON,
2016; WEI et al., 2016).

Selecédo assistida por marcadores

A deteccdo de marcadores ligados a uma caracteristica de interesse torna
possivel a selecdo de individuos com base no marcador, sem a necessidade de
avaliacdo do fendtipo da caracteristica sob analise (CARNEIRO; VIEIRA, 2002).
Dessa forma, é realizada a selecdo assistida por marcadores (Marker-Assisted
Selection — MAS). Sua aplicacao otimiza a eficiéncia de programas de melhoramento
genético, principalmente quando a caracteristica de interesse € de avaliacao dificil e
de alto custo e em estudos com espécies perenes de ciclo longo, significando
possibilidades de reducéo do tempo e custos do programa (SOUZA, 2001).

A MAS surgiu basicamente na década de 1990, com os primeiros trabalhos
em espeécies perenes, onde marcadores moleculares em estreita ligagdo com o0s
QTLs séo utilizados para orientar seu mapeamento e selecdo, e implementada por
meio de um modelo de heranca mista, combinando o componente poligénico com
outro de grande efeito devido ao QTL (RESENDE et al., 2012b). Dessa forma, a MAS
pode otimizar a eficiéncia da selecdo com a hibridacdo das linhagens selecionadas
por meio da caracterizacdo genotipica dos marcadores, bem como dos caracteres
fenotipicos nos individuos (LANDE; THOMPSON, 1990).

A MAS é realizada dentro de familias ou cruzamentos e também pode ser
feita por marcadores em equilibrio de ligacdo. Contudo, nesta modalidade, ha a
necessidade de uma genotipagem muito intensa, avaliaces fenotipicas em todos os
candidatos a selecdo e de procedimentos estatisticos complexos, devido a
informacédo advinda da co-segregacdo entre marcadores e QTL dentro de cada
familia na populacdo (GODDARD; HAYES, 2007; RESENDE, 2008).

A abordagem da MAS sob desequilibrio de ligacao, por outro lado, tende a ser
mais eficiente, principalmente pelo método que considera, sob o melhor preditor
linear ndo viesado (Best Linear Unbiased Predictor — BLUP), o efeito aleatorio do
QTL com a participacdo de todos os candidatos a selecdo na matriz de identidade
por descendéncia (RESENDE et al., 2014a).

Para a adogdo da MAS, Jiang (2015) lista os pré-requisitos necessarios, como
sistema apropriado de marcadores e marcadores confiaveis, rapida extracdo do
DNA e deteccdo de marcadores de alto rendimento, o conhecimento da associagao
marcador-carater de interesse, mapa genético, sistema rapido e eficiente de
processamento dos dados e, consequentemente, os fatores econdmicos envolvidos.

De forma geral, muito marcadores estao disponiveis para os diversos tipos de
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culturas, porém a escolha do marcador ideal deve preconizar: a facilidade e o menor
custo de aplicacdo; menores quantidades de material genético para analise, o que
reduz a quantidade de insumos utilizados; o tipo de heranca, dominancia ou
codominancia; a repetibilidade e produtibilidade dos resultados; os niveis de
polimorfismos detectados e sua ocorréncia e distribuicdo ao longo do genoma; além
de sua proximidade com o gene alvo (FALEIRO et al, 2011; FERREIRA,
GRATTAPAGLIA, 2016; JIANG, 2015).

A rapidez de extracdo, bem como da deteccao, facilita o processo e permite a
analise de mais individuos; e a associacdo marcador-carater € uma das mais
importantes consideracdes na escolha do marcador, uma vez que garantird o sucesso
do programa de melhoramento por meio da eficiéncia dos resultados (FALEIRO et al.,
2011; JIANG, 2015).

O mapa genético, particularmente o de alta densidade de popula¢gdes padrao,
auxilia na identificacdo de marcadores proximos a regido de interesse do genoma; e,
por consequéncia, devido a grande quantidade de dados gerados, um
processamento com metodologias e ferramentas adequadas € essencial
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2016).

As etapas de aplicagédo da MAS incluem basicamente a fase de mapeamento
e cruzamento, com a caracterizacdo da populacdo e obtencdo dos dados para
selecdo de individuos favoraveis (NAKAYA; ISOBE, 2012).

Jiang (2015) descreve as fases: ao menos um genitor deve possuir os alelos
do marcador para a caracteristica de interesse; obtencao da geracao F; e deteccao
dos alelos marcados para eliminacdo de falsos hibridos; obtencdo da geracdo F,
segregante e andlise dos individuos em busca do marcador. A geracdo F3; pode ser
utilizada para confirmacao dos resultados. As geracdes seguintes séo utilizadas para
monitoramento dos marcadores, com atengdo especial para os individuos superiores.
Além desses passos, avaliagcdes paralelas para caracteres secundarios de interesse
podem ser realizadas, como qualidade e resisténcia a fatores bidticos e abidticos.

As situacdes mais favoraveis para a utilizacdo da MAS abrangem a expresséo
tardia do carater de interesse na planta, como caracteristicas relacionadas a floracao
e frutificacdo; recessividade do gene alvo, assim heterozigotos podem ser facilmente
detectados; condicGes especificas para a expressédo do gene alvo, como adaptacao
a fatores climaticos; e o condicionamento do fenotipo ocorrer por dois ou mais genes
(epistasia), como resisténcia a pragas e doencas (FALEIRO et al.,, 2011; JIANG,
2015).

As limitacdes da técnica, por outro lado, sdo a complexidade dos métodos
estatisticos; aplicacdo dentro de familia, uma vez que a associa¢cdo marcador-QTL
pode variar entre e dentro de populacdes; e variabilidade detectada principalmente
em QTLs relativamente pequenos, porém de grande efeito (FALEIRO et al., 2011).

Selecé&o gendGmica

Segundo Nakaya e Isobe (2012), a GWS é uma nova abordagem da MAS que
seleciona individuos favoraveis baseados na predicdo de valores gendmicos
(Genomic Estimated Breeding Values — GEBV). Resende et al. (2012b) ressaltam
gue a GWS é um produto do século XXI, apresentada por Meuwissen et al. (2001) e
apenas viavel anos depois com o desenvolvimento e reducdo dos custos dos
marcadores tipo SNP. Essa técnica € superior a MAS por apresentar alta acuracia,
ter aplicacdo em maior numero de familias dentro da populacdo e nao exigir prévio
conhecimento das posi¢cdes dos QTLs no mapa.

As duas abordagens possuem basicamente o0 mesmo esquema, com a fase
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de treinamento e cruzamento, e determinacdo das relacbes entre fenodtipos e
genotipos por métodos estatisticos e obtencdo de individuos favoraveis que por
cruzamento gerardo a populacéo a ser analisada genotipicamente (Figura 2).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da selecdo genémica ampla (GWS) e da
selecéo assistida por marcadores (MAS). Fonte: Nakaya e Isobe (2012).

As principais diferencas sdo: na fase de treinamento, ha a identificacdo dos
QTLs na MAS, enquanto os métodos de predicdo dos valores genémicos (GEBV) na
GWS séao definidos; na fase de cruzamentos, ha necessidade dos dados genotipicos
apenas para as regidoes de interesse do genoma na MAS, enquanto que o
sequenciamento amplo é necessario na GWS; além disso, na MAS os individuos
superiores sao selecionados com base no genétipo do marcador, enquanto na GWS,
sao utilizados os GEBVs (NAKAYA; ISOBE, 2012).

Dessa forma, ao contrario da MAS, que utiliza informagbes fenotipicas
visando inferir sobre os efeitos dos genétipos dos individuos, a GWS utiliza
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informacgdes genotipicas para inferir sobre os valores fenotipicos futuros, ou valores
gendmicos (RESENDE et al., 2012b).

Na GWS, a cobertura ampla do genoma pelos marcadores garante que todos
os genes de um QTL, de maior ou menor efeito, estejam em desequilibrio de ligagdo
com ao menos uma parte dos marcadores, que explicardo quase toda a variacao
genética do carater de interesse, sendo o desequilibrio de ligagdo essencial na
determinacao dos fenoétipos e para explicar a variacdo genética (RESENDE, 2008).

O desenvolvimento da GWS envolve a utilizagdo das associa¢cbes do grande
namero de SNPs com os fendtipos, capitalizando o desequilibrio de ligacdo entre
marcadores e QTL. Em seguida, as predi¢cdes sdo obtidas, de dados derivados de
fendtipo e gendtipo SNP, e os GEBVs serao utilizados para obtencéo dos valores
gendmicos das geragOes seguintes (RESENDE et al., 2014b).

Dessa forma, trés tipos de conjunto de dados, ou populacdes, sao
necessarios para a implementacdo da GWS (GODDARD; HAYES, 2007; RESENDE,
2008):

- conjunto de descoberta, onde um grande numero de SNPs é testado em um
namero moderado de individuos ja caracterizados fenotipicamente e uma equacgéao
de predicdo dos valores gendmicos, que usa o0s marcadores como dados de
entrada, € gerada;

- conjunto de validagdo, menor que o primeiro, onde os individuos sé&o
caracterizados fenotipica e geneticamente para os marcadores e as equacdes de
predicdo sdo testadas para avaliar a acuracia nessa amostra independente;

- conjunto de selecédo, onde os individuos sdo caracterizados geneticamente e as
equacgles de predicao estimadas no primeiro conjunto, utilizadas para calcular os
GEBVs, porém considerando a acuracia do conjunto de validagao.

Segundo Goddard e Hayes (2007), o método mais simples de determinar os
genotipos QTL é tratar os marcadores como se fossem de fato QTLs e estimar os
efeitos dos alelos marcadores, ou genoétipos. O parametro mais importante para iSso
€ a proporcdo da variancia do QTL explicada pelos marcadores, que por sua vez
depende do desequilibrio de ligacdo entre o QTL e um marcador ou combinacéo de
marcadores.

Esse desequilibrio € muito variavel, por ser funcao da distancia entre locos, o
gue evidencia a importancia dos marcadores de alta densidade. Por outro lado, uma
forma alternativa aos SNPs € o uso de haplotipos, intervalos definidos por dois
marcadores, com base em muitos marcadores.

Assim, de acordo com Resende (2008), marcadores do tipo microssatélites
também podem ser usados na GWS, por serem codominantes, multialélicos e
abundantes e possuirem alta transferibilidade entre espécies e individuos; além dos
marcadores tipo DArT, que permitem a amostragem ampla do genoma sem a
necessidade do conhecimento prévio das sequéncias do DNA.

Diversos métodos de andlise podem ser utilizados na GWS, e segundo
Resende et al. (2010), devem acomodar a arquitetura genética do carater de acordo
com o efeito e distribuicdo no genoma; regularizar o processo de estimacdo na
presenca de multicolinearidade e grande numero de marcadores; e realizar a
selecdo de marcadores que afetam a caracteristica de interesse. Dentre eles, os
autores citam os meétodos de regressao explicita, incluindo estimacao penalizada e
estimacdo bayesiana; regressdo implicita, com métodos semi-paramétricos como
redes neurais; e métodos de regressdo com reducao dimensional, como quadrados
minimos parciais e componentes principais.

Estudos com dados simulados mostram que progénies com maiores lagcos de
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parentesco e menor numero efetivo aumentam a acuracia da selecao; além de
demonstrarem que em condi¢des de altos desequilibrio de ligacéo e herdabilidade, a
densidade de marcadores tem menor influéncia na capacidade de predicdo
(COUTINHO et al., 2018; VALENTE et al., 2016).

Quanto aos métodos de predi¢do, o RR-BLUP (Ridge Regression-Best Linear
Unbiased Prediction), de forma geral, € superior ao método bayesiano (Blasso),
porém em condi¢Bes de alta herdabilidade e alto desequilibrio de ligacdo, o método
baseado em redes neurais demonstra superioridade em relacdo ao RR-BLUP,
indicando diferenca de modelos quantos aos pressupostos associados a
caracteristica estudada (ALMEIDA et al., 2016; COUTINHO et al., 2018).

Outro ponto importante € queda da acuracia observada através das geracoes,
enquanto a acuracia relacionada ao desequilibrio de ligacéo tende a ser constante, o
gue € vantajoso para a aplicacao da técnica (AROJJU et al., 2018).

A acuracia dos modelos preditivos da GWS ¢é afetada por fatores como:
tamanho do conjunto de treinamento; tamanho efetivo populacional; densidade de
marcadores; herdabilidade do carater de interesse; e numero de QTLs envolvidos na
expressao da caracteristica, sendo os trés primeiros passiveis de controle pelo
pesquisador (RESENDE JUNIOR et al. 2013; ROBERTSEN et al., 2019; VALENTE
et al., 2016).

Com base na genética de populagdes, o tamanho efetivo da populacdo possui
grande influéncia no desequilibrio de ligacdo, uma vez que essa amostra toda a
variacdo genética da populacdo, e quanto menor o tamanho efetivo e maior a
divergéncia entre individuos, maior sera a segregacdo nas geracdes seguintes
(RESENDE, 2008; VALENTE et al., 2016).

A herdabilidade e o nimero de QTLs que governam a caracteristica de
interesse tém menor impacto sobre a acuracia, uma vez que a GWS é robusta o
suficiente para detectar os QTLs com grande numero de alelos e, ou, genes e seus
pequenos efeitos; e a quantidade de QTLs apenas € significativa se a densidade de
marcadores for baixa (GRATTAPAGLIA; RESENDE et al., 2010; RESENDE et al.,
2012b).

De forma geral, devido a maior acuracia desta técnica, o uso da GWS pode
levar & obtencdo de populagcdes com maiores ganhos e mais produtivas, podendo
ainda reduzir, ou eliminar em alguns casos, 0s ensaios de campo, diminuindo 0s
custos dos programas de melhoramento e disponibilizando areas para producao
operacional, além de gerar maior conhecimento sobre o controle genético das
caracteristicas de interesse econdmico e incentivar a ampliacdo e uso de métodos
estatisticos cada vez mais eficientes e precisos (RESENDE JUNIOR et al., 2013).

MELHORAMENTO DE FORRAGEIRAS

O melhoramento de forrageiras no Brasil € uma atividade recente,
intensificada apenas nas Ultimas décadas, e resulta, apesar do relativamente
pequeno numero de cultivares disponiveis comercialmente, em forragens altamente
adaptadas e produtivas (JANK et al., 2014; PEREIRA et al., 2018).

Os programas de melhoramento genético de forrageiras s&o muito
complexos, pois devem ser direcionados para a selecdo de novos gendtipos com o
intuito de aumentar a qualidade e produtividade da forragem voltadas a melhoria da
eficiéncia da producao animal, como carne e leite (RESENDE et al., 2008b).

Desse modo, uma equipe multidisciplinar deve estar envolvida, uma vez que
a interacdo gendtipo x ambiente esté fortemente presente na expressado genética de
plantas perenes, com diversas etapas de avaliacdo (parcelas, ensaios regionais e
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performance sob pastejo) para que o lancamento e adocdo da nova cultivar sejam
eficientes (HAYES et al., 2013).

No Brasil, os programas de melhoramento de forrageiras sdo estruturados
basicamente em trés fases e podem variar de seis a onze anos (RESENDE et al.,
2008b).

Na primeira fase, ha a avaliacdo de elevado numero de gendtipos em relagéo
a suas caracteristicas agronémicas e nutricionais, em um ou varios locais. A
segunda, avalia o efeito do animal sobre o pasto, por meio da rebrota, persisténcia e
produtividade. Na terceira, com numero reduzido de gendtipos, é avaliado o efeito da
forrageira sobre o animal, pelo ganho de peso e produgéo. Assim, o objetivo da fase
inicial é a obtenc&o de novos gendtipos, na segunda fase, a selecao e na fase final,
recomendacdo paralangcamento de gendtipos superiores (JANK etal., 2014) (Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo geral de um programa de melhoramento genético de
espécie forrageira. Fonte: Hayes et al. (2013).

Os genotipos que iniciardo o programa de melhoramento genético podem ter
origem de prospeccao na natureza, provenientes de métodos de melhoramento ou
hibridos intra ou interespecificos, oriundos de pesquisas prévias que compdem a
fase de pré-melhoramento (RESENDE et al., 2008b). Nesta fase, ocorrem o0s
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estudos multidisciplinares, sobre cruzabilidade, modo de reproducéo, biologia floral,
citogenética, caracterizacdo morfolégica e molecular dos gendtipos, além de
atividades de apoio, como estudos sobre fertilizacdo, resisténcia a pragas e
doencas, tecnologia de producéo de sementes, microbiologia, entre outros.

Ao longo do programa de melhoramento, o numero de gendtipos sob
avaliacdo decresce, partindo de grande quantidade de materiais com alta
variabilidade para um namero reduzido de genotipos de grande rendimento, ou elite,
para todas as caracteristicas de interesse (JANK et al., 2014).

Inicialmente, a obtencédo de novas cultivares nos programas de melhoramento
de forrageiras no Brasil baseava-se principalmente na selecdo de acessos com
caracteristicas superiores diretamente nos bancos de germoplasma, 0 que tornava a
fonte de recursos genéticos finita (VALLE et al., 2009). Atualmente, a estratégia é
baseada na obtencao de hibridos, que aumentam imensamente as possibilidades de
geracéo de variabilidade, pela exploragédo da heterose, e selecao (JANK et al., 2014).

De forma geral, o melhoramento dos materiais iniciais € praticado pelos
métodos de selecao recorrente com base no fenoétipo e as avaliagées experimentais,
e praticas de selecédo, variam de acordo com o tipo de progénie e métodos de
estimacdo (HAYES et al., 2013; RESENDE et al., 2014c). A selecdo recorrente € um
processo ciclico de melhoramento que busca aumentar a frequéncia de alelos
favoraveis e, por consequéncia, da expressao fenotipica do carater de interesse, por
meio da obtencéo de familias, avaliacédo e intercruzamento das linhas superiores.

A escolha do método de selecdo deve considerar, entre outras coisas, a
espécie e seu sistema reprodutivo, o germoplasma disponivel, o ambiente de
utilizacao e o tipo de cultivar a ser lancado (ANNICCHIARICO et al., 2015; HAYES et
al., 2013).

As avaliacOes fenotipicas de progénies, meio-irmdos ou irmaos completos,
podem ser realizadas em plantas espacadas ou parcelas adensadas, o que torna as
correlagcbes variaveis, ressaltando a necessidade de meétodos especificos de
avaliacdo nas condicbes de competicdo intergenotipicas. Além disso, devem ser
considerados os efeitos entre e dentro de familias, principalmente se a herdabilidade
dos caracteres de interesse for baixa, 0 que causa maior diferenca entre os métodos
de selecédo (RESENDE et al. 2013; 2014c).

Outro fator é a utilizagdo apenas da fragdo aditiva da variancia genética pelo
cruzamento durante a selecdo por métodos fenotipicos, que pode influenciar os
possiveis ganhos genéticos (FORSTER et al., 2014).

Os métodos de estimacdo devem considerar um coeficiente de determinacao
genético, bem como a possivel heterogeneidade e ndo independéncia de variancias
residuais entre as cultivares, devido seu carater perene, e das medidas repetidas
realizadas ao longo das avaliagdes (RESENDE et al., 2008b).

Por outro lado, além dos métodos baseados apenas em avaliacdes
fenotipicas, os programas de melhoramento podem ser beneficiados pelo uso da
biotecnologia, que melhora a acuracia e a agilidade dos processos, por meio das
pesquisas com marcadores moleculares, como identificagdo de hibridos, selecéo
assistida e aplicacdo da GWAS e GWS (JANK et al.,, 2014; HAYES et al., 2013;
PEREIRA et al., 2018; RESENDE et al., 2008a).

Uso de GWAS

Segundo Annicchiarico et al. (2015), a utilidade da GWAS para as
caracteristicas complexas depende de como esta abordagem reflete a populagéo
avaliada e o ambiente no qual elas serdo inseridas. Nesse sentido, 0os autores
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comentam que a analise de associacao pode auxiliar na identificacdo dos genes
envolvidos na variacdo da caracteristica de interesse, sua expressado e regulacgéo,
além de permitir a analise da interacdo genotipo x ambiente.

A aplicagdo da GWAS em poliploides, condicdo de muitas espécies
forrageiras, contudo, deve considerar o desvio da heranca, que pode variar entre
locos e entre e dentro de individuos da populacdo, aumentando a complexidade das
analises; o efeito dos alelos nulos, que pode alterar as frequéncias alélicas e
genotipicas; e a violagdo das suposi¢cbes de cruzamento aleatério devido a
apomixia.

Neste cenario, o numero de trabalhos publicados com o uso da GWAS em
forrageiras tem aumentado. Para as espécies de grande importancia econdmica,
como as gramineas e leguminosas temperadas, jA existem mapas genéticos
desenvolvidos e genes associados a caracteristicas de interesse detectados pela
GWAS.

Para Medicago sativa (alfafa), ainda sem a constru¢do do mapa completo no
nivel diploide, Hawkins e Yu (2018) comentam o grande potencial para o
desenvolvimento de programas de melhoramento para maiores ganhos em
producdo, uma vez que as cultivares de alfafa sdo populacdes sintéticas de ampla
base genética. De fato, estudos recentes com a especie tém identificado QTLs
relacionados a qualidade nutricional e caracteristicas agrondmicas passiveis de
selecéo (BIAZZI et al, 2017; JIA et al., 2018).

Para Trifolium repens, Inostroza et al. (2018) relatam a aplicacdo de GWAS
na identificacdo de QTLs associados a tolerancia ao frio em individuos tetraploides,
fornecendo informagfes sobre sua base genética e regides gendmicas candidatas
para estudos adicionais de validacdo funcional. No entanto, a baixa extensédo do
desequilibrio de ligagdo mostra-se um fator limitante no melhoramento da espécie
(FORSTER et al., 2014).

Para Avena sativa (aveia), Newell et al. (2010) afirmaram que até entéo, pela
falta de estudos gendmicos com marcadores de alta densidade, a estrutura
populacional da espécie ndo havia sido explorada, bem como a extensédo de seu
desequilibrio de ligacdo, que se mostrou relativamente fraca. Para aplicacdo da
GWAS, os autores sugeriram um maior adensamento de marcadores, em detrimento
a abordagem DArT utilizada, e emprego de um germoplasma com maior diversidade
de origens, o que possibilitaria estudos mais amplos para a espécie.

De fato, na década seguinte, estudos com utilizagdo de SNPs em linhagens
altamente diversas mostraram variagdo com potencial de uso voltado para melhoria
do perfil nutricional e QTLs com classes distintas de tolerancia ao virus do nanismo
amarelo da cevada em aveia (barley yellow dwarf virus) (CARLSON et al., 2019;
FORESMAN et al., 2016).

Em Brachiaria, Worthington et al. (2016) encontraram sequéncias génicas
candidatas a associagdo com apomixia em hibridos no cromossomo 5 altamente
conservadas no genoma da tribo Paniceae. Por outro lado, uma limitacdo para
espécies menos estudadas € a falta de marcadores especificos disponiveis.

Ramstein et al. (2015) reportam que para Phalaris ssp. (capim-amarelo) ndo
h& mapas de ligacdo nem sequenciamento disponiveis, 0 que impede 0 acesso de
SNPs a posi¢des especificas do genoma. No entanto, a tecnologia de genotipagem
por sequenciamento permite o acesso a polimorfismos sem o desenvolvimento
prévio de marcadores, 0 que tornou a aplicacdo da GWAS possivel para a cultura.
Os autores identificaram nove marcadores significativos relativos a resisténcia a
doencas, fermentacéo celulésica, tempo do estadio vegetativo e teores de proteina,
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glucose, potassio e manganés na planta.

A deteccao de QTLs por meio de mapas de associacdo, devido ao efeito de
estrutura populacional, ndo €é adequada para populacdes de cruzamento
geneticamente distantes da populagdo mapeada, embora isto dependa da
caracteristica considerada, uma vez que o fluxo genético é importante para geracao
de variabilidade (ANNICCHIARICO et al., 2015; RESENDE, 2008). Assim, para a
utilizacdo da GWAS, estudos prévios sao cruciais na determinacdo das estratégias
no melhoramento de forrageiras com aplicagédo de marcadores.

No Brasil, estdo sendo desenvolvidos estudos exploratdrios principalmente
para 0s géneros Brachiaria e Panicum, espécies de grande importancia econdmica
por ocuparem 80% das pastagens cultivadas no pais (JANK et al., 2014; PEREIRA
et al., 2018).

Outras pesquisas, que envolvem diversidade e estrutura de populacdes, em
algumas espécies forrageiras por meio de marcadores moleculares, mostram a
grande variabilidade dos materiais e as necessidades de readequacédo de colecdes e
de estudos de associacdo para caracteres relacionados a ploidia e reproducgdo
(GARCIA et al., 2013; PESSOA FILHO et al., 2015).

Uso de GWS

A aplicaggo da GWS no melhoramento de forrageiras pode ser
potencializada principalmente quando as avaliacdes fenotipicas individuais das
plantas necessitam de longos ciclos para serem realizadas, ou ndo sao suficientes
para determinar a performance sob condi¢des de pastejo, e quando nao € possivel a
aplicacdo de presséo de selecédo significativa dentro de familias (ANNICCHIARICO
et al., 2015; RESENDE et al., 2014c).

Os maiores desafios para a utilizagdo da GWS sé&o as oportunidades restritas
para sua implementacdo em programas em andamento, com necessidade de
reestruturacdo e analise da relacdo de custos e beneficios com a possivel reducao
dos ensaios de campo e 0 aumento das atividades de laboratério; e o grau limitado
de desequilibrio de ligacdo nas espécies forrageiras (ANNICCHIARICO et al., 2015;
HAYES et al., 2013).

Dentre as estratégias de aplicacdo da GWS nos programas de melhoramento
genético de forrageiras, Hayes et al. (2013) apontam a utilizacdo da GWS na fase de
selecédo da 22 geracao de recombinantes (Figura 3). Os genitores e a 12 geracao de
recombinantes podem ser genotipados com marcadores de baixa densidade, devido
a recombinacdo restrita na geracao Fi, e a F,, segregante em relacao aos genitores,
pode ser mais bem investigada, incluindo ensaios de competi¢cao e considerando as
herdabilidades de producéo e persisténcia.

Com relagéo aos graus de desequilibro de ligacao, estudos mostram que o0s
padroes para Lolium perenne, por exemplo, sdo diferentes dos observados para
culturas anuais, apresentando extensées menores no segmento do cromossomo, 0
que reduz a acuracia dos valores gendmicos (ANICCHIARICO et al., 2015;
GRINBERG et al., 2016).

A extensdo dos desequilibrios afeta a GWS quanto ao numero de SNPs
necessarios € o numero de individuos que devem ter seu gendtipo e fendtipo
caracterizados na populacdo de treinamento. Esta caracteristica pode ser
minimizada pelo uso das informagfes dentro de familias para aumentar a acuracia
de predicdo dos valores genémicos, uma vez que a acuracia devido ao desequilibrio
de ligacdo se mantém constante na espécie (AROJJU et al., 2018), e, em longo
prazo, pela reducdo do numero efetivo da populacdo pelo cruzamento com
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genatipos elite (HAYES et al., 2013).

Assim, o efeito da estruturacéo da populacédo influencia diretamente o nimero
de marcadores e fenotipos utilizados, fazendo com que esses nidmeros aumentem
conforme o distanciamento genético da populacdo de treinamento e os candidatos a
selecdo (HICKEY et al., 2014; ROBERTSEN et al., 2019). Por outro lado, mesmo
com ganhos de produtividade e persisténcia e reducdo de até quatro anos nos ciclos
de selecéo, a taxa de endogamia tende a aumentar a cada ciclo com uso da GWS,
conforme observado por Lin et al. (2016) em estudo de simulagdo com a espécie.

De forma geral, o aumento do numero de individuos para o conjunto de
treinamento, maiores herdabilidades e o adensamento de marcadores aumentam 0sS
niveis de acuracia na predicao dos valores genémicos (GRINBERG et al., 2016; LIN
et al., 2014).

Mesmo com maiores niveis de acuracia para caracteres morfologicos, Lipka
et al. (2014) concluiram que a qualidade dos recursos fenotipicos e genémicos
disponiveis para Panicum virgatum (switchgrass) é suficiente para a aplicacdo da
GWS para o melhoramento da producdo de biomassa. Grinberg et al. (2016),
utilizando GWS em L. perene, observaram que a herdabilidade e a acuracia para as
caracteristicas de qualidade foram maiores que as de producdo, apontando a
influéncia do adensamento de marcadores e da proximidade entre a populacdo de
treinamento e de sele¢cdo na melhoria da acuracia.

No Brasil, Lara et al. (2019) observaram ganhos adicionais na selecédo de
individuos tetraploides de Panicum maximum com relacdo a caracteristicas
agrondmicas e nutricionais. Os autores concluiram que a aplicacdo da selecdo
genOmica pode reduzir os custos e o tempo de experimentagdo, com grande
potencial para programas de melhoramento de forrageiras.

Resende et al. (2014c) testaram a GWS em forrageiras a partir de dados
simulados em diferentes esquemas de selecdo e observaram que a técnica resultou
em maiores ganhos em relacdo a selecéo fenotipica na maioria dos cenarios; além
disso, maiores herdabilidades obtidas pelo método possibilitam a reducdo do
numero de marcadores e individuos.

CONSIDERACOES FINAIS

O melhoramento genético praticado pela observacdo de medidas fenotipicas
tem evoluido, principalmente por meio das ferramentas estatisticas mais poderosas
disponibilizadas por recursos computacionais cada vez mais eficientes. No entanto,
as novas abordagens gendmicas mostram que podem auxiliar nos métodos de
melhoramento, tornando-os mais acurados e precisos. O avan¢co do melhoramento
genético é a alternativa de maior potencial por beneficiar todos os atores envolvidos
na cadeia produtiva, desde a pesquisa até o consumidor final, trazendo aumento da
capacidade de retorno da cultura melhorada, favorecendo maior numero de
produtores e reduzindo riscos financeiros e ambientais.

A ampliacdo do uso dessas metodologias, por sua vez, tera grande impacto
na estrutura dos programas de melhoramento genético e trard uma contribuicdo
significativa para os sistemas de producéo de forma geral.

Alguns desafios para a implementacgéo efetiva da GWAS e GWS, no entanto,
além da dificuldade com as caracteristicas intrinsecas de cada espécie, envolvem o
desenvolvimento de uma plataforma que contenha um sélido programa de
melhoramento convencional, mesmo para aqueles programas que utilizam
marcadores como suporte para tomada de decisao, e inclua a pesquisa agronémica
de apoio e parcerias com industria e mercado quando necessario.
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O uso integrado das tecnologias € essencial e abre oportunidades para o
desenvolvimento de novas é&reas de pesquisa e aplicacdo para as espécies
forrageiras, base para sistemas produtivos de grande importancia econémica para o
pais.
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