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RESUMO

ROCHA, Rodrigo Barros, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2007. Proposta de metodologia para mapeamento de locos
controladores de caracteristicas oligogénicas. Orientador: Elza
Fernandes de Araujo, Co-orientadores: Cosme Damido Cruz e Everaldo
Goncalves de Barros.

Caracteristicas oligogénicas se caracterizam por sua heranga governada
por genes de maior efeito e por sua importdncia para as espécies vegetais
cultivadas, com destaque para a resposta de resisténcia das plantas as
doencas. A natureza discreta e a interacdo epistatica destas caracteristicas
resultam em um padrdo de herangca que nao deve ser interpretado pelos
métodos tradicionais de deteccédo de QTL. A busca por métodos que permitam
melhor interpretar a informagédo genética produzida durante a recombinagao
continua sendo um dos principais objetivos do mapeamento e identificacdo de
QTLs. O objetivo deste trabalho é o de propor um método para mapeamento e
deteccdo de locos controladores da expresséo de caracteristicas oligogénicas,
OTLs (“Oligogenic Trait Loci”). Este método definido como M.M.C.O (Método
de Mapeamento de Caracteristicas Oligogénicas) utiliza de funcbes de
verossimilhanca para obtencao de estimativas de recombinagcao “r’ de melhor
ajuste aos dados, a partir das probabilidades condicionais de ocorréncia entre o
loco marcador e a heranga da caracteristica oligogénica. Os resultados
mostram que o método foi adequado para detecgdo de OTLs em populacdes
de retrocruzamento e em populagdes F2. Analises comparativas entre as
metodologias mostram que as estimativas M.M.C.O. de “r" entre o loco
marcador e os locos OTLs sdo mais precisas do que as obtidas pelos métodos
de marca simples e de intervalo simples. A necessidade de conhecer
previamente o padrdo de herangca da caracteristica € uma das maiores
limitagbes no estudo das caracteristicas oligogénicas; e a definicdo nao
apropriada do padrao de herancga resulta em uma diminuigdo no poder de teste
da metodologia. O M.M.C.O. ndo necessita de informagdo prévia de
ordenamento dos marcadores e nao € influenciado pela ocorréncia OTLs em
um mesmo grupo de ligagdo. O atendimento das pressuposi¢cées para analise
das caracteristicas oligogénicas, a maior acuracia das estimativas, obtidas a
partir da informacao contida em todas as classes genotipicas, e a possibilidade
de posicionar pontualmente o OTL fazem do M.M.C.O. uma estratégia de
potencial para contribuir na interpretacdo da heranca de caracteristicas
oligogénicas.



ABSTRACT

ROCHA, Rodrigo Barros D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March of
2007. Genetic mapping of oligogenic traits using maximum likehood
functions. Adviser: Elza Fernandes de Araujo, Co-Advisers: Cosme
Damiao Cruz and Everaldo Gongalves de Barros.

Oligogenic traits are distinguished by their heritage ruled by higher effect
genes and by their importance for the cultivated plants, with emphasis to the
plant disease resistance heritage. The qualitative nature and epistatic
interaction of these traits results in a heritage pattern that should not be
interpreted thought traditional methods for QTL (Quantitative Trait Loci)
detection. The investigation of methods which allow a better interpretation of the
genetic information produced during the recombination is still one of the major
objectives of QTL detection. The objective of this work is to purpose a method
for detection of important loci related with the expression of oligogenic traits —
OTL (Oligogenic Trait Loci). This method, defined as Oligogenic Trait Mapping
Method (O.T.M.M.), uses maximum likehood probability functions to obtain the r
estimates of better adjustment to the observed data from the conditional
probabilities of occurrence between the molecular markers and the OTL. The
results show that the method was adequate for OTL detection in backcrossing
and F2 populations. Comparative analysis with others QTL detection
methodologies shows that O.T.M.M. has the more accurate r estimates of the
distance between the molecular markers and the OTL loci. The necessity of
previous knowledge about the heritage pattern of the traits in one of the main
limitations in the study of oligogenic traits, and the not proper definition of the
correct heritage pattern results in a decrease in the accuracy of the
methodology. The O.T.M.M. does not need previous information of the markers
order in the linkage groups and are not influenced by the presence of two QTL
in the same linkage group. The focus in the analysis presumptions of the
oligogenic heritage, the higher accuracy of the r estimates, obtained from the
information contained in all genotypic classes, and the position of the OTL in the
map, contribute to make O.T.M.M. a powerful tool the analysis of oligogenic

traits.



1. INTRODUGAO GERAL

O desenvolvimento do ramo das ciéncias biologicas relacionado com o
estudo da heranca e da variagcdo dos caracteres hereditarios associado as
técnicas modernas de estudo da molécula do DNA tem permitido a
identificacao de regides do genoma da maior importancia para a expressao de
quaisquer caracteristicas. Associado as expectativas tedricas fundamentadas
em meétodos biométricos e quantitativos, o conhecimento produzido nos centros
de pesquisas tem permitido ndo somente o entendimento dos padrdoes de
heranga como também a manipulacédo do processo da hereditariedade.

A experimentagdo nos programas de melhoramento vegetal baseia-se,
principalmente, na mensuracgao sistematica da resposta do carater em campo e
na aplicagao de conceitos da genética. A associagao das técnicas modernas de
analise gendbmica aos procedimentos classicos de selecdo € desafio
contemporaneo para os pesquisadores. O desenvolvimento das técnicas de
marcadores moleculares, em meados da década de 80, aumentou a utilidade
pratica dos mapas de ligacdo para a selegdo de plantas e direcionamento de
cruzamentos. No entanto, a incorporagdao destas estratégias na rotina dos
programas de melhoramento tem se mostrado limitada, principalmente pelos
esforgos necessarios para a identificagdo dos QTLs (“Quantitative Trait Loci”),
de alta acuracia no estudo da heranca de caracteristicas quantitativas de
distribuicao continua.

Além da relevancia econémica das caracteristicas quantitativas para os
programas de melhoramento, as caracteristicas governadas por poucos genes
tém sido consideradas importantes em muitas culturas, com destaque para a
resisténcia das plantas as doencas. A natureza discreta da resposta destas
caracteristicas e a interagao epistatica dos genes resultam em um padrao de
heranca que ndo deve ser analisado utilizando os métodos que pressupdem
normalidade e heranga governada por muitos genes de pequeno efeito.

Neste cenario, a busca por novos métodos e estratégias de andlise é
relevante, uma vez que a redugcdo no poder de teste causada pelo nao
atendimento das pressuposicdes estatisticas compromete a interpretacéo dos
resultados. O objetivo deste trabalho € propor uma nova abordagem para a

deteccdo dos locos controladores da expressao de caracteristicas oligogénicas



(OTLs — “Oligogenic Trait Loci”). Tal estratégia baseia-se na utilizacdo de
fungcdes de verossimilhanca visando prever novas possibilidades de
segregacao entre marcadores moleculares e locos controladores de
caracteristicas oligogénicas para a obtengdo de estimativas de distancia entre

os marcadores e o loco OTL.

- Objetivo Geral:

- Propor e comprovar a adequacao do método para mapeamento de
caracteristicas oligogénicas (M.M.C.O.) em populagdes de retrocruzamento e
em populacdes F2.

- Objetivos Especificos:

- Apresentar a metodologia utilizada para obtencdo das funcbes de

verossimilhanga;

- Comparar a metodologia apresentada com os métodos

tradicionalmente utilizados para a detecgao de QTLs; e

- Considerar as particularidades em relacdo as populagdes mais
utilizadas no melhoramento de plantas (F2 e retrocruzamento) e em relagao as

interacdes epistaticas mais comuns.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Heranga oligogénica

Apods a redescoberta do trabalho de Mendel (MENDEL, 1866), em 1900,
varias pesquisas foram realizadas visando ampliar e validar suas conclusdes a
respeito do mecanismo de heranga e variagao hereditaria das caracteristicas. A
natureza discreta e monogénica das caracteristicas analisadas por Mendel
permitiu a identificacdo de fatores, mais tarde chamados de genes, que
governam a heranga das caracteristicas. A identificagdo e a quantificagdo do
efeito destes fatores para a expressao das caracteristicas s&o ainda objetos de
trabalhos contemporaneos que se utiliza de ferramentas de manipulagcdo da
molécula do DNA (SCHUSTER & CRUZ, 2004).

Em geral, as caracteristicas de maior relevancia econbémica para
programas de melhoramento vegetal apresentam a expressdo governada por
muitos genes de pequeno efeito (ZOBEL & JETT, 1995). Embora os principios
genéticos de segregacdo das caracteristicas métricas sejam mendelianos, a
identificacdo da segregacdo individual dos genes € complexa (CRUZ et al.
2004), fazendo com que a média e a varidncia da distribuicdo dos valores
métricos sejam essenciais para o estudo da heranga e a variagdo destas
caracteristicas (LYNCH & WALSH, 1998). A interpretacdo genética dos
modelos biométricos pressupde a heranga governada por inumeros genes de
efeito pequeno e equivalentes para a expressao da caracteristica (“Modelo
Infinitesimal de Fisher”) (FALCONER, 1987).

Por sua vez, as caracteristicas de expressao governadas por poucos
genes de maior efeito tém-se mostrado importantes na condugado dos
programas de melhoramento de varias culturas, com destaque para a resposta
de resisténcia de plantas a algumas doengas (ALZATE-MARIN et al. 2005;
VIJAYALAKSHMI et al. 2005; ALFENAS et al. 2004; JUNGHANS et al. 2003;
YU et al. 2000). As caracteristicas oligogénicas possuem padrao de heranga
mendeliano governado por dois, trés ou mais genes de interagao epistatica,
podendo ser alocadas em classes (FALCONER, 1987).

A caracterizacdo do padrdo da heranga € um dos pontos mais

importantes para a manipulacdo dos componentes hereditarios e da fracao



herdavel, uma vez que as estratégias de sele¢ao para estudo genético sao
bastante contrastantes de acordo com a natureza da caracteristica: se
monogénica, oligogénica ou quantitativa (CRUZ et. al. 2004). Varias
caracteristicas apresentam padrdo de heranga governado por genes de maior
efeito em plantas: espessura de casca (ZOBEL & JETT, 1995), acumulo de
Oleos essenciais (ZOBEL & JETT, 1995) entre outras. Para o melhoramento
vegetal, a resisténcia das plantas a patogenos €, provavelmente, a
caracteristica de natureza oligogénica mais importante (ALZATE-MARIN, et al.
2005; ALFENAS et al. 2004). A resisténcia ao Ceratocystis (ALFENAS et al.
2004) e a resisténcia a Ferrugem (VIJAYALAKSHMI et al. 2005; JUNGHANS et
al. 2003; WILCOX et al. 1996) sdo exemplos de caracteristicas de provavel

heranga oligogénica.
2.1.1. Hipéteses genéticas e segregacao ambigua

Um dos pontos mais importantes para o estudo das caracteristicas da
distribuicdo discreta € o teste de hipdtese genética que permite, com uma
margem de erro, concluir a respeito do padrao predominante da segregagao:
se governada por um, dois ou mais genes e o tipo de interagdo predominante
(LIU, 1997). Neste contexto, define-se como hipbétese genética o mecanismo de
heranca mais provavel de uma caracteristica baseado na avaliacido dos dados
disponiveis até 0 momento.

O teste de y° tem se mostrado bastante pratico e eficiente para o teste

de hipéteses de padrdoes de segregagao, uma vez que considera os desvios
ocorridos entre valores previstos e observados e 0 numero de observagdes
avaliado (SCHUSTER & CRUZ, 2004). Para a execugdo do teste sao

comparados dois valores 0 2 .0 © O Xibeas . SENdO 0 primeiro obtido a

partir de dados experimentais, segundo a expressao apresentada a seguir:

- E

(I) Zczalculado = Z [M}

Em que O, e Ejrepresentam, respectivamente, os valores observados e



esperados para a i-ésima classe fenotipica. O y...., € obtido a partir da

informagdo do numero de graus de liberdade associado a hipdtese genética
testada e do nivel de siginificAncia desejado. A decisdo a respeito da nao

rejeicao da hipétese genética de segregacao é feita da seguinte maneira:

2 2 . .
Se X caleulado 2 X tabelado 1 rejelta_se HO-

2 2 5 i
Se lcalculadolltabelado’ nao se rejelta HO-

O teste de y? é sensivel ao tamanho da amostra, ou seja, quanto maior

for o tamanho da amostra, menor devera ser o desvio para a ndo rejeigao da
hipétese nula. Um numero reduzido de observacbes pode resultar na
impossibilidade da discriminagdo de uma ou mais hipdteses genéticas.
Determinadas hipoteses genéticas podem ser de discriminagdo bastante
dificultada, sendo necessaria, em casos mais complicados, a analise de
milhares de individuos.

LIU (1997) apresenta um estimador que permite a comparagao de

hipéteses genéticas em relagcdo ao numero de eventos que deveriam ser
analisados para discrimina-las considerando a distribuigdo de y°e um nivel

critico associado. Como mostrado por LIU (1997), a obtencdo considera a
resolugdo do sistema de equacgdes apresentado abaixo (ii e iii), em que x e y
representam padrdes de segregacao diferentes, e a e b, as frequéncias de

suas classes, como mostrado abaixo:

_ 2
(i) (a—xb)
nx
_ 2
(i) (@=yb)”
ny
O desenvolvimento deste sistema de equagdes permite a obtencao do
estimador do numero de individuos necessarios para discriminar duas

hipoteses genéticas:

| 140y |
et



A titulo de exemplificacdo, a determinacdo do numero de individuos
necessarios para discriminar a hipotese de segregagcédo da heranga governada
por um gene de dominancia completa (3:1), da heranga governada por dois
genes de dominéncia completa (9:7), com nivel de significancia de 5%

(a =5%), estda sumarizada nos dados apresentados a seguir:

Zé\b.s%,l =3841

(xy) =1,924
n=94.3

Assim, conclui-se que 95 observacdes sdo necessarias para separar as
duas hipoteses a nivel de 5% de probabilidade. A impossibilidade de
discriminar uma ou mais hipdteses genéticas em fungdo do numero de
individuos avaliados € definida como segregacao ambigua.

Diferentemente da abordagem métrica, que, em relagdo a uma série de
pressuposicoes, suporta desvios em relacdo ao nao atendimento, a
consideragao inapropriada de uma hipotese genética pode resultar em
problemas de interpretagdo. O equivoco nas conclusdées em relagao a natureza
da heranga da caracteristica, ao genotipo de genitores, direcionamento de
cruzamentos e posicionamento dos genes nos mapas de ligagdo apresenta
potencial para causar prejuizos na continuidade da pesquisa.

A disposicdo dos melhoristas existem varias configuracdes de
cruzamentos controlados que podem ser utilizadas para n&o rejeitar uma
hipotese genética. Os cruzamentos mais explorados nos programas de
melhoramento vegetal sdo: cruzamentos controlados entre pais contrastantes,
cruzamentos-teste, retrocruzamentos, autofecundacdes e também a analise de
cruzamentos ao acaso. Maiores informagdes a respeito da importancia e

eficacia de cada uma destas estratégias podem ser obtidas em CRUZ et al.



(2003); CRUZ et al. ( 2004) e LYNCH & WALSH(1998)

CRUZ et al. (2004) apresentam uma estatistica de utilidade para estimar
o numero de individuos necessarios para concluir a respeito da heranga de
uma caracteristica de distribuigdo discreta com determinado nivel de confiancga.
Este estimador permite estimar a probabilidade de erro associada a inferéncia
em relacéo a identidade dos gendtipos do genitor baseando-se no gendtipo de

sua progénie, por meio da expressao apresentada a seguir:

(v) a=(P(A))

em que o € o erro que se comete ao desprezar a probabilidade de um
individuo que produza n descendentes de fendétipo dominante P(A_) seja
heterozigoto (Aa) e n é o numero de descendentes da progénie. O

complemento de o é denominado de certeza e definido como:
(vi) c=1l-«a

em que c¢ € denominada de certeza, ou probabilidade de se concluir
corretamente em relagdo a identidade do gendtipo. Desta maneira, o numero
de individuos necessarios para inferir a respeito da identidade de uma matriz

pode Ser ser expresso como:

(vii) _ Log(1- )

Log[P(A )]
O grafico mostrado a seguir foi construido considerando os diferentes
valores de ¢ associados aos padrdes de segregacao: 1:1, 3:1, 15:1, 9:7, 13:3,
63:1, 37:27. Os padrbes de segregagcdo que possuem classes mais raras

apresentam menores valores de ¢ para progénies de mesmo tamanho.
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2.2. Marcadores moleculares e mapeamento genético

2.2.1. Marcadores moleculares

O desenvolvimento de técnicas de marcadores moleculares em meados
da década de 80 disponibilizou ferramentas de grande impacto para o controle
dos programas de melhoramento e seu auxilio (LIU 1997, BRONDANI et al.
1998). Os marcadores moleculares possibilitam verificar as diferengas entre
dois gendtipos a partir das suas sequéncias de DNA, destacando-se por
permitir o isolamento do efeito ambiental e a caracterizagdo genética da
populagdo em qualquer fase do desenvolvimento (MACKAY, 2001). Em
sistemas biolégicos em que os individuos apresentam longos ciclos de vida e
as caracteristicas de interesse s&o de baixa herdabilidade, como observado em
espécies florestais, 0 ganho genético resultante da utilizagcdo de marcadores é
potencializado (YOUNG et al. 2000).

A caracterizacdo de regides gendmicas repetitivas permitiu o
desenvolvimento de marcadores com elevado conteudo médio de informacgéo.
A repetibilidade, o multialelismo e a natureza co-dominante fazem dos
marcadores microssatélites uma excelente ferramenta para estudos genéticos
(BRONDANI et al. 1998). Os marcadores microssatélites sao obtidos por meio
da amplificagcdo de regides repetitivas do genoma, utilizando iniciadores
especificos. Segundo CHARLESWORTH et al. (1994), uma grande parte dos
genomas do DNA dos eucariotos é constituida por DNA de sequéncia
repetitiva. Tais regides podem ser regides altamente repetitivas, chamadas de
DNA satélite, ou regidbes moderadamente repetitivas, os microssatélites e
elementos transponiveis (VARSHNEY et al. 2005). Neste contexto, as regides
microssatélites podem ser definidas como regides repetitivas organizadas em
tandem compostas por um numero variavel de elementos repetitivos na
sequéncia de um a seis pares de base, encontrado no genoma de vertebrados,
insetos e plantas (SCHLOTTERER et al. 2000). Os microssatélites sé&o
considerados regides instaveis do genoma comparadas as regides de DNA nao
repetitivo, pois estdo mais sujeitas a acdo de alteragbes do tipo adicédo ou
delecdo de repeticdo (MORGANTE et al. 2002; SCHLOTTERER et al. 2000). A
taxa de alteragbes nestas regides pode ser tdo alta quanto uma alteragédo a

cada 1000 pares de base. Esta instabilidade inerente as regides repetitivas



resulta em grande numero de locos polimérficos intraespecificos, que tornam
estas regides bastante adequadas para estudos genéticos entre individuos de
uma mesma espécie (VARSHNEY et al. 2005, ROCHA et al. 2002;
BRONDANI et al. 1998).

A variabilidade entre estas sequéncias pode ser avaliada por PCR
utilizando iniciadores que flanqueiam estas regides. A necessidade de
desenvolvimento de oligonucleotideos especificos representa a principal
limitagdo desta metodologia, tendo em vista a consideravel quantidade de
recursos necessarios para o desenvolvimento destes oligonucleotideos de
aplicacao limitada a espécie ou ao género do organismo para o qual foram
desenvolvidos (MORGANTE et al. 2002).

Marcadores moleculares podem ser utilizados com diferentes finalidades
em estudos de genética: protecdo de cultivares (BRONDANI et al. 1998),
confirmagédo de cruzamentos controlados e identidade clonal (ROCHA et al.
2002), selecao de genitores (DIAS et al. 2001), estudo de diversidade genética
(MURO ABAD et al. 2005a; MURO ABAD et al. 2005b; DIAS et al. 2005),
mapeamento genético (GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994) e deteccdo de
QTLs (VERHAEGEN et al. 1997).

2.2.2 Mapeamento genético

A utilizacdo de técnicas de marcadores moleculares no estudo de
caracteristicas quantitativas permite identificar maiores fracbes da variancia
genética total relacionadas com regides especificas do genoma (SCHUSTER &
CRUZ, 2004; LIU, 1997). O termo QTL (“Quantitative trait loci”) foi apresentado
pela primeira vez por GELDERMANN (1975) e se baseia na pressuposi¢cao de
existéncia de locos de maior importancia para a expressdo de determinada
caracteristica métrica. Além da determinacédo da posicdo do QTL ao longo do
grupo de ligagao, estudos de mapeamento permitem a obtencéo de estimativas
de acdo génica: efeitos aditivos e de interacdo entre genes e alelos
(SCHUSTER & CRUZ, 2004; LIU, 1997).

Historicamente, mapas de ligagdo foram pouco utilizados no auxilio a
selecdo em programas de melhoramento (BOREVITZ & CHORY, 2006). A
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utiizacdo de marcadores fenotipicos e citologicos e a falta de mapas
integrados que relacionem varios tipos de marcadores s&o as principais
dificuldades para a utilizagdo de mapas genéticos em programas de
melhoramento (DEKKERS & HOSPITAL, 2001). O numero reduzido de
marcadores citolégicos e fenotipicos faz com que a probabilidade de encontrar
um marcador relacionado com caracteristicas de interesse seja reduzida,
dificultando o mapeamento genético (WEIR, 1996).

O objetivo da utilizagcdo de marcadores moleculares € incrementar o
ganho genético por unidade de tempo (BADU et al.2004; MURO ABAD et al.
2000). Neste sentido, a construgdo de mapas de ligagao utilizando marcadores
moleculares é a estratégia que vem sendo utilizada para a detecgédo de locos
relacionados com a expressdo de caracteristicas quantitativas. A
disponibilidade de marcadores genéticos neutros cuja heranga pode ser
acompanhada sem influéncia do ambiente permitiu a construcdo de mapas de

ligacao para varias espécies vegetais (MACKAY, 2001).

Em geral, o primeiro passo na construgdo de um mapa de ligagao refere-
se a escolha dos cruzamentos de forma a maximizar o polimorfismo genético
(GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994; VERHAEGEN et al. 1997). Uma vez
selecionados os genitores, a etapa seguinte € o desenvolvimento de uma
progénie segregante composta de centenas de individuos. Tradicionalmente a
populagao segregante é derivada do retrocruzamento ou da autofecundagao da
geracdo F1 proveniente do cruzamento de dois genitores selecionados
(SCHUSTER & CRUZ, 2004; ROCHA et al. 2003). A partir da analise da
segregacao, as estimativas de recombinagdo s&o obtidas para posicionamento
e ordenamento dos marcadores nos grupos de ligacdo (CRUZ & SILVA, 2006).

O método da maxima verossimilhanca ¢é utilizado por varios
pesquisadores para obtencao das estimativas de recombinagao (SCHUSTER &
CRUZ, 2004; LIU, 1997; LYNCH & WALSH; 1998, WEIR, 1996). A maxima
verossimilhanga permite a obtencdo de estimativas de variancia minima que
sdo estimadas a partir da informagao contida em todas as classes genotipicas.
Esta propriedade € de grande relevancia, principalmente se comparada com
métodos mais simples de estimacéo das distancias de recombinagao tais como

a de simples contagem da proporgao dos individuos recombinantes em relagéo
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ao total (SCHUSTER & CRUZ, 2004). Para a utilizagdo da funcédo de
verossimilhanca é necessario o conhecimento da funcdo de densidade de
probabilidade da distribuicio de uma variavel aleatéria x, sendo que a
probabilidade de ocorréncia das classes genotipicas nas populagdes
segregantes avaliadas neste estudo assumem distribuicdo multinomial
apresentada a seguir, segundo notacdo de SCHUSTER & CRUZ, (2004):

(vii) L(pi/ny) = 2P P3°P5°-- Py
Em que :

- NI

iX -

() n!n,l.n.!

(x) N=>n,e

N é o tamanho da populacao

n; € o numero de ocorréncias do evento x; com probabilidade p;.

Considerando que os maximos da funcdo de verossimilnanca néo se
alteram com a aplicacdo do logaritmo natural, em geral, ele é aplicdo nos
termos da funcdo anterior visando a uma incorporacdo de uma facilidade

algébrica no processo de derivagao e obtengcdo do melhor estimador,

(xi) o(p,Ing) = In(Ap" 37 ps°.epy’)

que também pode ser escrito como:

(xii) p/n)=InA+Inpt+Inp)® +Inp...+Inp
i i 1 2 3

A primeira derivada da fungcdo suporte em relacdo ao parametro que se
deseja estimar permite a obtencdo de uma segunda fungdo, denominada
funcao escore (f’). A funcdo score é utilizada para obter o estimador de maxima

verossimilhanca relacionado com o ponto de maximo da distribuicao:
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(i) (o(p,In)]= 20

Considerando que, neste caso, o Unico parametro a ser estimado é a
frequéncia de recombinacéo (r) entre dois marcadores adjacentes, a frequéncia
de recombinagdo pode ser obtida por meio da igualdade da fungédo a O,
conforme mostrado a seguir.

(xiv) f,[g(pi/ni)]:@:()

2.2.3. Populagdes de mapeamento

A diversidade do sistema reprodutivo das espécies vegetais permite a
utilizacado de diferentes populagdes experimentais e delineamentos genéticos
para a construcado de mapas de ligagcdo. Algumas culturas, tais como o feijao
ou a soja, por exemplo, possibilitam a obtengdo de varios tipos de populagéo
para mapeamento: populagbes F2 (BUNYAMIN et al. 2002), populagdes de
retrocruzamento (MATTHEWS et al. 2001) e populagbes de “RIL”
(“Recombinant Inbreed Lines”) (BOUCHEZ et al. 2002). Cada populagao ou
progénie possui propriedades genéticas distintas que devem ser consideradas
pelo pesquisador durante o planejamento da pesquisa (ROCHA et al. 2004).

Além das questdes praticas, a natureza e a acuracia da informacao
genética desejadas devem ser consideradas pelo pesquisador na escolha da
populagdo segregante para o mapeamento genético. A variancia e o indice de
informatividade das estimativas de recombinacdo de maxima verossimilhanca
permitem avaliar a acuracia das estimativas de recombinag¢ao (WEIR 1996, LIU
1997). Para um numero elevado de observacgdes, a variancia de um estimador

de maxima verossimilhanca pode ser definida como (WEIR 1996) :

. 1
(xvi) VO)=-

Efif)

O indice de informatividade, definido com o negativo da segunda

derivada da fungao de verossimilhanca, varia conforme o tipo de populacéo e a

13



saturagao média do mapa (SCHUSTER & CRUZ, 2004). A Figura 2 mostra os
valores da variancia e do indice de informatividade para diferentes tipos de

populacgao:

(xvi) 1(6)= _( o°L(6; X)]

Entre as populagdes tradicionalmente avaliadas no melhoramento de
plantas, as populagdes F2 derivadas do F1 (HARUSHIMA et al. 1998) e as
populagdes de retrocruzamento (DARVASI & SOLLER 1995; WEIGUO et al.
2002; HE et al. 2001) sdo intensivamente utilizadas para o mapeamento por
sua praticidade e facilidade de obtencdo (SCHUSTER & CRUZ, 2004).

Populagdes F2 produzidas pela autofecundacido da progénie F1,
derivada de cruzamento entre genitores divergentes, sdo uma das preferidas
por muitos pesquisadores para o desenvolvimento de mapas genéticos
(HARUSHIMA et al. 1998) A sua facilidade de obtengdo, a alta informatividade
(produz duas vezes mais marcadores informativos do que uma populagédo de
retrocruzamento) e a possibilidade de avaliagao dos efeitos de natureza aditiva
e dominante em separado fazem da populagcdo F2 mapeada com marcadores
codominantes uma das configuracbes genéticas de maior precisdo das
estimativas de recombinagdao. A maior dificuldade da multiplicacao clonal de
todos os individuos de populagdo F2 é provavelmente uma das principais

limitagbes desta populagédo (LIU, 1997).
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Figura 2- Distribuicdo dos valores de variancia e do conteudo meédio de

informacédo das estimativas de “r’ para 8 tipos de populagdes: POP1-

Retrocruzamento mapeado com marcador dominante, POP2- F2 mapeada

com marcador codominante, POP3- F2 mapeada com marcador dominante

(aproximagao), POP4- F2 mapeada com marcador dominante (repulsao),

POP5- F2 mapeada com marcadores dominante e co-dominantes, POPG6-

Duplo hapléide, POP7- RIL, POP8- F1 mapeada com marcador dominante

(segregacao misturada 1:1, 3:1). (Figura retirada de Rocha et al. 2004)
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As populacdes de retrocruzamento apresentam apenas duas classes
genotipicas segregantes. A rapidez na obtencao da populacdo e o fato de que
a segregacdo obtida representa a composicdo dos grdos de pdlen do
progenitor doador s&o as principais particularidades desta populagédo. O menor
conteudo de informacdo, a impossibilidade de discriminar o componente
genético de dominancia do componente aditivo e a dificuldade de obtencao de
repeticbes dos individuos s&o suas principais limitagbes (SCHUSTER & CRUZ
2004).

O principal beneficio da distribuicdo dos valores do conteudo médio de
informacéao e da variancia associada as frequéncias de recombinagao € auxiliar
na escolha da populacdo de mapeamento mais apropriada, considerando
também outras limitagdes experimentais. A Figura 2 mostra a existéncia de
consideravel diferenca nos valores destas estimativas que influenciam na
qualidade dos mapas de ligagcado obtidos a partir de um numero limitado de
individuos.

Para ilustrar a variabilidade inerente aos trabalhos de mapeamento, a
Tabela 1 mostra uma sintese de alguns trabalhos de referéncia de
mapeamento e deteccdo de QTL em espécies vegetais. Em geral, consideram-
se, com alguma flexibilidade, 200 individuos e saturacdo média de 5 cM como
medidas de referéncia para o desenvolvimento de mapas de qualidade
(SCHUSTER & CRUZ, 2004).

Tabela 1- Sumario de alguns trabalhos de mapeamento e detecgdo de QTLs
em plantas, destacando-se o tamanho da populagdo experimental, a

técnica de marcadores moleculares utilizada e a saturagdo média do mapa.

Referéncia Espécie Tipo de populagdo N°Ind. Marcadores Saturagdo
Missiagia, 2005 Eucalipto F1 (pseudotestcross) 270 SSR (155) 6.6 cM
Novaes, 2005 Eucalipto F1 (pseudotestcross) 188 SSR (235 locos) 4.2 cM
Mccouch, et al. 2002 Arroz F2 e retrocruzamento 295 SSR (2240 locos) menor que 1 cM
Meksem et al. 2001 Soja RIL 100 SSR (133) 20 cM
Cardinal et al. 2001 Milho RIL 183 120 RFLP e 65 SSR 9cM
Nodari et al. 1993 Feijao Fo3 70 SSR (152 locos) 9cM
Yin, 2001 Populus spp. Retrocruzamento 180 SSR (544) menor que 1 cM
Cervera et al. 2001 (I;’opqlus F1 (pseudotestcross) 232 390 AFLP e 63 SSR 10 cM
eltoides
Cervera etal. 2001  Populus nigra  F1 (pseudotestcross) 105 355 AFLP e 49 SSR 12.5cM
Cerveraetal. 2001 TOPUS b4 (hseudotestcross) 127 287 AFLP e 76 SSR 11.2cM
trigocarpa
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2.3. Deteccao de QTLs — métodos tradicionais

O desenvolvimento da teoria de identificacdo de QTLs (“Quantitative trait
loci”), por associacdo a marcadores moleculares, tem permitido a
caracterizacdo de marcadores neutros de heranca mendeliana, diretamente
correlacionados com a variagdo genética de caracteristicas quantitativas. O
monitoramento da heranga complexa destas caracteristicas por meio de
marcas de heranca simples é uma das aplicagbes mais imediatas do
desenvolvimento desta tecnologia (DEKKERS & HOSPITAL, 2001; MOREAU
et al. 2000; LANDE & THOMPSON, 1990). Esta abordagem baseia-se na
pressuposicdo da existéncia de locos de maior efeito na expressao das
caracteristicas métricas GELDERMANN, (1975).

Estratégias utilizadas para a deteccdo e caracterizacdo dos QTLs
dependem principalmente do mecanismo de heranga da caracteristica, da
populacdo avaliada, do numero de individuos genotipados e do tipo de
marcador molecular (BOREVITZ & CHORY, 2006; DEKKERS & HOSPITAL,
2001). Aléem destas estratégias, destacam-se também o efeito do QTL na
expressao da caracteristica, a precisdo experimental, a herdabilidade da
caracteristica avaliada e os efeitos da dominancia (LIU, 1997).

Do método mais simples para o mais complexo, os meétodos mais
utilizados para deteccdo de QTLs em populacdes provenientes de cruzamento
controlado sdo: mapeamento por marca simples, mapeamento por intervalo
simples e mapeamento por intervalo multiplo (SCHUSTER & CRUZ, 2004). Os
meétodos divididos em relacdo aos que consideram a avaliagdo de apenas uma
unica marca por vez sao: método da marca simples ou na avaliagao de duas
marcas simultaneamente e métodos de mapeamento por intervalo. Até o
momento, a analise baseada em uma unica marca é considerada exploratoria
em comparagdo com a precisdo das estimativas obtidas com métodos de

intervalo.

2.3.1- Método da marca simples

O teste da marca simples testa a associacdo entre gendtipos que

possuem uma forma alélica especifica utilizando o teste t e a analise de
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variancia ou regressao, visando testar a significancia da diferenga entre grupos
que apresentam ou nao determinada marca molecular. Considerando duas
formas alélicas A1 e A, e valores de médias respectivamente iy e uo, a hipotese

nula testada pelo teste t é definida como H,:u =u, contra a hipotese
alternativa H, : 1, # 1, . A estatistica do teste é mostrada por SCHUSTER &
CRUZ( 2004):

(xvi) t:% , associado a n,+n,—2 graus de
V(i - 1)
liberdade.
2 2
(i) V(i - fig) =422
nl n2

S’ e S? sao as variancias obtidas para a caracteristica quantitativa entre
os individuos que possuem o marcador molecular e os que ndo o possuem.

No caso da regresséo, a hipétese nula testada € H,: 3, =0 contra a
hipétese alternativa H, : g, # 0, utilizando o modelo:
(xviii) Y, =B+ B X, +¢g

em que:

Y,: valor da caracteristica quantitativa no i-ésimo individuo;

X ;: codigo do marcador (1 para presenca e 0 para auséncia);

B, intercepto da regress&o (média da caracteristica);

p,:inclinagdo da reta; e

¢;-erro aleatdrio na j=eésima observagéo em que &; ~ N (0, o’).

No caso especifico da populagdo de retrocruzamento, existe uma

equivaléncia no uso do teste t e da regressao, uma vez que, geneticamente, os
dois testes equivalem a testar (1-2r)(a—d) em que r é a distdncia em
unidades de recombinacido entre o marcador testado e o QTL, e a e d séao,
respectivamente, os efeitos aditivos e de dominancia do QTL. Neste caso, a
significancia do teste da marca simples é resultado da agdo confundida da
distancia entre a marca e o QTL, do efeito aditivo e do efeito de dominancia do

QTL, ndo sendo possivel diferenciar se o efeito significativo pelo teste se deve
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a presenga de um QTL de maior efeito ou se é devido a proximidade do
marcador a um QTL de menor efeito. Em linhas gerais, além do confundimento
dos efeitos, considera-se que o teste da marca simples possui pequeno poder
de detecgao de QTL, sendo utilizado, na maioria dos casos, como uma analise
exploratdria dos dados. No entanto, por ndo necessitar da informacao prévia de
ordenamento das marcas ao longo dos grupos de ligacdo, pode ser uma
analise exploratdéria utili quando esta informagdo nao estiver disponivel
(LANDER & BOTSTEIN, 1989).

2.3.2- Método do mapeamento por intervalo simples

O método de mapeamento por intervalo apresentado por LANDER &
BOTSTEIN (1989) é considerado mais preciso que o método da marca simples,
pois se baseia na identificacdo de QTLs por meio da analise dos intervalos
entre marcadores adjacentes ao longo de todos os grupos de ligagdo. Os
testes do mapeamento por intervalo sao feitos pela incorporagao da informagao
dos marcadores que flanqueiam determinado intervalo no modelo de
regressdo. A titulo de exemplificacdo, a seguir é apresentado o modelo de
mapeamento por intervalo da populagdo de retrocruzamento, segundo
SCHUSTER & CRUZ(2004):

Yj =7+ 0X; ¢

Em que:

Y, € o valor mensurado para a caracteristica no i-ésimo individuo;

y =u+d; : Valor genético do efeito u+d da caracteristica na populagao;

g =a+d : Efeito confundido aditivo e devido a dominancia do loco em estudo;
x’; Variavel condicionadora cujos valores sao dependentes dos gendtipos dos

marcadores que flanqueiam o QTL do individuo j; e

¢; erro aleatdrio na j-ésima observacado em que ¢; ~ N(0, o’).

De posse das probabilidades condicionais de ocorréncia do genaotipo
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marcador e do gendtipo QTL, as mesmas estimativas também podem ser
obtidas pelo método da maxima verossimilhanga. Neste caso especifico, a
consisténcia entre as estimativas faz destas duas, estratégias equivalentes
para a obten¢ao das estimativas, sendo que a facilidade aritmética de obtencao
das estimativas, utilizando o modelo de regressao, € um atrativo deste método
(SCHUSTER & CRUZ, 2004). As estimativas de efeito e a posi¢cao dos QTLs
obtidas pelo mapeamento por intervalo simples sdo mais precisas e acuradas
do que aquelas obtidas pelo método de marcas simples. No entanto, o
mapeamento por intervalo simples também possui limitacdes. A obtengao de
estimativas viesadas de r causadas pela ocorréncia de dois QTLs em um
mesmo grupo de ligacdo é uma limitagdo ja bem caracterizada desta
metodologia. O QTL de efeito e posicionamento viesado, denominado QTL
fantasma, é um artefato da técnica geralmente encontrado entre dois QTLs

adjacentes em um mesmo grupo de ligagao.

3- Pressuposicoes da analise de QTL e natureza das caracteristicas

A importancia das caracteristicas quantitativas associada ao anseio de
monitorar os fatores que governam a heranca complexa motiva o
desenvolvimento de novos métodos e estratégias de analise. A significativa
evolucdo dos métodos de mapeamento tem contribuido para o estudo da
genética das caracteristicas métricas.

As metodologias apresentadas anteriormente apresentam
pressuposi¢cdes em comum, condi¢cdes estabelecidas a priori que devem ser
atendidas para garantir a confiabilidade do método e a precisdo das
estimativas. Condicdes estas compativeis com a natureza de caracteristicas
métricas tais como: 1- aditividade dos efeitos, 2 - homogeneidade do residuo,
3-normalidade da distribuicdo dos caracteres. Alguns trabalhos relatam que o
atendimento parcial destas caracteristicas pode ndo resultar em significativas
reducdées no poder de teste dos métodos. No entanto, espera-se que a
acentuada violagdo das pressuposi¢gdes da analise aumente a ocorréncia de
erros do tipo | e tipo Il (SILVA, 2005).

A normalidade das caracteristicas € uma das pressuposi¢cdes mais

comuns de ndo serem atendidas ou mesmo de serem atendidas apenas
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parcialmente, e que nao apresentam solugao trivial (LIU, 1997). Alternativas
como a transformacao de dados ou a troca de uma distribuicao por outra de
melhor ajuste juntamente com derivagbes apropriadas das metodologias sao
questionaveis, caso da transformacéo de dados, ou de dificil implementagéo.
Em geral, o estudo da normalidade das caracteristicas quantitativas é feito
objetivando inferir a precisdo das metodologias de mapeamento de QTLs.

Os testes mais utilizados para verificar a normalidade de uma amostra
de dados s&o os testes 32, de Kolmogorov-Smirnov e de Lilliefors. O teste de
Lilliefors apresenta vantagens por ndo necessitar do conhecimento prévio dos
valores de média e varidncia que sao estimados da propria amostra e pode ser
aplicado sem restricdo para pequenas amostras. Por considerar os dados
individualmente, ndo perdendo informagao devido a agrupamentos, o teste de
Lilliefors € amplamente utilizado para avaliar sua normalidade.

A procura por novas estratégias para analise justifica-se quando o nao
atendimento das pressuposi¢cdes basicas resulta em uma reducido no poder do
teste e, portanto, em estimativas de menor confiabilidade. A distribuigao
discreta, o variavel numero de genes e as interagbes epistaticas das
caracteristicas oligogénicas motivam a utilizagdo de métodos apropriados para

a natureza destas caracteristicas.
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Proposta de metodologia para mapeamento de locos controladores de

caracteristicas oligogénicas - Populagdes de retrocruzamento
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1. RESUMO

Caracteristicas oligogénicas se caracterizam por sua heranga governada por
genes de maior efeito e por sua importdncia para as espécies vegetais
cultivadas, com destaque para a resposta de resisténcia das plantas as
doencas. A natureza discreta e a interacdo epistatica destas caracteristicas
resultam em um padrdo de herangca que nao deve ser interpretado pelos
métodos tradicionais de deteccédo de QTL. A busca por métodos que permitam
melhor interpretar a informacédo genética produzida durante a recombinagao
continua sendo um dos principais objetivos do mapeamento e identificacdo de
QTLs. O objetivo deste trabalho € propor um método para mapeamento e
deteccdo de locos controladores da expresséo de caracteristicas oligogénicas,
OTLs (“Oligogenic Trait Loci”’) em populacbes de retrocruzamento. Este
método, definido como M.M.C.O (Método de Mapeamento de Caracteristicas
Oligogénicas), utiliza fungdes de verossimilhanca para obtencao de estimativas
de recombinacdo “r’ de melhor ajuste aos dados, a partir das probabilidades
condicionais de ocorréncia entre o loco marcador e a heranca da caracteristica
oligogénica. Os resultados mostram que o método foi adequado para detecgéo
de OTLs em populagdes de retrocruzamento. Os OTLs foram corretamente
caracterizados e posicionados no mapa em populagdes de tamanho limitado,
compostas por até 200 individuos. Analises comparativas entre as
metodologias mostram que as estimativas M.M.C.O. de “r’ entre o loco
marcador e os locos OTLs sdo mais acuradas do que as obtidas pelos métodos
de marca e de intervalo simples. O M.M.C.O. ndo necessita de informagé&o
prévia de ordenamento dos marcadores e néo é influenciado pela ocorréncia
de OTLs em um mesmo grupo de ligagdo. O atendimento das pressuposi¢des
para analise das caracteristicas oligogénicas, a maior acuracia das estimativas
obtidas a partir da informagédo contida em todas as classes genotipicas e a
possibilidade de posicionar pontualmente o OTL fazem do M.M.C.O. uma
estratégia de potencial para contribuir na interpretacdo da heranca das

caracteristicas oligogénicas.
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2. ABSTRACT

Oligogenic traits are distinguished by their heritage ruled by higher effect genes
and by their importance for the cultivated plants, with emphasis to the plant
disease resistance heritage. The qualitative nature and epistatic interaction of
these traits results in a heritage pattern that should not be interpreted thought
traditional methods for QTL (Quantitative Trait Loci) detection. The investigation
for methods which allow a better interpretation of the genetic information
produced during the recombination is still one of the major objectives of QTL
detection. The objective of this work is to purpose a method for detection of
important loci related with the expression of oligogenic traits — OTL (Oligogenic
Trait Loci). This method, defined as Oligogenic Trait Mapping Method
(O.T.M.M.), uses maximum likehood probability functions to obtain the r
estimates of better adjustment to the observed data from the conditional
probabilities of occurrence between the molecular markers and the OTL. The
results show that the method was adequate for OTL detection in backcrossing
populations. Comparative analysis with others QTL detection methodologies
shows that O.T.M.M. has the more accurate r estimates of the distance
between the molecular markers and the OTL loci. The O.T.M.M. does not need
previous information of the markers order in the linkage groups and are not
influenced by the presence of two QTL in the same linkage group. The focus in
the analysis presumptions of the oligogenic heritage, the higher accuracy of the
r estimates, obtained from the information contained in all genotypic classes,
and the position of the OTL in the map, contribute to make O.T.M.M. a powerful

tool the analysis of oligogenic traits.
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3. INTRODUGAO

O desenvolvimento do ramo das ciéncias bioldgicas que se destina ao
estudo da heranca e variacdo dos caracteres tem permitido, associado as
técnicas modernas de estudo da molécula do DNA, o entendimento dos
mecanismos hereditarios com uma riqueza de detalhes nunca antes
experimentada (DEKKERS & HOSPITAL, 2001). O mapeamento genético
utilizando técnicas de marcadores moleculares permite a decomposicdo da
heranca complexa em fatores mendelianos nao influenciados pelo ambiente
(MURO ABAD et al. 2005; SCHUSTER & CRUZ et al. 2004; ROCHA et al.
2003; MACKAY, 2001). O avanco de novas técnicas de analise genémica tém
proporcionado um continuo acumulo de informagdes gendmicas em novas
espécies de plantas e animais (GRATTAPAGLIA, 2004).

O monitoramento de regides do genoma visando prever padrdes de
expressao herdaveis baseia-se na pressuposi¢do de que os locos contribuem
diferencialmente para a resposta das caracteristicas (GELDERMANN, 1975). A
identificacdo destas regides genbmicas de potencial para auxiliar
procedimentos de selecdo € um dos principais desafios para a pratica da
selecao assistida (VARSHNEY et al. 2005; DIAS et al. 2005; BADU et al.2004;
YOUNG, 1999). Varios trabalhos tém demonstrado que o aumento na precisao
dos procedimentos de seleg¢ao proporcionado pela incorporagao da informacéao
genbmica tém acelerado e, em alguns casos, reduzido os custos de obtencéo
de cultivares e espécies melhoradas (ALZATE-MARIN et al. 2005; BOUCHEZ
et al. 2002; ROCHA et al. 2002; YOUSEF & JUVIK, 2001; MOREAU, et al.
2000; YU et al. 2000; LANDE & THOPSON; 1990).

O sucesso de experimentos que visam a identificacdo de genes
candidatos depende do atendimento dos requisitos necessarios para assegurar
a qualidade experimental necessaria ao fornecimento de estimativas confiaveis
de ligacéo fatorial (YOUNG, 1999). Varios sdo os fatores determinantes da
qualidade dos mapas de ligagdo, entre os quais se destacam: a populagao
avaliada (ROCHA et al. 2004, LI, 2004; DARVASSI & SOLLER, 1995,
GRATTAPAGLIA & SEDEROFF; 1994), o tamanho da populagdo (SILVA,;
2005), a técnica de marcador molecular empregada (MATTHEWS, et al. 2001;
LIU, 1997; WEIR, 1996), a precisdo experimental (SCHUSTER & CRUZ; 2004,
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CRUZ et al. 2003; JAUHAR, 2000) e a herdabilidade da caracteristica avaliada
(CRUZ & SILVA, 2006). Além destes, a natureza da heranga da caracteristica,
se monogénica, oligogénica ou quantitativa, &€ determinante para a definigdo da
estratégia experimental mais adequada (SCHUSTER & CRUZ, 2004, LIU,
1997, LANDER & BOTSTEIN, 1989).

Caracteristicas oligogénicas, de distribuicdo discreta e expressao
governada por poucos genes de maior efeito, tém se mostrado importantes na
conducéao dos programas de melhoramento de varias culturas (RAO & LI, 2000;
ZOBEL & JETT, 1995). Para o melhoramento vegetal, a resisténcia das plantas
a acao de patogenos € provavelmente a caracteristica mais importante de
natureza oligogénica (ALZATE-MARIN, et al. 2005; ALFENAS et al. 2004). A
resisténcia ao Ceratocystis (ALFENAS et al. 2004) e a resisténcia a Ferrugem
(VIJAYALAKSHMI et al. 2005; ALFENAS et al. 2004; JUNGHANS et al. 2003;
WILCOX et al. 1996) sdo exemplos de algumas caracteristicas de interesse
para o melhoramento vegetal e de provavel heranga oligogénica.

Varios métodos para a identificacdo de QTLs de caracteristicas de
distribuicdo continua estdo bem caracterizados, no entanto, menos alternativas
estdo disponiveis para a analise de locos controladores de caracteristicas
oligogénicas - OTL (“Oligogenic Trait Loci”). A natureza discreta da resposta
associada a interacdo epistatica de multiplos fatores resulta em uma
caracteristica que nao deveria ser mapeada pelos métodos tradicionais, que
pressupdéem normalidade e heranga governada por muitos genes de pequeno
efeito (LI, 2004; ZENG, 1994; JANSEN, 1993; LANDER & BOTSTEIN, 1989).
Esta limitac&o ja foi abordada na literatura em outros trabalhos. VISSCHER et
al. (1996) compararam meétodos utilizando regressao linear e regresséo linear
generalizada a partir de dados binarios e concluiram que n&o havia diferenga
na acuracia da predi¢cado e no poder do teste das metodologias. XU e ATCHLEY
(1996) estenderam a metodologia de mapeamento por intervalo composto para
dados binarios utilizando modelos de regressao logistica. RAO e LI (2000)
apresentaram estratégias para analise de variaveis discretas utilizando
diferentes modelos alélicos. E ainda existem autores que apresentam
aproximagdes Bayesianas para deteccdo do OTL (YI et al. 2004). Contudo,
nenhuma das estratégias pesquisadas aborda a questdo da maneira

considerada neste trabalho.

31



O objetivo deste trabalho é apresentar um método adicional para
detecgao de locos controladores da expressao de caracteristicas controladas
por genes de maior efeito (OTL), com énfase em segregacdes e interagdes
epistaticas governadas por dois e trés genes em populagbes de
retrocruzamento. O Método de Mapeamento de Caracteristicas Oligogénicas
(M.M.C.O) se baseia na utilizagao de fungdes de verossimilhanga para prever
novas possibilidades de segregacdo entre marcadores moleculares e locos
controladores de caracteristicas oligogénicas visando a obtencédo de

estimativas de distancia entre os marcadores e o loco OTL.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Simulagao de dados

Foi utilizado o moédulo de simulagao do aplicativo computacional GQMOL
(CRUZ, 2007), para a obtengdo de populagbes de retrocruzamento de uma
espécie dipléide com 4 grupos de ligacdo de 200 cM de tamanho cada um,

saturacdo média de 5 cM com marcadores de natureza co-dominante.

4.1.1 Simulagao do genoma

Visando avaliar os individuos recombinantes provenientes de uma
configuracdo gendmica mais parcimoniosa para as analises de recuperagao da
informagé&o biolégica paramétrica, foi considerado um genoma constituido de
quatro grupos de ligagdo com 30 marcas equidistantes co-dominantes e nivel
de saturacdo médio de 5 cM (Figura 1). Os grupos de ligacdo G.L.1, G.L.2 e
G.L.3 possuem locos que alteram a expressao da caracteristica (marcador
C15, G.L.1, marcador C215 G.L.2, marcador C326 G.L. 3). O OTL presente no
grupo de ligacdo 3 so influencia a expressdo da caracteristica quando esta
apresenta interagdes epistaticas entre trés genes. O grupo de ligagdo 4 néao
apresenta em nenhuma das situagdes consideradas locos que alteram a

expressao da caracteristica.
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4.1.2 Simulagao dos genitores

Todas as populagbes simuladas foram obtidas a partir de eventos de

recombinagdo provenientes do mesmo arranjo de genes na populagédo F1,

tendo a segregagao de genitores completamente contrastantes resultado

somente na produgao de eventos de recombinagéo em fase de acoplamento.
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Figura 1 — Genoma com 4 grupos de ligagao (G.L.) e saturagao média de 5 cM,

contendo 30 marcadores por grupo de ligagéo utilizado para obtencédo dos

gendtipos dos genitores e das populagdes segregantes.
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4.1.3 Simulagao da caracteristica oligogénica

Para caracterizar a metodologia proposta foram simuladas duas
caracteristicas governadas por dois e trés genes de interagdo epistatica com
propor¢cdes esperadas entre as classes (1) e (0) de 3:1 e 7:1 (Tabela 1). Para
simulagao da epistasia entre os genes foram considerados dois marcadores do
genoma original controladores da caracteristica oligogénica C1 (marcador C15,
G.L.1, marcador C215 G.L.2) e trés marcadores controladores da caracteristica
oligogénica C2 (marcador C15, G.L.1, marcador C215 G.L.2, marcador C326
G.L. 3). A Tabela 2 mostra presenca e auséncia dos marcadores e a resposta
nas variaveis C1 e C2. Para as analises de comparacado entre os meéetodos

foram geradas (100 populagdes) constituidas por 50, 100 e 200 individuos.

Tabela 1 — Gendtipos e proporgdes esperadas considerando epistasia do tipo
dominante dos alelos A, B e C dos genes controladores das caracteristicas

oligogénicas avaliadas.

Epistasia dominante Epistasia dominante

2 genes 3 genes
AaBbCc

w | AaBb AaBbcc
1 Aabb - | AabbCc
aaBb & | aaBbCc
aabbCc

R aaBbcc
& | aabb Aabbcc
5| aabbcc
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Tabela 2- Relagdo entre a presenca dos marcadores e as respostas nas
variaveis C1 (3:1) e C2 (7:1). O fendtipo da caracteristica C1 tem
expressao influenciada pela presenca dos marcadores C15-G.L.1, C215-
G.L.2 e 0 da C2 tém expressao influenciada pelos marcadores C15-G.L.1,
C215-G.L.2, C326-G.L. 3.

G.L. Marcador

1 5 11101000
2 15 11010100
3 26 10110010
Fenotipo C1 RRRRRRSS
Fendtipo C2 RRRRRRRS

1,0 — Representa a presenga ou auséncia do marcador molecular, 1-presenga, 0 auséncia; R,S- Representa a

expressao da caracteristica oligogénica R — resistente, S — Suscetivel.

4.2 Anadlises genémicas
4.2.1 Mapeamento genético
No intuito de avaliar o método proposto para recuperag¢ao da informacao
de heranga de caracteristicas oligogénicas, as analises descritas a seguir

foram consideradas.

4.2.2 Anadlise de segregagao de locos individuais — teste de
(2°)
Foram aplicados testes de qui-quadrado ( y°) para verificar a razéo de

segregacao de cada marca em todas as populagdes geradas. A estatistica qui-

quadrado é dada por:

(I) Zczalculado = z [@}
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4.2.3. Andlise de pares de marcas - estimagao da

porcentagem de recombinagao

As estimativas de recombinacdo foram obtidas pelo método analitico
definido por SCHUSTER & CRUZ (2004) que consiste na utilizagdo da funcéo

de verossimilhanga para a estimacgao dos valores de distancia do mapa.

(ii) L(p; /) = Ap" ;" p3°.eec.
Em que :
I
(iii) = ﬁ
(iv) N = Zn:ni
i=1
Em que:

N é o tamanho da populacao

n; € o numero de ocorréncias do evento x; com probabilidade p;.

4.2.4 - Anadlise de pares de marcas - determinagao dos grupos

de ligagao e ordenamento das marcas

A determinagdo dos grupos de ligagcao foi obtida pelo agrupamento
baseado na frequéncia maxima de recombinagdo (rmax) € o LOD minimo
(LODin). Neste trabalho foram considerados os valores de rmax = 30% e LODnin
= 3. Apd6s a formagao de um grupo de ligagao preliminar verificou-se a melhor
ordem dos n marcadores constituintes do grupo pelo método SARF (“Sum of

Adjacent Recombination Fractions”).
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4.3. Comparagao de genomas
4.3.1. Detecgao de caracteristicas oligogénicas

Funcbes de verossimilhanca foram utilizadas para obtencdo de
estimativas de distancia entre os marcadores e os locos controladores da
expresséo destas caracteristicas. O teste estatistico para testar a ligagao entre
o marcador e a caracteristica oligogénica é o da razdo de verossimilhanga que

consiste na comparacao entre o estimador de maxima verossimilhanga 6, e a
probabilidade de ocorréncia de 6, sob a hipotese nula de que 6, =0.5; sendo

0.5 a distancia entre o marcador e loco controlador da caracteristica

oligogénica.

L0.1%)

) (0, 1%)

Para facilidade de interpretagcdo, muitos autores preferem utilizar o logaritmo na

base 10 da razao de verossimilhanca:

(vi) = Logl{L (eA/X)}

(64 /%)

O valor do estimador de Z significa que a hipotese alternativa é 10” vez
mais provavel que a hipétese nula. A consisténcia, normalidade, eficiéncia
assintotica e as estimativas de variancia, que podem ser estimadas pelo
inverso do indice de informatividade, s&o propriedades desejadas e que

caracterizam os estimadores de maxima verossimilhanca.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Simulagao dos dados

O programa de analises gendmicas GQMOL (CRUZ, 2007) permite
gerar populagdes segregantes a partir da informagdo do genoma e dos
genotipos de genitores. A sequéncia do processo de simulagao é dividida nas
seguintes etapas: i) determinagao do tamanho e numero dos grupos de ligagao,
saturagdo média do mapa e numero de marcadores; ii) geragao de individuos
parentais contrastantes para os marcadores; iii) producao dos gametas
(conjunto de 10.000 gametas recombinantes obtidos considerando a
possibilidade de permuta intervalo a intervalo); e iv) combinagdo ao acaso dos
gametas para obtengao dos gendtipos da populagéo segregante.

O processo aleatério de ocorréncia de permuta intervalo a intervalo
possui a probabilidade de ocorréncia igual a distancia entre as marcas, visando
simular o pareamento dos cromossomos homoélogos e a ocorréncia de permuta
ao longo do grupo de ligacdo nos intervalos delimitados por duas marcas
adjacentes. Este processo sequencial é continuo até que todos os intervalos
entre marcadores adjacentes dos grupos de ligagao tenham contribuido para a
formagao do gameta recombinante (CRUZ, 2007; SILVA, 2005).

A informagao genotipica individual é obtida a partir do genétipo dos pais
e do genoma referéncia criada para analise. Neste trabalho, a escolha da
ploidia referéncia deve-se ao fato de as espécies dipldides serem bastante
representativas das espécies vegetais cultivadas (BOREM, 2001). A natureza
co-dominante do marcador foi escolhida considerando a natureza das técnicas
mais recentes utilizadas para mapeamento (BUNYAMIN et al. 2002,
BRONDANI et al. 1998, CHARLESWORTH et al. 1994). Quatro grupos de
ligacdo s&o suficientes para explorar os fendmenos de epistasia que serdo
estudados e o valor de saturacido escolhido € um valor conservador observado
nos principais trabalhos de mapeamento. Considera-se um mapa com este
valor de saturacdo como medianamente saturado (MACKAY, 2001). Muitos
trabalhos sugerem que o numero de 200 individuos deve ser considerado
minimo para o desenvolvimento de mapas de ligacdo (SILVA, 2005,
SCHUSTER & CRUZ, 2004, MACKAY, 2001).
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Para avaliar a utilidade da metodologia M.M.C.O., foram consideradas
populacdes provenientes de retrocruzamento para mapeamento da
caracteristica oligogénica. Além dos aspectos praticos relacionados ao
cruzamento controlado e a multiplicagdo dos individuos, as populacbes de
retrocruzamento destacam-se pela rapidez de obtencdo em campo e a
contribuicdo genética de apenas um genitor na segregacao das progénies,
fazendo com que o estudo baseado nestas populagdes seja util para o
mapeamento e a deteccdo de QTLs em diversas culturas (ROCHA et al. 2004;
SCHUSTER & CRUZ, 2004).

Com este objetivo, foi simulada uma populagdo de retrocruzamento
composta por 200 irmaos completos provenientes do cruzamento entre a F1 e
0 genitor portador de alelos recessivos, saturagdo média de 5 cM e duas
caracteristicas oligogénicas de expressao binaria e natureza epistatica , C1 e
C2, governadas respectivamente pelas marcas C15 (G.L.1) e C215 (G.L.2) e
pelas marcas C15 (G.L.1), C215 (G.L.2) e C326 (G.L.3). As condi¢cbes deste
estudo visam obter conclusbes que sejam aplicadas, tendo em vista que muitas
pesquisas de mapeamento realizadas com 200 individuos e saturacdo média
de 5 cM almejam o desenvolvimento de mapas-referéncia (MISSIAGIA, 2005,
NOVAES, 2005, MEKSEM et al. 2001, CERVERA et al. 2001, SILVA, 2005,
LIU, 1997).

5.2- Estimativas de probabilidade condicional

A utilizagdo de funcbes de verossimilhanga permite a obtengcdo de
estimativas de varidncia minima estimada a partir da informagéo contida em
todas as classes genotipicas que compdem a populagdo, (SCHUSTER &
CRUZ, 2004, LYNCH & WALSH, 1998). Os estimadores de probabilidade
condicional expressam a razao da ocorréncia conjunta das classes gendtipicas
do OTL e do marcador e sdo necessarios para a estimacédo dos valores de
recombinagao utilizando o método de maxima verossimilhanga (LIU, 1997). As
estimativas de probabilidade apresentadas a seguir consideram as
pressuposi¢des em relagdo ao padrao de heranga: i) expressao binaria do tipo
presenga ou auséncia e ii) heranga governada por poucos genes e segregacao

correlacionada com uma marca molecular previamente mapeada. Os valores
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de probabilidade de ocorréncia conjunta da marca molecular e do fenétipo da
caracteristica oligogénica foram representados em funcdo das classes
fenotipicas de resisténcia (R) e suscetibilidade (r) associadas a presenga de
uma marca molecular (M) ou a sua auséncia (m) (Tabelas 3 e 4).

A seguir sdo apresentadas as estimativas de probabilidade de
ocorréncia das classes genotipicas em relagao ao loco marcador (M) e os locos
controladores das caracteristicas (A e B, ou A, B e C) considerando a heranga
governada por 2 ou por 3 genes e os tipos de interagdo epistaticas mais
comuns em populagdes de retrocruzamento 3:1 (Tabela 3) e 7:1 (Tabela 4). Os
estimadores de probabilidade da ocorréncia individual dos locos permitem a
obtengao das estimativas de probabilidades de segregac&o condicional entre o

marcador e os locos controladores da resisténcia.

Tabela 3 - Proporcéao tedrica esperada das classes genotipicas em populagéo
de retrocruzamento com padrées de segregacdo esperado de 3:1 da

caracteristica oligogénica.

Classes Probabilidade em Classes

genotipicas funcéoder Fenotipicas
3:1
MmAa Bb @-n/4 1R
bb 1-r)/4 1R
Mmaa Bb r/a 1R
bb r/4 18
mmAa Bb r/a OR
bb r/4 OR
mmaa Bb (1-r)/4 OR
bb 1-r)/4 0S

M,m- Formas alternativas do marcador molecular M; A,a- Formas alternativas do gene A; B,b- Formas alternativas do
gene B; 0,1- Presenga ou auséncia da marca molecular; R,S- Fenoétipo da caracteristica oligogénica — Resistente ou

suscetivel.

O somatorio das proporgcdes esperadas de ocorréncia da resposta da
caracteristica oligogénica (3:1) e a presenga do marcador molecular séo

apresentados nas expressdes a seqguir:
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(vii) P(IR) = %

r
(viii) P(1S) =3
. r+1
(ix) P(OR) :—4
1-r
(x) P(0S) =—4

Tabela 4 - Proporcéao tedrica esperada das classes genotipicas em populagéo
de retrocruzamento com padrées de segregacao esperado de 7:1 da

caracteristica oligogénica.

Classes genotipicas Freqiiéncias esperadas em funcao de r Classes
Fenotipicas 7:1
MmAa Bb Cc @-r)/8 1R
Bb cc @-r)/8 1R
bb Cc 1-r)/8 1R
bb cc @-r)/8 1R
Mmaa Bb Cc r/8 1R
Bb cc r/8 1R
bb Cc r/8 1R
bb cc r/8 1S
mmAa Bb Cc r/8 OR
Bb cc r/8 OR
bb Cc r/8 OR
bb cc r/8 OR
mmaa Bb Cc @-r)/8 OR
Bb cc @-r)/8 OR
bb Cc @-r)/8 OR
bb cc @-r)/8 0S

M,m- Formas alternativas do marcador molecular M; A,a- Formas alternativas do gene A; B,b- Formas alternativas do
gene B; C,c- Formas alternativas do gene C; 0,1- Presenga ou auséncia da marca molecular; R,S- Fendtipo da

caracteristica oligogénica — Resistente ou suscetivel.

O somatdrio das proporcdes esperadas de ocorréncia da resposta da
caracteristica oligogénica (7:1) e a presenga do marcador molecular sao

mostrados nas expressdes a seguir:

(xi) P(IR) = %
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. r
(xii) P(lS)_g

3+r
(xiii) P(OR) = e

. 1-r
(xiv) P(OS)_T

A inclusédo de outros valores de probabilidade condicional associados a
padrées de segregacao especificos permite adaptar as funcbes de
verossimilhanga a quaisquer outros tipos de populacbes e caracteristicas.
Segundo SCHUSTER & CRUZ (2004), as fungbes de verossimilhanga sao de
grande importancia para o desenvolvimento de mapas de ligagdo e para a
deteccdo de QTLs, uma vez que poucas pressuposi¢cdes devem ser
consideradas. A utilizacdo da funcao de verossimilhanca permite a obtengao de
estimativas de varidncia minima, estimadas a partir da informagéo contida em
todas as classes genotipicas que compdem a populagao, propriedades estas
de grande relevancia, principalmente quando comparada a meétodos mais
simples de estimagdo, como a contagem da proporcdo dos individuos
recombinantes em relacdo ao total. O maior numero de calculos necessarios
para a obtencdo destas funcbes € a principal limitacdo para o uso desta
ferramenta (WEIR, 1996; LIU, 1997).
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5.3- Fungoes de verossimilhanga

Além das estimativas de probabilidade condicional, € necessario para
estimacéo do valor de recombinagao o conhecimento da fungdo densidade de
probabilidade (f.d.p.) da distribuicdo da variavel aleatéria (SCHUSTER &
CRUZ, 2004, LIU, 1997; WEIR, 1996) . Desta maneira, considera-se que a
probabilidade de ocorréncia das classes genotipicas nas populagdes
segregantes assume distribuicdo multinomial (LIU, 1997). As funcbes de
verossimilhancga utilizadas para estimar o valor de r entre marcadores e QTL
para as duas caracteristicas oligogénicas consideradas sao apresentadas

abaixo:
Caracteristica oligogénica (3:1)

_ 2-\" e\ 1+ (1= )™
(xxx) L(p|/n|):l(Tj (Zj (TJ (Tj

Em que :

N!
n!n,l.n.!

(xxxi) Caracteristica oligogénica (7:1)

L A—-r\" e\ 3+r\"(1=r\™
L”’"”')‘”{T) (5) (T) (TJ

Em que :

N!
n!n,l.n.!
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5.4. Mapeamento genético

Segundo LIU (1997), a obtengcdo de um mapa genético de qualidade é
pré-requisito para a deteccdo de QTLs. Neste contexto, a interpretacao dos
dados de mapeamento foi realizada visando inferir a qualidade do mapa
estimado a partir dos parametros definidos para a simulagao.

Previamente a analise dos pares de marcas, os marcadores tiveram sua
segregacao individual testada pelo teste de qui-quadrado com corregdo de
Bonferroni para testes multiplos (dados ndo mostrados). Nenhuma das marcas
avaliadas apresentou segregacéao distorcida segundo o teste de qui-quadrado.
Considerando a analise total de 120 marcadores, € esperado que em meédia
(x<0,01) 1,2 marcas apresentem distorcdo ao acaso na avaliacdo de n
populacdes. O estudo por simulacdo permite o isolamento do efeito do acaso
como principal fonte de interferéncia na produgdo dos gametas e na
recombinagao dos gendtipos, considerando-se, desta maneira, que mesmo se
algum marcador tivesse apresentado segregacao distorcida, ele ndo deveria
ser descartado (LIU, 1997; WEIR, 1996).

Para a obtengao dos grupos de ligacéo, foram utilizados os parametros de
“LOD score” minimo (LOD = 3,0) e maxima frequéncia de recombinagao (r =
0,30), em fungao dos valores tradicionalmente considerados nos trabalhos de
mapeamento. Observa-se que o valor mais elevado do “LOD score” (LOD = 30)
poderia ser considerado sem resultar em uma reducdo no numero de marcas
que compdem os grupos de ligagdo (LODminimo = 34,95 observado entre as
marcas C311 e C312). A interpretacédo do valor de LOD pelo teste da razédo de
verossimilhanga indica que, para esta populagao, a hipétese de ligagéo entre
os marcadores adjacentes em um mesmo grupo de ligacdo é no minimo 10
vezes mais provavel que a hipotese de segregacao independente entre estas
marcas (LANDER & BOTSTEIN, 1989). Este valor indica forte evidéncia de
ligacdo fatorial entre as marcas, uma vez que é qualitativamente superior ao
nivel minimo sugerido (LOD=3) para rejeicdo da hipdtese de segregacao
independente.

Outros trabalhos sugerem a suficiéncia dos parametros considerados na
simulagao para a obtencao das populag¢des de retrocruzamento. SCHUSTER &

CRUZ (2004) avaliaram a acuracia das estimativas de recombinac&o obtidas
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em populagdes de retrocruzamento compostas por 200 individuos. A avaliacao
do conteudo médio de informacgéao e dos intervalos de confianca associados as
estimativas de recombinagao indica que a populagdo de retrocruzamento é
uma das que conferem as estimativas de recombinacdo mais precisas
juntamente com as populagbes de F2 em aproximagdo mapeada com
marcadores co-dominantes e populacdo de duplos haploides. (ROCHA et al.
2004)

Apos a obtencdo das estimativas de recombinagdo entre marcadores
adjacentes, a ordem mais provavel dos marcadores foi determinada utilizando
a metodologia “SARF” (“sum of adjacent recominant fractions”). Foram
recuperados 4 grupos de ligagao originais com saturacdo meédia de 5.12 cM
(Figura 1). A Tabela 6 mostra a média dos valores de disténcias e os valores
de tamanho dos grupos de ligagdo comparados com os valores paramétricos,
sendo os valores de desvios de acordo com os dados obtidos por (SILVA,
2005) para 200 individuos. Nao houveram marcas nao ligadas. Os resultados
indicam que os parametros definidos para simulacdo das populagdes, o
numero de individuos e a saturacdo média do mapa, determinados
considerando a natureza pratica dos trabalhos de mapeamento, permitiram a
obtencdo de estimativas de recombinacdo de robustez suficiente para

recuperacao da informagao paramétrica.

Tabela 6- Comparagédo entre tamanhos estimados dos grupos de ligagao e
valores de distancia média entre as marcas estimadas a partir da

informagdo de 200 gendtipos recombinantes de populagdo de

retrocruzamento.

Grupo Tamanho Tamanho . Média Média .
de . . Desvio . e Desvio

i = estimado paramétrico estimada paramétrica

igacao
1 154,27 150 4,27 5,319655 5 0,319655
2 151,14 150 1,14 5,211724 5 0,211724
3 143,58 150 -6,42 4,951034 5 -0,04897
4 143,58 150 -6,42 4,951034 5 -0,04897
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5.5. Detecgao do OTL

A definicdo dos marcadores de maior importancia para a expressao da
caracteristica baseia-se em dois critérios: valor de r minimo entre os locos dos
marcadores moleculares e do OTL (rminimo = 10) e valor de “LOD score” que
testa a hipotese de ligagao contra a hipétese de segregacao independente. A
Tabela 7 mostra os valores de distancia estimados entre os marcadores e o
loco OTL e seus respectivos valores da estatistica “LOD score”. Utilizando esta
tabela, é possivel detectar as marcas moleculares de maior importancia para a
expressao das caracteristicas oligogénicas. A observacado dos dados mostra
oito marcadores de efeitos significativos para a expressao do C1 de expresséo
governada por 2 locos e 11 marcadores de efeito significativo para a expresséo
do C2 de expressao governada por 3 locos. Uma simples observagcdo na
Tabela 7 mostra a correta deteccédo dos locos controladores das caracteristicas
consideradas (C1- marcador C15, G.L.1, marcador C215 G.L.2, C2 - marcador
C15, G.L.1, marcador C215 G.L.2, marcador C326 G.L. 3).

O conhecimento da posi¢do dos marcadores mapeados nos grupos de
ligacdo é pré-requisito dos métodos de mapeamento por intervalo. A nao
necessidade do conhecimento deste ordenamento prévio para utilizagdo do
método M.M.C.O. é bastante atrativa, uma vez que muitos estudos de
mapeamento demonstram a ocorréncia de marcadores n&o ligados para a
expressao das caracteristicas (ROCHA et al. 2007).

Apos a identificagdo dos putativos grupos aos quais devem pertencer os
locos OTL, estes grupos tém sua ordem novamente questionada pelo método
SARF, incluida a informacdo da caracteristica oligogénica considerada como
uma marca adicional no mapa, visando obter a melhor estimativa de posicao do
OTL ao longo dos grupos de ligagdo. O método SARF tem se mostrado
particularmente confiavel mesmo na ocorréncia de desbalanceamentos em
funcdo de dados perdidos de genotipagem (SCHUSTER & CRUZ, 2004, LIU,
1997; WEIR, 1996). Na ocorréncia de empate entre os ordenamentos, como
observado no grupo de ligacdo 1, a melhor ordem é eleita ao acaso entre
aquelas de menor somatdério de valores de distancia entre marcadores
adjacentes.

Uma vez eleita a ordem de maior parcimdnia entre os marcadores e os

47



locos controladores da caracteristica oligogénica, o loco OTL pode ser
posicionado no mapa como mostrado na Figura 2. A Figura 2 mostra 0 mapa
genético original em azul e em verde os grupos de ligacdo acrescidos da
posicdo dos OTLs. Observa-se que a incorporacédo do loco OTL ao mapa de
ligacdo deve resultar em modificagcbes nos valores de recombinagao
diretamente proporcionais a magnitude dos valores da distancia entre marcas
adjacentes e inversamente proporcionais ao numero de eventos meioticos
analisados.

Acredita-se que a consideracdo das pressuposicoes em relagdo ao
numero de locos e da natureza da interagcédo entre alelos e entre genes resulte
em um aumento na precisdo e poder de teste da metodologia em relagéo
aquelas tradicionalmente utilizadas para deteccdo de QTLs. Além do método
proposto, a populacéo foi avaliada quanto a detec¢ao do QTL utilizando outros
métodos de deteccdo de QTLs: marca simples (M.S.) e intervalo simples (I.S.).
A subjetividade relacionada com a escolha dos co-fatores do método de
mapeamento por intervalo composto fez esta metodologia inapropriada nas
comparagoes seguintes.

A Figura 3 mostra os resultados das técnicas de deteccdo de QTL da
marca simples e o intervalo simples utilizado para a deteccdao de QTL,
mostrando também que todas as metodologias foram capazes de detectar
corretamente os marcadores candidatos em populacdo de retrocruzamento
composta por 200 individuos. No entanto, considerando que as condigdes
experimentais sdo as principais limitagbes dos estudos de mapeamento
genético, a comparagao entre metodologias de analises € também objeto de
varios estudos de mapeamento genético que objetivam interpretar com a
maxima acuracia e eficiéncia a informagao genética contida nos padrbes de

segregacao dos delineamentos genéticos.
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Tabela 7: Estimativas de recombinagao obtidas pelo método M.M.O para as
caracteristicas C1 e C2 associadas aos marcadores posicionados nos

grupos de ligagdo.Os marcadores candidatos estao real¢ados.

Marca GL Dist(cM) LOD Dist(cM) LOD Marca GL Dist(cM) LOD Dist(cM) LOD
Cc1 C2 C1 C2

Cc11 1 13,9 7,31 16 2,98 C31 3 48,2 0,02 48,3 0,01
C12 1 11,6 8,36 11,9 3,86 C32 3 48,2 0,02 48,3 0,01
C13 1 8,8 10,02 11,5 4,05 C33 3 48,8 0,01 44,4 0,07
C14 1 6,5 11,61 7,4 5,24 C34 3 46 0,08 41,8 0,16
C15 1 0 16,98 0 8,45 C35 3 46,5 0,06 35,6 0,47
C16 1 5 11,77 41 6,02 C36 3 46 0,08 32,6 0,68
c17 1 10,1 8,82 8,4 4,61 C37 3 48,2 0,02 35,1 0,51
C18 1 16,9 5,95 16,6 2,81 C38 3 48,2 0,01 37,4 0,37
C19 1 16,5 6,15 16,3 2,89 C39 3 49,4 0 42,8 0,12
c110 1 18,4 5,47 20 2,24 C310 3 49,4 0 38,4 0,31
cC11 1 251 3,19 21,9 1,88 C311 3 48,2 0,01 37,4 0,37
c112 1 24,6 3,34 21,5 195 C312 3 44,2 0,17 29,2 1,01
C113 1 243 3,49 211 2,02 C313 3 51,6 0,01 34,1 0,59
C114 1 27,8 2,58 28,8 1,06 C314 3 52,5 0,07 42,8 0,12
C115 1 25,6 3,16 24,6 1,56 C315 3 52,5 0,1 46,1 0,03
c116 1 26,4 2,98 19,4 239 C316 3 52,5 0,13 38,4 0,31
C117 1 27,3 2,71 241 162 C317 3 52,5 0,07 34,1 0,59
c118 1 30,8 1,94 27,5 123 C318 3 52,5 0,19 40,5 0,2
Cc119 1 33,6 1,41 32,1 0,75 C319 3 52,5 0,17 44,4 0,07
C120 1 38,6 0,67 36,9 04 C320 3 52,5 0,2 45,5 0,04
c121 1 35,6 1,05 34,1 059 C321 3 52,5 0,23 44,4 0,07
c122 1 35,6 1,05 34,1 059 C322 3 52,5 0,17 40,1 0,22
c123 1 35,8 1,04 32,1 0,75 C323 3 52,5 0,04 28,8 1,06
C124 1 34,6 1,22 28,8 1,06 C324 3 45,4 0,11 14 3,12
C125 1 34,1 1,31 28,4 1,12 C325 3 46,5 0,06 9 4,3
C126 1 38,1 0,74 36,4 043 C326 3 43,1 0,24 0 7,7
c127 1 39,3 0,6 39,6 025 C327 3 37,9 0,74 4,6 5,45
c128 1 36,4 0,96 34,9 054 C328 3 41,3 0,38 14,3 3,03
C129 1 34,7 1,21 31,3 0,84 C329 3 43,6 0,2 21,9 1,88
C130 1 32,5 1,6 23 1,82 C330 3 47,6 0,03 25,8 1,37
C21 2 271 2,64 23,5 161 C41 4 471 0,04 42,8 0,12
C22 2 25,6 3,05 22,2 1,81 C42 4 48,2 0,02 41,5 0,16
C23 2 28,8 2,33 254 144 C43 4 52,5 0,04 50,6 0

C24 2 27,8 2,58 24,6 166 C44 4 48,8 0,01 44,4 0,07
C25 2 25,8 2,94 19,8 21 C45 4 49,4 0 44,9 0,06
C26 2 24,8 3,23 18,9 225 C46 4 51,1 0,01 46,6 0,03
c27 2 21,7 4,06 14 312 C47 4 48,2 0,02 43,8 0,08
C28 2 21,7 4,06 14 312 C48 4 47,6 0,03 43,2 0,1
C29 2 16,8 5,67 9,4 4,1 C49 4 45,4 0,11 45,5 0,04
c210 2 19,1 5,1 12,4 367 C410 4 42,5 0,28 42,8 0,12
c211 2 16,5 6,15 12,1 3,77 C411 4 40,8 0,43 38,9 0,28
c212 2 15,7 6,55 11,6 3,96 C412 4 40,8 0,43 43,3 0,1
C213 2 13,5 7,52 11,6 3,96 C413 4 42 0,33 42,2 0,14
C214 2 9,6 9,29 8,1 4,82 C414 4 44,8 0,14 42,8 0,12
C215 2 0 15,47 0 7,82 C415 4 47,6 0,03 47,7 0,01
Cc216 2 6,4 9,91 9,6 4 C416 4 51,6 0,01 49,4 0

c217 2 9,3 8,59 14,3 3,03 C417 4 47,1 0,04 40,6 0,2
c218 2 11,6 7,65 18,6 2,33 C418 4 471 0,04 40,6 0,2
Cc219 2 17,3 5,47 28,1 1,09 C419 4 43,6 0,2 35,1 0,51
C220 2 18,9 5,01 271 12 C420 4 44,8 0,14 40,5 0,2
c221 2 16,9 5,95 25 1,6 C421 4 50,6 0 50,6 0

Cc222 2 20 4,75 25,8 1,37 C422 4 45,4 0,11 45,5 0,04
c223 2 23,7 3,64 29,2 1,01 C423 4 43,6 0,2 46,1 0,03
C224 2 27,3 2,71 241 1,62 C424 4 45,9 0,08 46,1 0,03
C225 2 27,8 2,58 28,8 1,06 C425 4 48,8 0,01 46,6 0,03
C226 2 28,3 2,45 29,2 1,01 C426 4 52,5 0,03 50 0

Cc227 2 28,8 2,33 34,1 0,59 C427 4 48,2 0,02 43,7 0,08
Cc228 2 29,3 2,21 34,6 0,55 C428 4 45,9 0,08 46,1 0,03
C229 2 30,9 1,86 31,6 0,77 C429 4 44,7 0,14 40,4 0,2
C230 2 28 2,48 22,2 1,81 C430 4 45,9 0,08 39,2 0,25

G.L. — Grupo de Ligagao; Dist (cM)- Distancia entre o marcador e o OTL; LOD — Valor da estatistica LOD das
estimativas de r entre marcador — OTL.
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Figura 3 - Mapa genético de populacédo de retrocruzamento, estimado a partir da informacao de recombinagao entre os
marcadores provenientes de 200 gendtipos. Os grupos de ligagao (LOD = 3,r = 0,30 e unidade de Kosambi) foram
obtidos pelo método analitico de mapeamento e aos grupos de ligacdo realgados em verde foi acrescida a

informacéao de distancia e posigcéao dos locos controladores da expressao da caracteristica oligogénica
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5.6. Comparagao entre métodos: marca simples (M.S.) e mapeamento

por intervalo simples (I.S.)

Se o0 numero de individuos e outras condicdes experimentais ndo fossem
limitantes para a pesquisa, métodos menos robustos poderiam ser utilizados para
a deteccao de locos controladores das caracteristicas. A busca por novos métodos
e estratégias de analise é assunto atual e pertinente para o mapeamento genético
de plantas (YOUSEF e JUVIK, 2001, DEKKERS & HOSPITAL, 2001; LANDE &
THOMPSON, 1990).

Entre os métodos de propriedades mais bem caracterizadas a disposi¢cao
do pesquisador, destacam-se do mais simples para o mais complexo:
mapeamento por marcas simples, mapeamento por intervalo simples e o
mapeamento por intervalo multiplo (SCHUSTER & CRUZ, 2004). Visando a
comparagao com o meétodo proposto, foram simuladas 100 populacbes de
retrocruzamento compostas por 50, 100 e 200 individuos e uma unica
caracteristica governada por trés genes, sendo que dois dos locos que governam
a expressao destas caracteristicas estdo alocados no mesmo grupo de ligagao
(marcadores C15 e C120, grupo de ligacéo 1) e um terceiro loco (marcador C215,

grupo de ligagao 2).

5.6.1. Critérios para comparagao entre os métodos

Dois tipos de erros estdo associados ao teste de hipétese. O erro tipo | que
pode ser definido como a ndo rejeicao da hipotese H, quando esta € verdadeira. O
erro tipo Il definido como a aceitagao da hipotese nula quando esta é falsa (STEEL
& TORRIE, 1980). Neste contexto, o poder do teste é definido como a
probabilidade de rejeitar a hipotese nula quando a hipotese alternativa é
verdadeira (STEEL & TORRIE, 1980). A avaliagcdo dos marcadores candidatos
permite a comparacado entre os métodos, uma vez que o numero de QTLs néao
detectados pode ser interpretado como uma estimativa da ocorréncia de erro tipo |

e a identificagcdo de QTLs em posigdes equivocadas do genoma uma estimativa da
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ocorréncia de erro tipo Il.

O M.M.C.O. apresenta algumas propriedades semelhantes ao método de
marcas simples: i) baseia-se na analise de apenas uma marca por vez e ii) ndo
necessita da informacéo prévia de ordenamento das marcas dentro dos grupos de
ligacdo. Trés critérios foram considerados para comparacado entre estas duas
metodologias: 1- o numero de marcadores candidatos indicados pelo teste F
(marca simples) e pela estatistica “LOD score” (fungdes de verossimilhanga). 2 — a
distancia entre os locos candidatos e o QTL, se r maior ou menor que 50 unidades
de mapa 3 - o numero de vezes que estas metodologias ndo foram capazes de
detectar os locos controladores da expressao e 4- a acuracia das estimativas de
recombinacgdo. Neste contexto, considera-se “marcador candidato” o conjunto de
tamanho variavel de marcadores de segregagao correlacionada com o loco QTL
de acordo com as metodologias testadas (MACKAY, 2001).

O método de mapeamento por intervalo simples, de natureza diferenciada
em relagdo a estratégia apresentada, baseia-se em um modelo de regressao
multipla, de resposta grafica, preferido por muitos autores para interpretagao. Para
comparagao com o método de mapeamento por intervalo simples, dois critérios
foram considerados: 1- o numero de vezes que o0s locos controladores das
caracteristicas se encontravam em pontos de maximo da fung¢ao e 2- o numero de

falsos QTLs encontrados.

5.6.2. Marca simples e M.M.C.O.

A Figura 5 mostra os valores de média de 100 populagdes constituidas por
50, 100 e 200 individuos avaliados em relacdo ao numero de marcadores
candidatos detectados pela marca simples (M.S.) e pelo método de mapeamento
de caracteristicas oligogénicas (M.M.C.0O.). O M.M.C.O. mostra tendéncia de
aumento do numero de marcadores candidatos (r<50) e de manutengdo no
nuamero de marcadores candidatos (r=50) com o aumento no tamanho da

populacdo. Esta tendéncia € resultado do aumento na acuracia do método em

funcao da analise maior numero de eventos meiéticos.
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Considera-se que marcadores candidatos com distancia superior a 50
unidades de mapa representam a rigor uma associagdo espuria entre os locos
marcadores e o loco OTL. Comparativamente, a Tabela 9 mostra que as fungdes
de verossimilhanga indicam menos marcadores candidatos com r=50 em relacéo a
marca simples. Como observado na Figura 5, também n&o ha alteracdo nas
propor¢gdes dos marcadores significativos a 5, pelo teste da marca simples com o

aumento da populagao.

Tabela 9 - Numero de marcadores candidatos detectados pela M.S. e M.M.C.O.

Método Tamanho da populagao
50 100 200
MS(5%) r250 0,65 0,72 0,75
r<50 0,35 0,28 0,25
MS(1%) r250 0,66 0,59 0,26
r<50 0,34 0,41 0,74
M.M.C.O.(LOD=23) r250 0,11 0,23 0,09
r<50 0,89 0,77 0,91

O método da marca simples possui limitagdes bem caracterizadas, como o
confundimento entre o efeito do QTL e sua distancia (SCHUSTER & CRUZ, 2004).
A avaliacdo das populacdes indica que aproximadamente 30% dos marcadores
candidatos significativos a 5% de probabilidade ndo apresentam ligagao fatorial
com o loco QTL e nado deveriam ser considerados para subsidiar nenhuma
decisdo de pesquisa futura, independentemente do tamanho da populagéo. Os
resultados também indicam de maneira consistente que o numero de marcadores
significativos a 1% e 5% detectados pelo método da marca simples aproxima-se
quatro vezes do valor de marcadores candidatos detectados pelo M.M.C.O.

Comparativamente a marca simples, as fungcbes de verossimilhanca
apresentaram maior numero de locos OTL ndo detectados, aproximando-se este
numero de zero com o aumento da populagéo (Tabela 8). Os valores dos desvios
destas variaveis também indicam um aumento na acuracia do método em relagao

ao aumento do numero de individuos analisados (Figura 5).
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Figura 5 — Média de 100 simulagdes do numero de marcadores candidatos
indicados pelos M.M.C.O. e de marca simples em populacbes de
retrocruzamento construidas de 50, 100 e 200 individuos. O numero de
marcadores candidatos com r=50 esta realgado. A barra transversal indica o

valor do desvio relacionado com as observagdes.

Tabela 8 — Locos n&o encontrados pelas metodologias de marca simples (M.S.) e
pelo método de mapeamento de caracteristicas oligogénicas (M.M.C.O.)

avaliados em 100 populagdes de retrocruzamento.

er?c-lt-)l;Istrr;ZZS Tamanho da populagao
50 100 200
M.S. 0 0 0
M.M.C.O. 0,16 0,05 0

** Os valores representam o percentual de locos ndo encontrados em relagcdo ao numero total de locos (200).

Em comparagdao com o método M.S., o M.M.C.O. indica um conjunto mais
restrito de marcadores candidatos. Este grupo mais restrito de marcas esta em

geral contido no conjunto de marcadores candidatos eleitos pelo método da marca
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simples, uma vez que a distribuicdo dos valores da estatistica F da marca simples
e dos valores de LOD das fungbes de verossimilhanga apresenta expressivo valor
de correlagdo ( r=1 ). A interpretacdo dos resultados das fungbes de
verossimilhanga em conjunto com a marca simples permite filtrar de um conjunto
inicial de marcas aquelas de maior potencial de segregacao correlacionada (r<50)
com o loco OTL.

Além da indicagdo dos marcadores candidatos, provavelmente, um dos
critérios mais importantes de comparagao entre estas duas metodologias seja a
acuracia das estimativas de recombinacao. Por permitir a obtencao de estimativas
de recombinacgado entre o loco marcador e o OTL, de melhor ajuste a partir da
informagédo contida em todas as classes genotipicas, € de se esperar que as
estimativas M.M.C.O. sejam mais acuradas do que as estimativas provenientes da
M.S. que testam apenas o contraste entre duas classes de marcadores. Desta
maneira, em populacdes de retrocruzamento, os testes de hipéteses do M.M.C.O.
estdo associados a 3 graus de liberdade, em comparagdo com a M.S., associada
a apenas 1 grau de liberdade.

A Figura 6 mostra a dispersdo das estimativas M.M.C.O. e M.S. de r em
comparagao com os valores paramétricos de r representados pela linha azul. Por
definigdo, quanto menor o valor de r mais proximo o loco marcador esta do loco
OTL. A dispersao dos valores das estimativas de r mostra um melhor ajuste das
estimativas M.M.C.O. dos valores paramétricos.

Para intervalos de 10 u.m. (unidades de mapa) na vizinhanga do loco OTL,
as estimativas M.M.C.O. apresentam pequenos desvios em relacdo aos valores
parameétricos e de maneira bastante acurada, identificaram os dois locos de maior
importancia relacionados com a expressao da caracteristica C1 e os trés locos de
maior importancia relacionados com a caracteristica C2.

O maior poder de teste, acuracia das estimativas associado a n&o
necessidade de conhecimento prévio de ordenamento entre as marcas, faz o
método M.M.C.O mais indicado para analise de caracteristicas oligogénicas do

que o método da M.S.
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Figura 6 — Dispersao das estimativas de r obtidas pelo método M.M.C.O. e da M.S.
A linha azul representa os valores paramétricos de distancia entre as marcas
moleculares e o loco OTL. 6A mostra a dispersdo dos valores relativos a
caracteristica C1 de expressao controlada por dois locos OTL e 6B mostra a

dispersao relativa a caracteristica C2 de expressado controlada por 3 locos
OTL.
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5.6.3. Mapeamento por intervalo simples (1.S.) e M.M.C.O.

A comparacao entre M.M.C.O. e |.S. foi realizada considerando apenas o
numero de falsos OTLs encontrados, tendo em vista a dificuldade de comparacéao
entre metodologias de naturezas diferentes. Observou-se a ocorréncia de QTLs
fantasmas em todas as repeticdes analisadas pelo método do intervalo simples,
de maneira consistente, independentemente do numero de individuos
considerados. Além desta limitacdo ja bem caracterizada do método (ZENG,
1994), a presenga de regides com valor de LOD superior a 3 com distancia
superior a 50 unidades de mapa do OTL também foi observada em
aproximadamente 80% das repetigbes avaliadas. A Figura 6 ilustra uma das
avaliagdes de uma das populacdes de retrocruzamento constituida de 200
individuos analisada neste trabalho.

O M.M.C.O. possui propriedades especificas que podem ser utilizadas em
conjunto de maneira sinérgica com outras metodologias de analise. A maior
acuracia e precisdo das estimativas associadas individualmente ao marcador
permitem uma avaliagao mais criteriosa dos resultados provenientes das analises

de mapeamento por intervalo.

6. CONCLUSOES

Ainda que na literatura estejam disponiveis conjuntos mais amplos de
métodos do que os avaliados neste trabalho, ndo existe um unico método que se
aplique bem a dados de qualquer natureza. A utilizacao criteriosa das ferramentas
mais apropriadas permite ao pesquisador certificar-se de suas conclusdes e
avaliar a confiabilidade de seus resultados face aos dois tipos de erro associados
ao teste de hipotese. Conclusdes equivocadas, relacionadas a ocorréncia do erro
tipo Il, sdo as que potencialmente podem causar mais danos a aplicacdo dos
resultados de mapeamento. A utilizacdo das funcbes de verossimilhanca para
recuperacao da informagao gendmica paramétrica indica o carater mais restritivo

deste método que pode ser agregado a outras metodologias para diminuir a
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incidéncia de conclusdes equivocadas em relacdo ao posicionamento do loco
OTL.

Se as condicdes experimentais ndao forem limitantes, a comparacdo das
metodologias mostrard que as estratégias tradicionalmente utilizadas para
mapeamento podem ser utilizadas para detectar caracteristicas governadas por
poucos genes. O M.M.C.O. apresenta propriedades complementares a outras
metodologias e pode ser considerado como um meétodo adicional para a
caracterizagdo de regides mais importantes do genoma. As fungbes de
verossimilhanga utilizadas no M.M.C.O. sdo mais restritivas do que a marca
simples, mais acuradas, ndo necessitando de ordenamento prévio das marcas e
nao apresentando a limitagdo de confundimento entre OTL s adjacentes em um
mesmo grupo de ligagédo. A facilidade relativa de discriminagédo das proporgdes
epistaticas, resultado da agdo de dois ou trés genes em populagdes de
retrocruzamento, faz desta metodologia uma alternativa bastante atrativa para a
caracterizagdo da heranga de caracteristicas oligogénicas, principalmente
considerando que a utilizacdo dos métodos tradicionais nao permite a
caracterizacdo dos padrbes de heranca mais simples e mendelianos como

observados na heranga das caracteristicas oligogénicas.
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Capitulo Il

Mapeamento de locos controladores de caracteristicas oligogénicas de
manifestagao binaria, utilizando fungdoes de maxima verossimilhan¢a -

Populagoées de F2.
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1. RESUMO

A busca por métodos que permitam explorar ao maximo a informacéao
genética produzida durante a recombinagcdo continua sendo um dos principais
objetivos dos estudos de mapeamento e deteccdo de QTLs. As populagdes
utiizadas no melhoramento vegetal sdo as principais matérias-primas para
estudos de genética em plantas, entre as quais, destacam-se as populagdes F2.
Caracteristicas oligogénicas se caracterizam por sua heranga governada por
genes de maior efeito e por sua importancia para as espécies vegetais cultivadas,
com destaque para a resposta de resisténcia das plantas as doengas. Métodos
tradicionais que pressupdem normalidade e heranga governada por multiplos
fatores ndo deveriam ser utilizados para mapeamento destas caracteristicas de
distribuicao discreta e segregagcao governada pela interagao entre locos e alelos.
O objetivo deste trabalho é propor um método para mapeamento e deteccao de
locos controladores da expressdo de caracteristicas oligogénicas, OTLs
(“Oligogenic Trait Loci”) em populagdes F2. Este método definido como M.M.C.O
(Método de Mapeamento de Caracteristicas Oligogénicas) utiliza fungbes de

verossimilhanga para obtencdo de estimativas de recombinagao “r’ de melhor
ajuste aos dados, a partir das probabilidades condicionais de ocorréncia entre o
loco marcador e a heranga da caracteristica oligogénica. Os resultados mostram
que o método foi adequado para detecgao de OTLs em populagdes de F2. Os
OTLs foram corretamente caracterizados e posicionados no mapa em populagdes
de tamanho limitado, compostas por até 200 individuos. O M.M.C.O. néao
necessita de informacdo prévia de ordenamento dos marcadores e ndo é
influenciado pela ocorréncia de OTLs em um mesmo grupo de ligacdo. O
atendimento das pressuposi¢cdes para analise das caracteristicas oligogénicas, a
maior acuracia das estimativas, obtidos a partir da informacéo contida em todas as
classes genotipicas e a possibilidade de posicionar pontualmente o OTL fazem do
M.M.C.O. uma estratégia de potencial para contribuir na interpretacdo da heranca

de caracteristicas oligogénicas.
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2. ABSTRACT

The investigation of methods which allow a better interpretation of the
genetic information produced during the recombination is still one of the major
objectives of QTL detection. Oligogenic traits are distinguished by their heritage
ruled by higher effect genes and by their importance for the cultivated plants, with
emphasis to the plant disease resistance heritage. The qualitative nature and
epistatic interaction of these traits results in a heritage pattern that should not be
interpreted thought traditional methods for QTL (Quantitative Trait Loci) detection.
The objective of this work is to purpose a method for detection of important loci
related with the expression of oligogenic traits — OTL (Oligogenic Trait Loci). This
method, defined as Oligogenic Trait Mapping Method (O.T.M.M.), uses maximum
likehood probability functions to obtain the r estimates of better adjustment to the
observed data from the conditional probabilities of occurrence between the
molecular markers and the OTL. The results show that the method was adequate
for OTL detection in F2 populations. The necessity of previous knowledge about
the heritage pattern of the traits in one of the main limitations in the study of
oligogenic traits, and the not proper definition of the correct heritage pattern results
in a decrease in the accuracy of the methodology. The O.T.M.M. does not need
previous information of the markers order in the linkage groups and are not
influenced by the presence of two QTL in the same linkage group. The focus in the
analysis presumptions of the oligogenic heritage, the higher accuracy of the r
estimates, obtained from the information contained in all genotypic classes, and
the position of the OTL in the map, contribute to make O.T.M.M. a powerful tool the

analysis of oligogenic traits.

68



3. INTRODUGAO

A qualidade experimental é o principal critério a ser considerado no
planejamento de experimentos de mapeamento e detecgdo de QTLs na area
vegetal (VARSHNEY et al., 2005, SCHUSTER & CRUZ, 2004, BADU et al. 2004,
ROCHA et al., 2002, YOUNG, 1999). A utilizacdo de novos métodos e estratégias
para analise de mapeamento justifica-se quando a violagdo nas pressuposi¢des
das metodologias tradicionais compromete a confiabilidade dos resultados (LI,
2004, RAO & LI, 2000).

Caracteristicas de expressdo governadas por poucos fatores de maior
efeito tém-se mostrado importantes na condugéo dos programas de melhoramento
de varias culturas, com destaque para a resposta de resisténcia de plantas a
algumas doengas (ALZATE-MARIN et al., 2005, VIJAYALAKSHMI et al., 2005;
ALFENAS et al.,, 2004, JUNGHANS et al, 2003; YU et al., 2000). As
caracteristicas oligogénicas possuem padréo de heranga mendeliana e podem ser
alocadas em classes de expressédo governadas por dois, trés ou mais genes de
maior efeito, podendo apresentar interagcbes epistaticas entre genes ou alelos de
um mesmo gene, resultando em um padrao de heranga mais complexo do que o
padrdo de heranga governado por apenas um gene (LI, 2004, CRUZ et al., 2004,
FALCONER, 1987).

A natureza discreta da resposta destas caracteristicas associada a
interacao epistatica de multiplos fatores resulta em um padrao de segregacgao que
nao deveria ser mapeada pelos métodos tradicionais, que pressupdem
normalidade e heranga governada por muitos genes de pequeno efeito (LI, 2004,
ZENG, 1994, JANSEN, 1993; LANDER & BOTSTEIN, 1989). As particularidades
do mapeamento de caracteristicas oligogénicas € assunto pertinente, abordado na
literatura em varios trabalhos (YI et al., 2004, RAO e LI, 2000, VISSCHER et al.,
1996, XU & ATCHLEY, 1996). VISSCHER et al.(1996) compararam métodos,
utilizando regresséo linear e regressao linear generalizada a partir de dados
binarios, e concluiram nao haver diferenga na acuracia da predi¢ao e no poder de

teste entre as metodologias. XU & ATCHLEY (1996) estenderam a metodologia de
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mapeamento por intervalo composto para dados binarios utilizando modelos de
regressao logistica. RAO & LI (2000) apresentaram estratégias para analise de
variaveis discretas utilizando diferentes modelos alélicos. E ainda existem autores
que apresentam aproximagdes Bayesianas para detecgdo do QTL (Yl et al., 2004).
Contudo, nenhuma das estratégias pesquisadas aborda a questdo da maneira
considerada neste trabalho.

Uma das consideragbes mais importantes no estudo das caracteristicas de
distribuicdo discreta é o teste de hipdtese genética que permite com uma margem
de erro, concluir a respeito do padrao predominante de segregacgao, se governado
por um ou mais genes e o tipo de interacdo predominante (SCHUSTER & CRUZ,
2004, LIU, 1997). Diferentemente da abordagem métrica, que suporta desvios em
relagdo ao nao atendimento das pressuposicdes, tais como aditividade de efeitos,
distribuicdo normal, auséncia de efeito epistatico significativo e homogeneidade de
erros (CRUZ et al., 2003, FALCONER, 1987), a consideragcao de uma hipotese
genética equivocada resulta em interpretacdes com potencial para prejudicar a
continuidade da pesquisa e procedimentos de selegcdo. Conclusdes incorretas em
relacdo a natureza da heranga, ao gendtipo das matrizes, ao posicionamento
equivocado de locos nos mapas de ligagcdo séo alguns tipos de erro com potencial
para gerar prejuizos.

Para a realizagao dos estudos de herancga, deve-se ainda considerar que as
populagdes utilizadas nos programas de melhoramento vegetal sdo, em muitos
casos, a matéria-prima que o pesquisador deve explorar para seus estudos de
genética (MURO ABAD et al., 2005a, MURO ABAD et al. 2005b, ROCHA et al.,
2004). A disposicdo do pesquisador existem varias configuracdes de cruzamentos
controlados que podem ser utilizados para aceitar com maior confiabilidade uma
hipotese genética, sendo que entre os diferentes tipos de cruzamento e graus de
parentesco, tém se destacado as populagées F2 (BOREM, 2001; CRUZ et al.,
2003; CRUZ et al., 2004, BUNYAMIN et al., 2002, LYNCH & WALSH, 1998).

As populacbes F2 sao obtidas pela autofecundacdo das plantas F1
resultantes do cruzamento entre genitores homozigdticos ou heterozigéticos. A

necessidade de poucas geragbes para desenvolvimento, a disponibilidade de 3
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classes genotipicas para avaliagdo e a possibilidade de obtencdo de natureza
aditiva e de dominancia separadamente justificam a ampla utilizagdo destas
populagdes para o mapeamento (SILVA, 2005; LIU, 1997). A utilizagdo de plantas
individuais para realizacdo de medigbes talvez seja uma das suas principais
limitagcdes, resultando em uma diminui¢do na precisao das estimativas quando se
compara com a utilizagao de réplicas (HARUSHIMA et al. 1998).

Assim, o objetivo deste trabalho é apresentar uma nova abordagem para
mapeamento e deteccdo de locos controladores da expressao de caracteristicas
controladas por poucos genes de maior efeito com énfase em segregacgbes e
interacdes epistaticas governadas por dois e trés genes em populagdes F2.
Visando ilustrar a aplicagéo e utilidade da metodologia proposta, foram simuladas
populacdes F2 compostas por 200 irmdos completos, saturagdo média de cinco
cM e seis caracteristicas oligogénicas de expressao binaria, que representam os
padrdes de segregagcdo mais comuns observados nos programas de
melhoramento e no mapeamento de espécies vegetais.

A utilizacdo de populagbes simuladas permite quantificar a capacidade da
metodologia proposta em recuperar a informagdo paramétrica por meio do
conhecimento da condicdo referéncia, denominada por alguns autores como
condigdo ou genoma paramétrico (SCHUSTER & CRUZ, 2004, SILVA, 2005)
para avaliar o mérito e o poder de teste da metodologia para a detec¢cédo de locos
mais importantes na expressao de caracteristicas oligogénicas € na expressao
binaria (RAO & LI, 2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Simulagao dos dados

Foi utilizado o mdédulo de simulacdo do aplicativo computacional GQMOL
(CRUZ, 2007) para a obtencao de populagdes F2 de uma espécie dipldéide com 4
grupos de ligagdo de 200 cM de tamanho cada um, saturagdo meédia de 5 cM e

marcadores de natureza co-dominante.

4.1.1 Simulagao do genoma

Visando a avaliagdo de individuos recombinantes provenientes de uma
configuragcdo gendbmica mais parcimoniosa para as analises de recuperagdo da
informacéo biolégica paramétrica, foi considerado um genoma constituido de
quatro grupos de ligacdo com 20 marcas equidistantes, co-dominantes e nivel de

saturacdo médio de 5 cM (Figura 1).

4.1.2 Simulagao de genitores

Todas as populagdes simuladas foram obtidas por eventos de
recombinagao provenientes do mesmo arranjo de genes na populagado F1, sendo
que o contraste entre o polimorfismo dos genitores foi resultado do cruzamento
entre genitores contrastantes, situagédo esta que produz eventos de recombinagéo

somente em fase de acoplamento.
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Figura 1 — Genoma com 4 grupos de ligagao (GL) e saturacdo média de 5 cM,
contendo 29 marcas nos grupos de ligagdo 1, 2 e 3 e 30 marcas no grupo de

ligacéo 4, perfazendo um total de 117 marcas.

4.1.3 Simulagao da caracteristica oligogénica

Seis caracteristicas governadas por dois e trés genes de interacéo
epistatica predominantemente dominantes com propor¢cdes esperadas entre
resistentes (1) e suscetiveis (0) de 9:7, 13:3, 15:1, 63:1 e 27:37 foram simuladas
como mostrado na Tabela 1. Para simulacdo da epistasia entre os genes
denominados de A, B e C foi considerado o seguinte posicionamento no genoma
original: A (grupo de ligacao1, marcador 5), B (grupo de ligagao 2, marcador 15) e
C (grupo de ligacao 3, marcador 26), sendo que estas foram responsaveis pela
expressédo de uma unica variavel que representa a segregacao simultanea de dois
ou trés marcadores de acordo com as consideragdes em relacado aos mecanismos

de heranca, denominadas condi¢des, apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1- Descricao dos padroes de heranga considerados para estudo

Condicoes

Descrigao do padrao de herancga

Caracteristica governada por 2 genes, técnica de
marcador molecular de natureza dominante, configuragéo

de aproximagéao entre loco marcador e loco A.

Caracteristica governada por 2 genes, técnica de
marcador molecular de natureza dominante, configuragéo

de repulséo entre loco marcador e loco A.

Caracteristica governada por 2 genes, técnica de
marcador molecular de natureza co-dominante,
configuragdo de aproximagao ou repulséo entre loco

marcador e loco A.

Caracteristica governada por 3 genes, técnica de
marcador molecular de natureza dominante, configuragéo

de aproximagéao entre loco marcador e loco A.

Caracteristica governada por 3 genes, técnica de
marcador molecular de natureza dominante, configuragao

de repulsdo entre loco marcador e loco A.

Caracteristica governada por 3 genes, técnica de
marcador molecular de natureza co-dominante,
configuragdo de aproximagao ou repulsdo entre loco

marcador e loco A.
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Tabela 2 — Classes gendtipos e proporgcdes esperadas considerando a epistasia

do tipo dominante dos alelos A, B e C dos genes controladores das condigdes
de heranca avaliadas.

Interacdes epistaticas 2 genes
9 AB_ 13 AB_ 13 A B_ 15 A B_
7 A_bb aabb aabb A_bb
aaB_ A_bb aaB_ aaB_
aabb 3 aaB_ 3 A bb 1 aabb
Interacdes epistaticas 3 genes
63 A_B_C_ 27 A_B_C_
A B_cc A_ B _cc

A_bbC_ A_bbC_
aaB_C_ aaB_C_
AAbbcc 37 AAbbcc
aaBBcc aaBBcc
aabbCC aabbCC
1 aabbcc aabbcc

4.2 Anadlises gendmicas
4.2.1. Mapeamento genético

No intuito de avaliar o método proposto para recuperagao da informacgao de
heranga de caracteristicas oligogénicas e manifestacdo binaria, as analises

descritas a seguir foram consideradas:
4.2.2 Analise de segregagao de locos individuais — Teste de ( %)

Foi utilizado o teste de qui-quadrado ( y*) para verificar a razdo de

segregacao de cada marca em todas as populagdes geradas. A estatistica qui-
quadrado é dada por:

(I) Zczalculado = z [@}
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4.2.3 - Analise de pares de marcas - estimagao da porcentagem

de recombinacgao

As estimativas de recombinacdo foram obtidas pelo método analitico
definido por SCHUSTER & CRUZ (2004) que consistem da utilizagdo da funcéo de

verossimilhanga para a estimac¢ao dos valores de distancia do mapa.

(ii) L(p; /n;) = APy P32 ps° Py
Em que :
I

(iii) N

n!n,l.n.!
(iv) N = Zni

i=1
Em que:

N é o tamanho da populacéo

n; € o numero de ocorréncias do evento /i com probabilidade p;.

4.2.4 - Andlise de pares de marcas - determinagao dos grupos de

ligacao e ordenamento das marcas

A determinagao dos grupos de ligagéo foi obtida pelo agrupamento baseado
na frequiéncia maxima de recombinagao (rmax) € 0 LOD minimo (LODmin). Neste
trabalho foram considerados os valores de rmax = 30% e LODpin = 3. Apds a
formagao de um grupo de ligagao preliminar, verificou-se a melhor ordem dos n
marcadores constituintes do grupo pelo método SARF (“Sum of Adjacent

Recombination Fractions”).

4.2.5 Teste de segregagao ambigua

LIU (1997) apresenta uma metodologia desenvolvida por Batley (1961) que

permite a estimacdo do numero de eventos necessarios para a discriminagao de
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duas hipoteses genéticas considerando a distribuiagdo de y*e um nivel critico

associado. Este estimador também apresentado por SCHUSTER & CRUZ(2004)
considera dois padroes de segregacao diferentes, definidos por x e y, e a

frequéncia observada para as classes definidas por a e b. A falta de ajuste

mensurada pelo teste do y* € definida da seguinte maneira:

140y |

x frequéncia observada da classe a

y frequéncia observada da classe b

4.3 Comparagao de genomas
4.3.1 Detecgao de caracteristicas oligogénicas.

Fungdes de verossimilhanga foram utilizadas para obtencédo de estimativas
de distancia entre os marcadores e os locos controladores da expressao destas
caracteristicas. O teste estatistico para testar a ligacdo entre o marcador e a
caracteristica oligogénica é o da razado de verossimilhanga que consiste na

comparacao entre o estimador de maxima verossimilhanca 6, e a probabilidade
de ocorréncia de 6 sob a hipotese nula de que 6, =0.5; sendo 0.5 a distancia

entre o marcador e loco controlador da caracteristica oligogénica.

L (0a1%)

N (0, 1%)

Para facilidade de interpretacdo, muitos autores preferem utilizar o

logaritmo na base 10 da razdo de verossimilhancga.
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(vi) Z - Logl{L (QA/X)}

(64 /%)

O valor da estimativa de Z significa que a hipdtese alternativa & 10* vezes
mais provavel que a hipdtese nula. A consisténcia, normalidade e eficiéncia
assintética sdo propriedades desejadas e que caracterizam os estimadores de
maxima verossimilhanca. A variancia dos estimadores pode ser estimada pelo

inverso do indice de informatividade.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1- Simulagao dos dados

A escolha da ploidia referéncia deveu-se ao fato de as espécies dipldides
serem representativas das espécies vegetais cultivadas (BOREM, 2001). A
natureza co-dominante do marcador foi escolhida considerando a natureza das
técnicas mais recentes utilizadas para mapeamento (BUNYAMIN et al., 2002,
DEKKERS & HOSPITAL, 2001; BRONDANI et al., 1998, CHARLESWORTH et al.,
1994). Quatro grupos de ligagdo sao suficientes para explorar os fenébmenos de
epistasia que serdo estudados e o valor de saturacdo escolhido é um valor
conservador observado nos principais trabalhos de mapeamento. Um mapa com
este valor de saturagédo é avaliado como medianamente saturado (SILVA, 2005).
Muitos trabalhos sugerem que o numero de 200 individuos deve ser considerado
minimo para o desenvolvimento de mapas de ligagcado (SILVA, 2005, SCHUSTER
& CRUZ, 2004, MACKAY, 2001).

Foram simuladas populagdes F2 compostas por 200 irm&os completos,
saturagdo média de 5 cM e duas caracteristicas oligogénicas de expressao binaria
e natureza epistatica , C1 e C2, governadas, respectivamente, pelas marcas 5
(G.L.1) e 14 (G.L.2) e pelas marcas 5 (G.L.1),14 (G.L.2) e 26 (G.L.3). As
condigdes deste estudo de simulagdo foram definidas visando obter conclusdes

que sejam aplicadas, tendo em vista que muitas pesquisas de mapeamento
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realizadas com 200 individuos e saturagdo média de 5 cM almejam o
desenvolvimento de mapas referéncias (NOVAES, 2006, MISSIAGIA, 2005,
MEKSEM et al., 2001, CERVERA et al., 2001, SILVA, 2005,).

5.2 — Estimativas de probabilidade condicional

A utilizacdo da funcdo de verossimilhangca permite a obtengdo de
estimativas de variancia minima que sio estimadas a partir da informacao contida
em todas as classes genotipicas que compdéem a populagdo, (SCHUSTER &
CRUZ, 2004, LYNCH & WALSH, 1998). As estimativas de probabilidade
condicional expressam a razao da ocorréncia conjunta das classes genatipicas do
QTL e do marcador e sdo necessarias para a estimagcdo dos valores de
recombinagao utilizando o método de maxima verossimilhanga (SCHUSTER &
CRUZ, 2004, LIU, 1997). As estimativas de probabilidade apresentadas a seguir
consideram as pressuposi¢cées em relagdo ao padrao de herancga: i) expressao
binaria do tipo presenga ou auséncia e ii) heranga governada por poucos genes e
segregacao correlacionada com uma marca molecular previamente mapeada.

A inclusédo de outros valores de probabilidade condicional associados a
padrobes de segregacao especificos permite adaptar as fungbes de
verossimilhanca a quaisquer outros tipos de populagdes e caracteristicas. O maior
numero de calculos necessarios para a obtencao da resolugcéo destas fungdes é a
principal limitacdo para o uso desta ferramenta (WEIR, 1996; LIU, 1997)

A seguir sdo apresentadas as estimativas de probabilidade de ocorréncia
das classes genotipicas em relagcdo ao loco marcador (M) e aos locos
controladores das caracteristicas (A e B, ou A, B e C) considerando: herancga
governada por 2 ou por 3 genes, tipos de interagcao epistaticas mais comuns, fase
de ligacéo e a natureza da técnica de marcador molecular utilizada se dominante
ou co-dominante, resultando em um total de seis condi¢cdes. Tais estimadores de
probabilidade da ocorréncia individual dos locos permitem a obtencdo das
estimativas de probabilidades de segregacao condicional entre 0 marcador e o0s

locos controladores da resisténcia.
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Condicao 1: Caracteristica governada por 2 genes, técnica de marcador
molecular de natureza dominante, configuracdo de aproximagao entre loco

marcador (M) e loco A.

Tabela 4- Proporgao tedrica esperada das classes genotipicas em populagao F2
com padrdes de segregacgao esperado de 9:7, 13:3a, 13:3b, 15:1 estimadas

em funcao de .

Classes Probabilidade em Classes Classes Classes Classes

genotipicas fungao der Fenotipicas Fenotipicas Fenotipicas Fenotipicas
9.7 13:3a 13:3b 15:1
M_A_ B_ 3/4ly2+1/41-r)* R 1R R R
bb  1/4 1/2+]/4(1—r)2 1S 1S 1R 1R
M_aa B_ 3/4{l/4-1/4(1-r)* 1S 1R 1S 1R
bb  1/4 1/4—]/4(1—r)2 1S 1R 1R 1S
mmA_ B_  3/4[1/4-1/401-1)* OR OR OR OR
bb  1/4[1/4-1/4(1 1)’ 0S 0S OR OR
mmaa B_ 3/4[]/4(1— r)z] 0S OR 0S OR
bb  yal/aa-r)?] 0S OR OR 0S

Tabela 5- Frequéncias esperadas das classes genotipicas em fungao de r

Classes Freqiiéncias Freqiiéncias Freqiiéncias Freqiiéncias
genotipicas esperadas esperadas em esperadas em esperadas
em funcgao funcaoder funcaoder em fungao
der 13:3a 13:3b der
9:7 15:1
3 3, 10 1, 9 3, 1 1,
1R —+—S ———9S —+—S —+—S
8 16 16 16 16 16 16 16
6 3 2 2 1 2 3 3 2 1 1 2
18 ———5 —+-—5 — - — -
16 16 16 16 16 16 16 16
3 3 2 3 l 2 4 3 2 4 1 2
OR ———5 —+-—5 ———5 ———5
16 16 16 16 16 16 16 16
o Li3e L ig 3 1
16 16 16 16 16 16

Em que s=(@1-r)
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Condicao 2: Caracteristica governada por 2 genes, técnica de marcador
molecular de natureza dominante, configuragado de repulséo entre loco marcador
(M) e loco A.

Tabela 6- Proporgao tedrica esperada das classes genotipicas em populagdo F2
com padrdes de segregacgao esperado de 9:7, 13:3a, 13:3b, 15:1 estimadas

em funcao de r.

Classes Freqiiéncias esperadas Classes Classes Classes Classes
genotipicas em fungao de r Fenotipicas Fenotipicas Fenotipicas Fenotipicas
9:7 13:3a 13:3b 15:1
M A  B_  3/4y2+1/4ar? 1R 1R 1R 1R
bbb 1/aly/2+1/4r? 1S 1S 1R 1R
M aa B_ 3/4[]/4_1/4r2_ 1S 1R 1S 1R
bbb 1/al1/4-1/4r? 1S 1R 1R 1S
mmA_ B_  3/4fy4-1/ar? OR OR OR OR
bbb 1/af1/4-1/4r’ 0S 0S OR OR
mmaa B_ 3/4r? 0S OR 0S OR
bb ]/ 4r? 0S OR OR 0S

Tabela 7- Frequéncias esperadas das classes genotipicas em fungao de r.

Classes genotipicas Freqiiéncias Freqiiéncias Freqiiéncias Freqiiéncias

esperadas em fungdo esperadas em fungcdo esperadas em fungao esperadas em fungao
der 97 der 13:3a der 13:3b der 15:1
6 3 10 1 9 3 11 1
1R —+—5 ——=S5 —+—5 —+—5
16 4 16 4 16 4 16 4
6 3 2 1 3 3 1 1
1S ———5 —+=5 ——=5 ——-=5
16 4 16 4 16 4 16 4
OR E_ES 34_15 i_és i_ls
16 4 16 4 16 4 16 4
0S 1 + 3 S 11 S 3 S 1 S
16 4 16 4 4 4

Em que s:%rz
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Condicao 3: Caracteristica governada por 2 genes, técnica de marcador

molecular de natureza co-dominante, configuragdo de aproximagao entre loco

marcador (M) e loco A.

Tabela 8- Proporgao tedrica esperada das classes genotipicas em populagao F2

com padrdes de segregacao esperado de 9:7, 13:3a, 13:3b, 15:1.

Classes Freqiiéncias esperadas Classes Classes Classes Classes

genotipicas em fungao de r Fenotipicas Fenotipicas Fenotipicas Fenotipica 15:1
9:7 13:3a 13:3b

MMA_ B_ 3/4[1/4(1_r2) 2R 2R 2R 2R

bb  yalyal-r?) 28 28 2 28

MmA_ B_  gap2f-r+r?)] 1R 1R 1R 1R

bb  yafy2(1-r+r?) 1S 1S 1R 1R

mmA_ B_  3/4f1/4ar(2-r)] OR OR OR OR

bb  1/4fl/4r(2-r)] 0S 0S OR OR

MMaa B_ 3/4f1/ar?] 2S 2R 2S 2R

bb 1/4ly/4r?] 2S 2R 2R 2S

Mmaa B_  3/4f/2r(1-r)] 18 1R 1S 1R

bb  1/4f/2r(1-r)] 1S 1R 1R 18

Mmaa B_  3/alya(l-r?) 0S 18 0S OR

bb  yalyaf-r?) 0S 1S OR 0S

Tabela 9- Frequéncias esperadas das classes genotipicas em fungao de r.

Classes Freqiiéncias Freqiiéncias Freqiiéncias Freqiiéncias
genotipicas esperadas em fungao esperadas em funcao esperadas em funcao esperadas em funcao
der 97 der 13:3a de r 13:3b der 15:1
5 R 3 _3, 3.1, 4 3,2 4 1.
16 16 16 16 16 16 16 16
S 1 3, 1 1, 3, 1,
—+—T ———1T —r —Fr
16 16 16 16 16 16
R 6 6, 6 6 2 , 2 8 6 , 6 8 2, 2
1 —+—r" —— — =" +—r —+—r" —— —+—r" ——
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
S 2 6, 6 2 2, 2 6 , 2 , 2
—_— +—r —+—r" —— ——I" +—r ——Ir" +—r
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
R 3, 6, 4 1, 2 1 3, 6 3 1., 2
0 ——Ir" +—r —+—r" —— — I +—r — =" +—r
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
S 4 3, 6 , 3 3, 6 1 1., 2
—+—r" ——r - +—r —+—r" —— —+—r ——
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
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Condicao 4: Caracteristica governada por 3 genes, técnica de marcador
molecular de natureza dominante, configuracdo de aproximagao entre loco

marcador (M) e loco A.

Tabela 10- Proporgéao tedrica esperada das classes genotipicas em populagéo F2
com padrdes de segregacao esperados de 9:7, 13:3a, 13:3b, 15:1 estimados

em funcao de r.

Classes Freqgiiéncias esperadas em funcéo de Classes Classes
genotipicas r Fenotipicas 63:1  Fenotipicas 27:37
M_A_ B_. C_ 9/16 /2 +1/4(1—r)’ R 1R
B_ Cc 3/16[1/2 +1/4(L~r)’] 1R 1S
bb C_  3716[1/2+1/4@L-r) R 1S
bb Cc  yi6fy/2+1/4(1—r)] 1R 18
M_aa B_ C_  g/6l/a-1/40-r)] 1R 1S
B_ Cc  3/16y4-1/4@-r), 1R 18
bb C_ 3/16[1/4-1/4(L~r) 1R 1S
bb Cc 1/16 ]/4_1/4(1_|—)2_ 1S 1S
mmA_ B_. C_ 9/16[/4-1/4(1—r)’] OR OR
B_ Cc  3pelya-1/40-ry| OR 0S
bb C_  36fya-1/a(-r) OR 0S
bb Cc 1/16[1/4-1/4(1- r)Z] OR 0S
mmaa B_. C_ 9/161/4(1—r)’| OR 0S
B_ Cc 3/16 _1/4(1_ r)z_ OR 0S
bb C_ 3/16 _1/4(1_ r)’ OR 0S
bb Cc 1/16/1/4(1- r)z_ 0S 0S
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Condicao 4: Caracteristica governada por 3 genes, técnica de marcador
molecular de natureza dominante, configuracdo de aproximagao entre loco

marcador (M) e o loco A.

Tabela 11- Frequéncias esperadas das classes genotipicas em fungao de r.

Clas’s.es Freqiiéncias esperadas em fungao de r Freqiiéncias esperadas em fungao de r
genotipicas 63:1 27:37
1R 47 + L s 18 + S s
64 16 64 16
1S 1 1 S 0_9 S
64 16 64 16
16 1 9 9
b ———S
OR 64 16 64 16
0S S S x + 9 s
16 64 16

Em que s=1/4(1-r)*
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Condicao 5: Caracteristica governada por 3 genes, técnica de marcador
molecular de natureza dominante, configuragdo de repulsdo entre loco

marcador e loco A.

Tabela 12- Proporgao tedrica esperada das classes genotipicas em populagédo F2
com padrdes de segregacao esperados de 9:7, 13:3a, 13:3b, 15:1 estimados

em funcao de r.

Classes Freqiiéncias Classes Classes
genotipicas esperadas em fungdo Fenotipicas Fenotipicas
der 63:1 27:37
MA  B_ C_ 9/16[1/2 +1/4r? | 1R 1R
B_ cc 3/161/2 +1/4r? | 1R 18
bb C_ 3/16[1/2+1/4r? | 1R 18
bb cc ]/16[]/2+]/4r2] 1R 1S
Maa B_ C_ 9/16[1/4—1/4r?| 1R 1S
B_ cc 3/16[1/4 —1/4r2] 1R 1S
bb C_ 3/16[1/4 —1/4r2] 1R 1S
bb Cc ]/16[]/4—1/4r2] 1S 1S
mmA_ B_ C_ 9/16[1/4—1/4r?| OR OR
B_ cc 3/16[1/4 —1/4r2] OR 0S
bb C_ 3/161/4-1/4r? | OR 0S
bb cc 1/16 []/4 —1/4r2] OR 0S
mmaa  B_ C_ 9/16(r2) OR 0S
B_ cc 3/16(r 2 ) OR 0S
bb C 3/16(r?) OR 0S
bb cc 1/16(r?) 0S 0S
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Condicao 5: Caracteristica governada por 3 genes, técnica de marcador
molecular de natureza dominante, configuragcdo de repulsdo entre loco

marcador e loco A.

Tabela 13- Frequéncias esperadas das classes genotipicas em fungao de r.

Classes Freqiiéncias esperadas em fungcao der Freqiiéncias esperadas em fungao
genotipicas . der
63:1

27:37

1R 47 + L s 18 + S S
64 16 64 16

15 S 09
64 16 64 16
16 1 9 9

R S YERT S
0 64 16 64 16

0S L S e + 9 S
16 64 16

Em que s=1/4r?
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Condicao 6: Caracteristica governada por 3 genes, técnica de marcador
molecular de natureza co-dominante, configuragdo de aproximagao entre loco

marcador (M) e loco A.

Tabela 14- Proporgéao tedrica esperada das classes genotipicas em populagéo F2
com padrdes de segregacao esperados de 9:7, 13:3a, 13:3b, 15:1 estimados

em funcao de .

Classes Frequéncias Classes Classes
genotipicas esperadas em fungdo Fenotipicas Fenotipicas
der 63:1 27:37
MA  B_ C_ 3/a/al-r?) 2R 2R
B_ cc 3/alyaft-r?) 2R 2S
bb C_ 3/4 ]/4( —r?) 2R 2S
bb cc 3/alyaft-r?) 2R 2S
MmA_  B_ C_ 3/af/2-r+r) 1R 1R
B_ cc 3/af/2-r+r) 1R 1S
bb C_ 3/aly2(-r+r?) 1R 1S
bb Cc 3/4[]/2(1—r+r2)] 1R 1S
mmA_ B_ C_ 3/alyar(2-r)] OR OR
B_ cc 3/4[1/4r(2-r)] OR 0S
bb C_ 3/4[yar(2—r)] OR 0S
bb cc 3/4[yar(2—r)] OR 0S
MMaa B_ C_ 3/4[1/4r2] 2R 2S
B_ cc 3/4 []/4 rZ] 2R 2S
bb C_ 3/4aly/ar?] 2R 28
bb cc 3/4 [1/4 r2] 2S 2S
Mmaa  B_ C_ 3/4[/2r(1-1)] 1R 18
B_ cc 3/4f1/2r@-r1)] 1R 1S
bb C_ 3/4[y2r@-r)] 1R 1S
bb cc 3/4ly2rd-r)] 18 1S
mmaa  B_ C_ 1/4[1/4(1— rz)] OR 0S
B_ cc 1/4[1/4(1_ rz)] OR 0S
bb C_ 1/4 [1/4(1_ r? )] OR 0S
bb cc yalya@-r?) 0S 0S
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Condicao 6: Caracteristica governada por 3 genes, técnica de marcador
molecular de natureza co-dominante, configuragdo de aproximagao entre o

loco marcador (M) e loco A.

Tabela 15- Frequéncias esperadas das classes genotipicas em fungao de r.

Classes Freqiiéncias Freqliéncias
genotipicas esperadas em esperadas em
funcaoder fungao der
63:1 27:37
, % 1, 9 9,
64 64 64 64
1, 7 9 ,
—r —4+—r
64 64 64
32 2, 2 18 18 , 18
1 —F—r"——r —4=r--=
64 64 64 64 64 64
2 , 2 14 18 , 18
-—— I 4+—r — —
64 64 64 64 64
0 B 12,2, "9 18,
64 64 64 64 64
1 1, 2 16 9 , 18
—+—r"——r —4—r°'-—
64 64 64 64 64 64
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5.3- Fungoes de verossimilhanga

Além das estimativas de probabilidade condicional, € necessario para
estimacido do valor de recombinagdo o conhecimento da funcdo densidade de
probabilidade (f.d.p.) da distribuicdo da variavel aleatéria (SCHUSTER & CRUZ,
2004, LIU, 1997; WEIR, 1996) . Desta maneira, considera-se que a probabilidade
de ocorréncia das classes genotipicas nas populagdes segregantes assumem
distribuicdo multinomial (LIU, 1997). A primeira derivada da fungdo suporte em
relacdo ao parametro que se deseja estimar permite a obtengao da fungao escore
“r’ de maxima probabilidade de
ajuste (SCHUSTER & CRUZ, 2004). As fungbdes de verossimilhanga utilizadas

para estimar o valor de r entre marcadores e QTL para as caracteristicas

(f'), que, por sua vez, permite estimar o ponto de

oligogénicas sao apresentadas abaixo:

Condicgao 1:

Proporgao esperada 9:7

nl n2 n3 n4
L(pi/ni):1(§+iszj (E—iszj (i—iszj (i+352j
8 16 16 16 16 16 16 16

Proporgao esperada 13:3a

nl n2 n3 n4
L(pi/ni)=){9—iszj (£+i52j (i+iszJ [i—iszj
16 16 16 16 16 16 16 16

s=(@0-r)
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Proporgao esperada 13:3b

nl n2 n3 n4
L(pi/ni):ﬂ(g—iszj (£+iszj (i+iszJ (i—iszj
16 16 16 16 16 16 16 16

Proporgao esperada 15:1
nl n2 n3 n4
o= e e )
16 16 16 16 16 16 16

Condigao 2:

Proporgao esperada 9:7

nl n2 n3 n4
L(p;/n) =4 E+§s E—ESJ (i—gsj (i+§sj
16 4 16 4 16 4 16 4

Proporgao esperada 13:3a

nl n2 n3 n4
L(p;/n)=A4 E—is £+lsj [i+£sj (i—lsj
16 4 16 4 16 4 16 4

Proporgao esperada 13:3b

nl n2 n3 n4
o {333 2
16 4 16 4 16 4 4

Proporcao esperada 15:1

nl n2 n3 n4
L(pi/ni):ﬂ,(E+lsj (i—ls] (i—ls] (lsj
16 4 16 4 16 4 4

s=1/4r?

Condigao 3:

Proporgao esperada 9:7

nl n2 n3
L(pi/ni):){i—irzj [i+ir2j [£+£r2—£rJ [E—Er +
16 16 16 16 16 16 16 16 16

3, 6 ,\(4 3, 6 j"e
——r +—r —4+—r"——r
16 16 16 16 16
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Proporgao esperada 13:3a
nl n2 n3 n4
L(p,/n) = ;t(i—irzj (i—irzj (£—£r2+ 2 r) (£+£r2—£r)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16

4 1, 2Y( 1, 2)\°
— I ——r| | ——=r"+—r
16 16 16 16 16

Proporgao esperada 13:3b

nl n2 n3 n4
o3 3 (i a i
16 16 16 16 16 16 16 16

1 3, 6\Y(3 3, 6)\"
— =Tt —r| | —+—r"=——r
16 16 16 ) \16 16 16

Proporcao esperada 15:1

n2 n3 n4
L(p,/n) = AL iz rz—ir _2p2, 2,
16 16 16 16 16 16
3 1., 21\ 1.1, 2 "°
e S ey O ) iy Ll
16 16 16 16 16 16
Condigao 4:

Proporcao esperada 63:1

nl n2 n3 n4
L(p;/n) = /1[47 1sj (i—isj (E—isj (is]
64 16 64 16 64 16 16

Proporgao esperada 27:37

nl n2 n3 n4
L(p;/n,)= /1(18 J s) (ﬁ—gs) (1_33] (l+35j
64 16 64 16 64 16 64 16

s=1/4(1-r)°
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Condigao 5:
Proporgao esperada 63:1

nl n2 n3 n4
L(pi/ni):ﬂ' ﬂ.}.is i_is E_is is
64 16 64 16 64 16 16

Proporgao esperada 27:37

nl n2 n3
L(pi/ni)z/i(g+gs) (ﬁ—gsj [i—gsj (l+3
64 16 64 16 64 16 64 16

s=1/4r?

Condigao 6:
Proporgao esperada 63:1

nl n2 n3
L(pi/ni):;t(g—irzj (irzj (£+£r2—£rj (—ir + 2
64 64 64 64 64 64 64

(15 1, 2 j”5(1 1, 2 j”e
— Tt —r| | —+—r"——r
64 64 64 64 64 64

Proporgao esperada 27:37

nl n2 n3
L(pi/ni):){i—irzj (l+ir2j (E+Er2—grj [
64 64 64 64 64 64 64

9 , 18 Y16 9 , 18 )"
—— I+ —=r| | —=+—r"-=r
64 64 ) \64 64 64

Em que :
N!
n!n,l.n.!
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5.4 — Mapeamento genético

Segundo LIU (1997), a obtencdo de um mapa genético de qualidade é pré-
requisito para a detec¢cao de QTLs. Neste contexto, a interpretacdo dos dados de
mapeamento foi realizada visando inferir a qualidade do mapa estimado a partir
dos parametros definidos para simulagao.

Em etapa anterior ao desenvolvimento dos mapas de ligagdo, as
populagdes avaliadas tiveram sua segregacao individual testada pelo teste de qui-
quadrado com corregcdo de Bonferroni para testes multiplos. Do conjunto total de
marcas avaliadas, apenas dois marcadores de populagdes distintas apresentaram
segregacao distorcida segundo o teste de qui-quadrado. Considerando o total de
720 marcadores analisados, espera-se, devido ao acaso (a<0,01), que 7,2 marcas
apresentem distorcdo da proporcdo esperada proveniente da avaliagdo de n
populacdes. No caso especifico, em que a obtengao de eventos de recombinacao
€ responsabilidade do acaso, foi feita a opcdo de nao descartar os marcadores
que apresentaram segregacéao distorcida.

Para a obtengcédo dos grupos de ligagédo, foram utilizados os parametros de
“LOD score” minimo (LOD = 3,0) e a maxima freqiéncia de recombinagao (r =
0,30), em comparagao com os valores tradicionalmente considerados nos
trabalhos de mapeamento. No entanto, observou-se que valores mais elevados
de “LOD SCORE” (LOD = 30) poderiam ser considerados sem resultar em uma
reducdo no numero de marcas que compdem os grupos de ligacdo das
populacdes avaliadas. Este valor de LOD é dez vezes mais elevado que o nivel
minimo sugerido para rejeicdo da hipdtese de segregacdo independente e indica
que os parametros definidos para desenvolvimento das populagbes de F2
avaliadas permitem obtencdo de estimativas de recombinagdo com precisao
suficiente para posicionamento dos locos QTLs.

Informagdes “a priori” relativas a obtencado de estimativas de recombinacgao
em populagcdes de F2 utilizando de fungdes de maxima verossimilhanca e
baseadas em indices de informatividade indicam que esta populacdo é uma das

que conferem as estimativas mais precisas junto com as populagdes de
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retrocruzamento e de duplo-haploides (ROCHA et al., 2004, SCHUSTER & CRUZ,
2004). O desvio entre os valores paramétricos e os valores estimados em fungéo
dos dados observados também pode ser avaliado como medida de qualidade dos

mapas genéticos considerados neste estudo (Tabela 16).

Tabela 16 - Comparagdes entre tamanhos estimados dos grupos de ligagéo e
valores de distancia média entre as marcas estimadas a partir da informacéao

de 200 gendtipos recombinantes de populagao de retrocruzamento.

Grupo de Tamanho Tamanho Média Média

Populagbes ligagéo estimado paramétrico Desvio estimada paramétrica Desvio
1 1 159,44 150 9,44 5,49 5 0.49
1 2 157,42 150 7,42 5,42 5 0.42
1 3 159,53 150 9,53 5,50 5 0.50
1 4 154,76 150 4,76 5,28 5 0.28
2 1 143,54 150 -6,46 5,20 5 0.20
2 2 151,53 150 1,53 5,50 5 0.50
2 3 151,93 150 1,93 5,62 5 0.52
2 4 168,6 150 18,6 6,15 5 1.15
3 1 153,45 150 3,45 5,58 5 0.58
3 2 167,26 150 17,26 6,11 5 1.11
3 3 146,76 150 -3,24 5,32 5 0.32
3 4 153,63 150 3,63 5,58 5 0.58
4 1 140,54 150 -9,46 5,09 5 0.09
4 2 159,19 150 9,19 5,82 5 0.82
4 3 144,44 150 -5,56 5,23 5 0.23
4 4 143,51 150 -6,49 5,19 5 0.19
5 1 157,8 150 7,8 5,74 5 0.74
5 2 153,07 150 3,07 5,57 5 0.57
5 3 146,34 150 -3,66 5,30 5 0.30
5 4 147,47 150 -2,53 5,34 5 0.34
6 1 153,07 150 3,07 5,57 5 0.57
6 2 147,85 150 -2,15 5,36 5 0.36
6 3 155,79 150 5,79 5,89 5 0.89
6 4 153,11 150 3,11 5,56 5 0.56

Média dos desvios 2,91 0,51

Os desvios dos valores de recombinagdo dos grupos de ligagcédo e os desvios
em relacdo as médias das distadncias de cada grupo estdo de acordo com os
valores observados em outros trabalhos utilizando populagbes obtidas

exclusivamente por recombinagdo estocastica que também indica uma tendéncia
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no aumento do tamanho dos grupos de ligacdo estimados (SILVA, 2005). Os
valores dos desvios também corroboram a expectativa de que as populagdes
obtidas s&do propicias para as avaliagbes seguintes de posicionamento e
caracterizacado de QTLs. Nao foram observadas alteragdes na ordem de nenhum
dos marcadores como também nao foi detectado nenhum marcador nao ligado.

Uma vez obtidas as estimativas de recombinagdo entre marcadores
adjacentes e a validagao destes valores considerando a estatistica, a ordem mais
provavel dos marcadores acrescido o loco QTL foi determinada utilizando a
metodologia “SARF”, que se baseia na escolha da melhor ordem considerando a
menor soma de recombinagdes adjacentes.

Os resultados de mapeamento indicam que os parametros definidos para
simulagao das populagcdes, numero de individuos e saturacdo média do mapa,
determinados considerando a natureza pratica dos trabalhos de mapeamento,
permitiram a obtencdo de estimativas de recombinagdo de robustez suficiente

para a recuperacgao da informacao parameétrica.

5.5- Detecgao de OTLs

Previamente mapeados, os marcadores podem ser avaliados quanto a sua
ligagdo com a caracteristica de heranga oligogénica utilizando as novas
probabilidades condicionais de ocorréncia entre marcador molecular e locos QTL.
Visando melhor caracterizar os resultados do método, apresentado nas tabelas 17
e 18, sdo mostrados os valores de distancia estimados entre o QTL e os
marcadores alocados nos grupos de ligagdo assim como o valor do LOD score
para estas estimativas. A partir destes valores, é possivel detectar as marcas
moleculares de maior importancia para a expressao da caracteristica oligogénica,
em relagao as seis condi¢cdes consideradas.

As tabelas representam um resumo da informagao de pronta utilidade para o
melhorista de plantas. Nestas tabelas estdo contidas a identificacdo da natureza
do marcador d (dominante) ou ¢ (codominante), os valores da estatistica LOD que

ponderam a probabilidade de ocorréncia da hipotese de ligagdo contra a hipotese
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de segregacao independente em relacdo ao loco QTL e os valores de distancia
estimados entre o loco QTL e a marca molecular. A distancia paramétrica entre o
loco controlador da caracteristica e os marcadores do grupo de ligagdo é
apresentada para comparagdao com os valores estimados. Nas populagdes
avaliadas nao foram observados erros na identificacdo dos locos controladores
das caracteristicas, e, em média, as fun¢des de verossimilhanga indicaram 4,3
marcadores candidatos por loco controlador.

Este numero é aproximadamente 1/4 do numero de marcadores candidatos
indicados pela técnica de marca simples (dados ndo mostrados). Embora de
natureza semelhante a técnica de marca simples, a similaridades entre os
métodos pode ser avaliado pelos significativos valores de correlagdo entre os
valores de LOD e da estatistica F da marca simples. O menor numero de
marcadores candidatos indicados sistematicamente pelas funcbes de
verossimilhanga resulta de seu maior poder de teste desta metodologia em
relacdo a marca simples.

Em relacdo a outras propriedades do método, destacam-se a néo
necessidade de informagdao prévia de ordenamento das marcas, o0 néao
confundimento de efeitos de QTLs localizados no mesmo grupo de ligagéo, o
maior poder de teste comparado também ao mapeamento por intervalo e a marca
simples.

Apods a identificagdo dos putativos grupos aos quais devem pertencer os
locos QTL, estes grupos tém sua ordem novamente questionada pelo método
SARF, incluida a informag&o da caracteristica oligogénica, que, por apresentar
padrao binario, pode ser considerada como uma marca adicional no mapa,
visando obter a melhor estimativa de posicdo do QTL ao longo dos grupos de
ligacao.

Uma vez eleita a ordem de maior parcimbnia em fungcdo dos valores de
distancia entre as marcas adjacentes e a informacao da caracteristica oligogénica
,0 loco QTL pode ser posicionado como mostrado na Figura 2. A Figura 2 mostra o
mapa genético original em azul e os grupos de ligagdo acrescidos, estando a

posicado dos QTLs nos grupos de ligacéo realgada em verde.
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ch GL1 Marca ch GL 1 Marca ch GL 2 Marca chl GLZ Marca oM GL3 Marca ch GL 3 Marca i GL 4

4.0 ] 4.01 552 562 40 e 502
4.0 C43 4.0 251 2.51 4'51 4:51 502
5682 552 7.05 ’
o c14 705 ! - as = 56 552
. C18 %g*‘ £.03 6.03 2.51 251 4.51
5.02 c1g 4.10 4.01 4.01 4.01 4,01 égg
.54 . .54 5 A2 552 £.03 £.03 '
552 C4g §.52 502 5.0z 7.05 705 =42
552 1 5.52 5.02 5.02 5.02 502 3:21
451 c110 4.51 E03 .03 200 700 351
552 C114 552 451 4.51 8.58 o .52 5.02
gg; o1z gg; 4.01 g-gg‘ 5.52 552 .05
. |:-1 -13 - 3':”:' N
R4 C114 4.0 .00 3.00 7.05 705 251
E.03 C115 603 §.03 817 F.00 2.00 552
5.0z oo E.02 .02 g 55
.54 .54 502 200 -
C116 Sk s - 2.00
£.03 C117 .03 5.54 . £.03 603 401
50z T 5.02 - .54 552 - 6.03
756 7 .56 552 552 EATT 2.00 B.03
' c11g 4.0 401
542 552 4.01 4.01 7.05 ' 5.02
e ciza o 554 B.54 ' 705 502
. 124 : 2.00 3.00 .56 756 4.51
4.01 ciz2 4.01 2.00 2.00 552 4.51
E.03 123 .03 502 5.02 : 552 pl
7.05 c1nd 7.05 £.54 B.54 L 7.05 5.54
250 e 2 50 552 5.52 2tk 401 '
451 & 451 2 50 250 7 56 .an .03
5.0z C127 s.0z £ .54 .54 503 451 451
4.51 C128 4.5 5'02 ggg 4.01
3451 129 341 T.06 .56 5'52 5'52 5.0z
§.03 130 .03 3 51 351 : : 3.00

Figura 2 - Mapa genético de populagédo de retrocruzamento estimado a partir da informagao de recombinagao entre os
marcadores provenientes de 200 gendtipos. Os grupos de ligacao (LOD = 3 e r = 0,30 e unidade de Kosambi) s&o os
grupos de ligacdo realgados em verde que foram obtidos pelo método analitico acrescidos da informacgé&o de da
distancia e da posigdo dos locos controladores da expressao da caracteristica oligogénica de expressdo governada

por dois locos moleculares identificados como QRL
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A incorporagao do loco controlador da caracteristica ao mapa de ligacéo,
em geral, resulta em modificagdes nos valores de recombinagdo entre marcas
adjacentes: quanto maior a distancia entre as marcas, menor o numero de eventos
meidticos analisados. Esta alteragcdo € resultado da inclusdo da caracteristica
como se fosse uma marca ao mapa, respeitando sua natureza epistatica e
multifatorial. O aumento na precisdo da metodologia é esperado em fungdo do
atendimento das pressuposi¢des em relagdo ao numero de locos e da natureza da
interacéo entre alelos de mesmos genes e entre genes.

A maior quantidade de calculos necessaria para a obtencao das estimativas
em comparagao com meétodos baseados em minimos quadrados, a necessidade
de ajuste das fungdes para os casos nao contemplados neste estudo e o
conhecimento “a priori” do padrao de heranca da caracteristica estudada sao as

principais limitacbes deste método.

Tabela 17: Distancias estimadas dos locos controladores das caracteristicas
oligogénicas dos marcadores moleculares previamente mapeados, utilizando

as fungdes de verossimilhanga para cada uma das seis condicdes avaliadas.

Distancia Distancia Distancia Distancia
Condigao Marcador LOD Condigao Marcador LOD
estimada paramétrica estimada paramétrica
1-9p7 D13 11.22 8.07 10 D213 6.72 4.31 5
D14 14.08 4.31 5 D214 9.04 0 0
D15 20 0 0 D114 4.53 5.22 5
D16 18.19 0 5 2-9p7 D15 8.6 6.35 0
D17 14.08 4.31 10 D16 6.66 0 5
D18 13.54 4.51 15 D17 4.22 7.22 10
D19 10 9.93 20 D213 3.12 8.92 5
D213 15.18 7.76 5 D214 6.58 0 0
D214 26.62 0 0 D215 5.22 577
D215 17.43 5.62 5 D216 3.56 9.23 10
D216 12.77 9.2 10 D113 3.55 7.88 10
D217 12.52 9.93 15 2-13p3a D14 7.01 6.58
1-13p3a D13 6.22 8.54 10 D15 9.94 0 0
D14 8.12 7.22 5 D16 9.12 4.47
D15 11.05 0 0 D17 5.22 9.86 10
D16 10.23 4.12 5 D213 2.89 6.01
D17 6.33 9 10 D214 4.12 0 0
D18 7.01 10.01 15 D215 21 7.83 5
D213 4 6.23 5 D113 3.94 8.97 10
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D214 5.23 0 0 2-13p3b D14 4.91 8.33 5
D215 3.21 7.44 5 D15 7.78 0 0

1 -13p3b D13 5.15 9.11 10 D16 6.31 6.01 5
D14 6.12 8.01 5 D17 4.91 8.87 10

D15 8.99 0 0 D213 2 6.56 5

D16 7.52 5.23 5 D214 3.23 0 0

D17 6.12 9.77 10 D215 1.8 7.48 5

D213 3.21 7.44 5 2 - 15p1 D14 4.22 8.12 5

D214 4.44 0 0 D15 9.1 0 0

D215 3.01 8.43 5 D16 9.47 0 5

1-15p1 D14 5.54 9.2 5 D17 9.47 0 10
D15 10.42 0 0 D18 7.32 3.21 15

D16 10.79 0 5 D19 422 9.21 20

D17 10.79 0 10 D213 5.4 412 5

D18 8.64 2.8 15 D214 7.72 0 0

D19 5.54 9.2 20 4-27p37 D16 11.96 0 5

3-9p7 c13 8.79 9.72 10 D17 9.87 24 10
C14 11.27 6.23 5 D18 9.53 25 15

c15 18.8 0 0 D19 8.39 4.71 20

c16 11.87 6.13 5 D213 9.67 7.35 5

c211 13.47 7.56 15 D214 16.99 0 0

c212 15.3 5.62 10 D215 10.54 5.93 5

c213 21.02 14 5 D324 7.04 49 5

c214 26.62 0 0 D325 9.1 0

c215 16.63 6.64 5 D326 8.6 5

3-13p3a c13 16.96 7.45 10 D327 7.4 7.8 10
c14 20.63 4.41 5 5 - 63p1 D15 3.44 0 0

c15 26.32 0 0 D16 3.29 0 5

c16 20.62 4.41 5 D214 3.25 1.26 0

c17 15.33 9 10 D215 4.87 8.88 15

c18 15.74 8.58 15 D325 3.9 0 5

c213 6.63 0 5 5 - 27p37 D13 5.93 7.49 10

c214 6.38 0 0 D14 7.16 5.01 5

c215 6.51 0 5 D15 11.81 0 0

C216 4.3 3.51 10 D16 10.73 1.22 5

3-13p3b c19 3.15 9.31 30 D17 8.64 2.77 10
C111 3.43 6.94 20 D18 8.3 5.68 15

c112 3.53 6.84 15 D19 7.16 8.01 20

c113 3.53 6.84 10 D213 8.44 435 5

c114 4.65 3.2 5 D214 15.76 0 0

c115 6.77 0 D215 9.31 6.77 5

c116 6.39 5 D324 8 6.1 5

c117 4.65 3.2 10 D325 10.2 0 0

c118 454 3.41 15 D326 8.5 0 5

c119 3.53 6.84 20 D327 7.2 8.8 10

c213 21.6 6.33 5 6 - 63p1 c15 3.42 0 0

c214 31.95 0 0 c16 3.39 0 5

c215 28.38 16 5 c212 3.22 0 10

c216 22.08 6.13 10 c213 3.19 0 5
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C217 19.49 8.07 15 C214 3.05 0 0
3 - 15p1 C14 5.82 3.3 5 C324 341 0 0
C15 7.85 0 0 C325 3.08 0 5
C16 5.69 3.41 5 6 - 27p37 C14 6.52 7.07 5
c17 4.12 7.45 10 C15 11.14 0 0
C211 5.22 4.61 15 C16 5.69 9.72 5
C212 3.92 9.72 10 c211 8.29 6.64 15
C213 6.85 0 5 C212 9.79 4.01 10
C214 6.22 0 0 C213 11.71 2 5
4 -63p1 D12 6.1 9.62 15 C214 15.71 0
D15 3.2 0 0 C215 11.14 5.22
D16 3.05 0 5 C216 10.23 6.94 10
D214 3.01 0 0 C217 9.24 7.25 15
D215 4.28 6.54 5 C218 8.08 8.79 20
D325 3.8 0 0 C323 8.2 0 5
D326 3.01 0 5 C324 8.8 0 0
4 -27p37 D13 7.16 7.15 10 C325 9.4 0 5
D14 8.39 4.71 5 C326 7.8 0 10
D15 13.04 0 0

5.6 Segregagao ambigua

Um dos pontos mais importantes para o estudo das caracteristicas de
distribuicado discreta é o teste de hipdtese genética que permite com uma margem
de erro concluir a respeito do padrao predominante de segregacao: se governado
por um, dois ou mais genes e o tipo de interacdo predominante entre genes e
alelos (SCHUSTER & CRUZ, 2004, LYNCH & WALSH, 1998, LIU, 1997). Neste
contexto, denomina-se segregacdo ambigua a impossibilidade de discriminagao
de duas ou mais hipdteses genéticas. A probabilidade de ocorréncia de
segregacao ambigua entre duas ou mais hipdteses genéticas distintas é
inversamente proporcional ao numero de individuos avaliados e a dissimilaridade
dos padrbes de segregagao comparados.

A nao rejeicao de uma hipdtese genética que nao representa o verdadeiro
mecanismo de heranga de uma caracteristica pode resultar em erros grosseiros e
conclusdes equivocadas. Visando caracterizar uma limitacdo do método proposto
e a importancia de experimentos de segregacao para o estudo de caracteristicas
oligogénicas, as hipoteses genéticas utilizadas para obtencado das funcdes de

verossimilhanca foram consideradas par a par segundo o numero de individuos
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necessarios para a sua discriminagao utilizando o método proposto por BARTLEY
(1961), descrito por LIU (1998) (Tabela 18).

Tabela 18: Numero de individuos necessarios para discriminagcao das hipoteses
genéticas produzidas pela segregacdo de um, dois e trés genes, com efeito,

epistatico em populacdes F2.

1p1 3p1 15p1 9p7 13p3a 63p1 27p37

A estatistica de Bartley estima o numero minimo de observagdes que
devem ser avaliadas para separar par a par as distribuicdes de probabilidade
de y* relacionadas com cada uma das hipéteses genéticas. Estas distribuicdes de

probabilidade sao tdo semelhantes quanto maior for a similaridade das proporgdes
genotipicas comparadas. A avaliagado da Tabela 15 mostra que algumas hipoteses
sdo extremamente dificeis de ser discriminadas de outras. A separacao categoérica
das hipoteses genéticas 9:7 de 27:37, por exemplo, necessita da analise de mais
de 15.000 observacdes.

Visando facilitar a interpretagdo dos dados, foi construido um dendrograma
utilizando o inverso do numero de individuos estimados pela estatistica de Bartley
como uma medida de dissimilaridade. Tal ferramenta grafica facilita a visualizagao
da relagédo entre as hipdteses e subsidia o planejamento de cruzamentos tendo
em vista principalmente a separagcdo das hipoteses governadas por diferentes

numeros de genes (Figura 2).
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235-15146 individuos

9:7 54-112 individuos

| 27:37 }_ 9-54 individuos
1:1 |

Il 3:1 -
13:3 |

I 15:1 1+
63:1

0 50 100

Figura 2- Dendrograma construido pela técnica de UPGMA a partir de matriz de
distancia estimadas através do inverso do numero de individuos necessarios
para separar duas hipoteses genéticas estimadas pela estatistica de
BARTLEY (1961) citado por LIU (2004).

Uma analise visual do dendrograma permite a discriminagdo dos pontos de
fusdo de grupos visando caracterizar as altas mudancas de nivel como
delimitadoras do numero minimo de individuos necessarios para a discriminagao
das hipéteses genéticas. Desta forma, as fusbes entre os grupos |, Il e lll serdo
interpretadas considerando as linhas transversais tracadas nos pontos de maior
mudanca de nivel, representados por A, B e C (Figura 2).

A linha C representa o ponto de maior mudancga de nivel que se caracteriza
pela discriminagcdo das hipdéteses 15:1 e 63:1 das restantes. O numero de
individuos considerados nesta linha (9-54 individuos) nao fornece subsidios para
concluir, nem mesmo, em relagdo ao numero de genes ou quanto ao mecanismo
predominante da heranca. Por outro lado, um aumento indiscriminado no tamanho
das populagdes pode se mostrar frustrante tendo em vista que a separagcdo de
algumas hipdteses pode exigir a avaliagdo de populagbes de tamanho bem
superior a 100 individuos. Além do par 9:7 e 27:37, as hipoteses 1:1 e 9.7, 1:1 e
27:37. 3:1 e 13:3, 3:1 e 27:37, 15:1 e 63:1 dependem da analise de mais de 100
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individuos para ser discriminadas.

Desconsiderando-se hipdteses genéticas semelhantes, observa-se que a
utiizacdo de 50-100 individuos em ensaios de segregagao piloto permite
separacdao das hipoteses menos similares. Limitacbes de natureza pratica
contribuem para que o numero de 50 individuos esteja proximo do limite da
quantidade avaliada em ensaios de segregagcdo de diversas culturas e que
alternativas devem ser consideradas visando a um aumento na confiabilidade dos
testes de segregacéo.

A nao rejeicdo de uma hipotese de segregacao pelo teste de qui-quadrado
pode ser obtida a partir de um numero relativamente pequeno de observagdes.
No entanto, a caracterizagdo da heranga e a opgao pela hipétese genética mais
provavel devem ser feitas a partir da analise de um conjunto de poucas familias ou
em funcao de milhares de individuos.

O elevado numero de individuos necessarios para a discriminacao entre
algumas hipoteses pode ser considerado injustificavel e de condugéo praticamente
impossivel na maioria das situagdes. Desta forma, a analise simultdnea de uma
rede de cruzamentos planejados visando avaliar a segregacao dos fatores
responsaveis pela heranga da caracteristica em familias aparentadas por meio da
avaliacdo de genitores interconectados parece ser a estratégia mais racional para
a determinagao da hipotese genética mais adequada.

Nesta estratégia, a informacao da segregacado de uma familia é utilizada em
complementaridade a de outras, caracterizando assim a natureza da resposta. A
Figura 3 € uma representacdo de uma rede de cruzamentos que objetiva, a partir
da analise de duas geracgdes, validar a heranga de caracteristicas oligogénicas,
explorando cruzamentos-teste e autofecundagdes. A identificagdo de individuos
completamente recessivos € questdo primordial nesta rede de cruzamentos. A
condigdo homozigota e recessiva destes individuos pode ser verificada por uma
unica geragdo por autofecundacdo. A avaliagio de uma progénie de
autofecundagao composta por apenas 6 individuos permite concluir em relacdo ao
carater homozigoto de um loco com probabilidade superior a 99%.

O tempo e a méao de obra necessaria para o desenvolvimento de uma rede
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de cruzamentos em espécies perenes faz este planejamento ainda mais
importante. Neste esquema, foram exploradas principalmente cruzamentos- teste
e autofecundagdes. No entanto, outras configuracbes também podiam ter sido
avaliadas, como familias de meios-irméaos.

A simples utilizacdo do critério da parcimbénia para definicdo de uma
hipotese genética, em que a opg¢ao pelo mais simples reflete uma expectativa do
pesquisador de maior probabilidade de acerto, pode ser extremamente traigoeira,
considerando, por exemplo, que uma hipdétese genética tdo simples quanto a
segregacao de um unico gene com proporcao esperada de 1:1 necessite de mais
de 500 observagdes para ser discriminada das hipéteses 9:7 (2 genes) e 27:37 (3
genes).

Visando elucidar o efeito da consideragdo de uma hipétese equivocada na
utilizacdo do método, foram realizadas avalia¢des utilizando populagdes simuladas

utilizadas para a detecgéo dos QTLs e recuperagao da informagao genémica.
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T:1

¥ observagies T observagies
Cruz.
Teste
3:1 2737 31
15.146 observagies | 619 observagbes A 41
T observagies 54 observagies
15 observagies 54 observagies

71 235 observagies 666 observages 1:1

99 observagies

T observagies 54 observagies

1° Geragio

Cruzamento
Teste

3:1 SEL
2° Geragéo

Figura 3 — Representagcdo esquematica do planejamento experimental de uma
rede de cruzamentos para elucidagao do padrao de heranca de caracteristicas
oligogénicas governadas por um , dois e trés genes. O heptagono interno
representa a 1° geracao e o externo a 2° geragao, sendo que o numero de
observagcbes necessarias para discriminar as hipoteses genéticas esta
representado por setas duplas nas cores: verde (7 observagdes), alaranjada

(54-99 observagdes) e vermelho (acima de 100 observacoes)
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5.7 - Erro na declaragao da hipétese genética

Dois tipos de erros estdo associados a um teste de hipdotese. O erro tipo |
associado a probabilidade de nao rejeitar uma hipotese quando esta é falsa,

denominada por « , e o erro tipo Il denominado por g, definido como a

probabilidade de nao rejeitar a hipotese nula quando esta é falsa (LIU, 1997).
Neste contexto, o poder do teste pode ser definido como a probabilidade de
rejeitar a hipotese nula quando a hipdtese alternativa é verdadeira. Visando
quantificar o efeito da adogao de uma hipétese genética equivocada para estudo,
foram simuladas 100 populagdes F2 constituidas por 200 individuos e 5
caracteristicas governadas por 2 genes de interagdo epistatica que produzem as
proporgdes 9:7, 13:3, 15:1 e governadas por 3 genes cujas interagbes epistaticas
produzem as proporgdes 63:1 e 27:37.

O sucesso na detecgao do loco QTL foi avaliado nas populagbes F2,
considerando simultaneamente o estabelecimento “a priori” da hipotese correta e
de hipoteses equivocas em relagdo a heranga da caracteristica oligogénica
(Tabela 19). Na diagonal da tabela encontram-se os resultados relativos a analise
com a escolha apropriada da hipotese genética e pode ser interpretada como a
acuracia do método frente as diferentes proporgdes epistaticas.

A proporgao epistatica que apresentou a menor acuracia foi proporgcéao 63:1.
Recomenda-se que populagbes constituidas de numero de individuos bastante
superior a 200 sejam avaliadas para caracterizar a heranga de caracteristicas com
esta proporcao. A baixa frequéncia de uma das classes dificulta a avaliagao dos
eventos meiodticos representativos da classe mais rara, fazendo com que as
estimativas de recombinagcdo e de deteccdo de QTL percam bastante de sua
acuracia.

A rigor foi considerado um valor de LODy,, igual a 2 na propor¢ao 63:1,
considerando a inadequacido do numero de individuos para analise desta classe.
As proporcoes de detecgdo mais acurada foram respectivamente: 9:7, 27:37, 13:3,
15:1 e 63:1.
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A interacdo epistatica 13:3 pode apresentar duas formas diferentes
dependendo do gene que se referéncia (A ou B, Tabela 1). A escolha pela
hipotese 13:3 equivocada impossibilita a detec¢gdo de um segundo ou terceiro loco
que eventualmente esteja controlando a expressao da caracteristica. A escolha
equivocada por interagdes epistaticas governadas por diferentes numeros de
genes também deve fazer com que fatores importantes sejam excluidos da
analise. Em geral, observa-se que a suposicdo de uma hipotese equivocada
resulta para o0 mapeamento em uma maior frequéncia de erros tipo | do que erros
tipo Il

Além da acuracia na detecgdo do QTL, uma das vantagens de optar pela
utilizacdo do M.M.C.O. é o de néo interferir na interpretacdo de uma heranca que
sabidamente é governada por poucos fatores de maior efeito. A avaliagao,
utilizando métodos quantitativos tradicionais de deteccdo de QTLs, dificulta a
caracterizagao da herancga oligogénica e pode levar o pesquisador a supor uma
heranga em relagdo a seu carater. Assim, entende-se que o aumento no poder do
teste associado a uma facilidade relativa de discriminagéo das propor¢des faz da
metodologia baseada em fung¢des de verossimilhanga uma alternativa bastante

atrativa para a caracterizagao da heranga das caracteristicas oligogénicas.
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Tabela 19 — Propor¢ao em 100 populagdes da rejeicdo da hipétese Ho de

segregacgao independente entre os locos responsaveis pela expressao e a

caracteristica oligogénica avaliada e de ocorréncia de erros tipo | e tipo Il

Loco Interagoes epistaticas
9p7 13p3 15p1 63p1** 27p37
A (C15) Howwcs tipol tipoll | Hogees Tipo | tipoll | Hogwes tipol tipoll | Hoeees tipo !  tipo Il | Howees tipol tipo Il
9p7 100 O 0 1 94 5 2 94 4 0 100 O 99 1 0
13p3 64 36 O 94 6 0 96 3 1 9 91 0 91 9 0
15p1 0 100 O 0O 100 O 90 10 O 68 14 18 2 98 0
63p1 0 100 O 9 91 O 68 14 18 | 73 27 O 0 100 O
27p37 99 1 0 91 9 0 2 98 0 0 100 O 98 2 0
9p7 13p3 15p1 63p1** 27p37
B (C214) Hoawow tipo | tipo Il | Hoauew Tipo ! tipo Il | Hoawew tipol tipoll | Hogues tipol tipo Il | Hoaew tipol tipo Il
9p7 100 O 0 64 36 O 2 94 40 0 100 O 99 1 0
13p3 69 31 O 94 6 0 0 929 1 0 100 O 48 52 0
15p1 0 100 O 0 29 1 90 10 O 68 14 18 2 98 O
63p1 0 100 O 0O 100 O 68 14 18 | 73 27 O 0 100 O
27p37 99 1 0 48 52 0 2 98 0 0 100 O 98 2 0
9p7 13p3 15p1 63p1** 27p37
C (C326) Howwce tipol tipoll | Hogues Tipo | tipoll | Hogues tipol Tipo Il | Howues tipo |  tipo Il | Howues tipol tipo Il
9p7 - - - - - - - - - - - - - - -
13p3 - - - - - - - - - - - - - - -
15p1 - - - - - - - - - - - - - - -
63p1 0 100 O 0O 100 O 0O 100 o0 73 27 O 0 100 O
27p37 0 100 O 0O 100 O 0O 100 O 0 100 O 98 2 0

** Pelo fato de uma das classes ser de ocorréncia rara € necessario a andlise de populagées de tamanho superior a 200

individuos para obtenc&o de valores de LOD superior a 3. O valor de LODmin igual a 2 foi considerado neste caso para a

confecgéo desta tabela.
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5.8. Estudo de heranca e detecgao de OTLs

Tradicionalmente considera-se que a caracterizagdo precisa da heranca
deve preceder os trabalhos de mapeamento e detecgcao de QTLs, uma vez que o
planejamento de cruzamentos, o estabelecimento de populagdes experimentais e
a escolha apropriada dos métodos de analise dependem do conhecimento a
respeito das propriedades da heranca.

Por outro lado, entende-se que a informacdo de marcadores moleculares
pode em muito contribuir para a deteccdo de fatores de maior efeito relacionado
com a expressao das caracteristicas previamente as analises de mapeamento e
detecgcdao de QTLs, subsidiando desta forma todas as pressuposicdes que o
pesquisador deve assegurar em suas analise, inclusive a da escolha correta da
hipotese genética. As analises realizadas com técnicas de detecgao de QTLs de
natureza simples, como a técnica de marca simples, por exemplo, mostram que
tais estratégias séo indicadas para a detecgdo de QTLs em analises iniciais e
exploratorias em que o rigor da caracterizagdo do QTL ndo € essencial, e que
somente em uma segunda etapa, técnicas mais acuradas como as fungdes de
verossimilhanga seriam utilizadas para deteccdo de locos de maior importancia
para a expressao de caracteristicas de natureza oligogénica.

Desta forma, um estudo de uma heranca poderia ser descrito em etapas
cComo se segue:

1- Estabelecimento de populagdes contrastantes para a caracteristica
oligogénica em questdo interconectadas por genitores em comum e
estabelecimento de populagdes autofecundadas a partir de genitores que
participam de maior numero de cruzamentos.

2- Analise exploratoria visando a caracterizagdo precisa do padrao de
heranga valendo-se das seguintes ferramentas:

2.1- Analise conjunta de populagdes interconectadas e progénies
autofecundadas:

2.3 - Analise utilizando marcadores moleculares: A utilizagdo de

marcadores moleculares espalhados por todo o genoma (1 marcador a cada 30
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cM) associado a analise exploratéria de marca simples favorece a identificagao
dos fatores mais importantes.

2.4 — Pressuposi¢ao de uma hipotese de heranca e utilizagcdo de técnicas
de maior acuracia para a detecgcdo e caracterizagdo do QTL, possivelmente
associado a avaliagdo de um maior numero de individuos de progénies

selecionadas.

6. CONCLUSOES

Além do método apresentado neste trabalho, outros também poderiam ser
utiizados para a deteccdo de caracteristicas oligogénicas. Algumas
caracteristicas contribuem para a investigagao de padrdes oligogénicos utilizando
a estratégia proposta visto que:

1- Permite caracterizar o padrao de heranga de uma caracteristica evitando
o erro de interpretar de maneira continua uma distribuicdo que sabidamente
possui classes;

2- Possui maior poder de teste que métodos exploratérios, tais como o
método da marca simples;

3- Nao necessita da informacéao prévia de mapeamento;

4- Nao é influenciada pela ocorréncia de dois QTLs no mesmo grupo de
ligagao;

5- Pode ser adequada para quaisquer tipos de populagdes e padroes de
segregagao; e

6- Agrega as vantagens dos estimadores de maxima verossimilhancga.
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