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RESUMO

FERREIRA, Eliel Alves, D.Sc., Universidade Feded® Vigosa, fevereiro de 2012.
Eficiéncia do tamanho de populagdes JFna analise de QTL. Orientador: Cosme
Damido Cruz. Coorientadores: Pedro Crescéncio Sd@emameiro e Leonardo Lopes
Bhering.

Desde os trabalhos realizados por Mendel, a geneétion se desenvolvendo rapidamente,
pois tém sido estabelecidas as relacOes entre ssmmmsS e genes, associagcdo entre
marcas moleculares as caracteristicas fenotigioastrucdo de mapas genéticos, detecgcéo
de genes controladores de caracteristicas quardgdQTL) entre outros, com o advento
da Genbmica. Para os estudos, utilizando marcadooéeculares, principalmente quando
se busca detectar QTL, o tamanho da populagcdcsérda importancia, pois quanto maior
a populacdo mais precisa serd a deteccdo. Outrtw pmportante é a prevencdo de
deteccdo de QTL fantasma, sendo este um falsavmositssim, objetivou-se, com este
trabalho, estudar a deteccdo de QTLs, por meio atlosd simulados, em diferentes
tamanhos populacionais referentes ao tamanho popoé e a prevencdo da deteccdo de
QTLs inexistentes em popula¢bes Para isto, foram simulados dois cenarios. Com o
intuito de verificar qual o tamanho de populacadmads eficiente para deteccdo de QTL,
foram simulados quatro tamanhos (200, 400, 600 @ iAdividuos) com as mesmas
caracteristicas, referentes ao primeiro cenari@ &aegundo, foi simulada uma populacao
de 1000 individuos com um gendtipo ficticio constib de quatro grupos de ligacdo com
dois QTLs em trés grupos, sendo que um nado cont@ma, para controle das
metodologias de deteccdo. Os grupos de ligacdo &, 2 continham dois QTLs,
contribuindo com 28% da caracteristica, um coninithe com 28% e outro com 5% e dois
contribuindo com 5% da caracteristica, respectivaené’ara a detec¢do dos QTLs foram
utilizadas as metodologias da marca simples, ialergimples e intervalo composto,
quando necessario. Foram observados que quantad magmnanho da populacdo mais
precisa € a deteccado e o posicionamento do QTlamor a de 1000 individuos obteve os
melhores resultados. Em relacdo ao segundo cefdirigerificado que a metodologia de
intervalo composto melhora a ndo deteccao de Qmtasana e que quanto menor for a

contribuicdo dos QTLs maior sera a probabilidaderdmntrar QTL fantasma.
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ABSTRACT

FERREIRA, Eliel Alves, D.Sc., Universidade Fedetal Vicosa, February, 201TLs
detection in F, population arising of simulation data. Adviser: Cosme Damiao Cruz.
Co-advisers: Pedro Crescéncio Souza Carneiro amaarédo Lopes Bhering.

Sincethe work done by Mendel, geneticshas beenvelagng quickly.
Were established relations between chromosomes gades, the molecular markers
association and phenotypic characteristics, praolucof gene maps, detection of genes
controlling quantitative traits (QTL), among othergh the advent of genomics.
Studies using molecular markers, especially wheeeks to detect QTL, population size is
of paramount importance, because the higher thalgtpn the more accurate detection.
Another important point is to prevent ghost QTLes#ibn, which is a false positive. The
objective this work was to study the QTLs detectiasing simulated data, referent to
population size and prevention of ghost QTLs4n populations. Two scenarios
were simulated. zTo determine what population sige more efficient, four sizes were
simulated (200, 400, 600 and 1000 individuals) witte same characteristics, for the
first scenario. Were simulated, for the second agena population of 1000 individuals. It
was simulated a genotype with four linkage groupstaining two QTLs in three groups
andin one group does not contain QTL. Inlinkageougs1l, 2 and 3,
contained two QTLs of large effect, one large ane o small end
and two small effect, respectively. For QTLs datettit were used the methodologies
of simple mark, simple and composite interval. Wenbserved that the larger the
population size, the better  was positioning of Cand therefore that
of 1000 individuals achieved the best results.him decond scenario, it was found that the
method of composite interval is more effective ireyenting ghost QTL and that the

smaller the effect of the QTL more probability fighost QTL.
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1. INTRODUCAO GERAL

Desde o final do século XIX e inicio do século X¥grios pesquisadores
estudaram os mecanismos da heranca, tomando per dodsabalho proposto por
Mendel. Esses estudos também estabeleceram aSeelagtre cromossomos e genes.
Com o aprimoramento dos conhecimentos, mais takliergan percebeu que a
proporcéao da progénie recombinante variava bastarfeop6s que estas variagcdes, de
alguma forma, refletiam a distancia entre os geresromossomo. Em 1913, A.H.
Sturtevant, interpretando dados oriundos da segfiegde genes ligados, sugeriu 0 uso
da porcentagem de recombinantes como indicadottitatawo da distancia linear entre
dois genes na construcdo de mapas genéticos. Batil® 0 mapeamento tornou-se,
rapidamente, uma poderosa ferramenta para o0s getedi Estes mapas eram
fundamentados em marcadores morfoldgicos e citwddgisendo limitado, mas a partir
da década de 80, com o advento dos marcadores de ®Mapeamento genético
tornou-se ilimitado para praticamente todas ascspé

Apols a construcdo dos mapas geneéticos, foram camtds regides nas quais
encontram-se genes com efeitos genéticos aditd@minantes e epistaticos, e estas
regibes sdo denominadas de QTQudntitative Trait Locis). A sua identificacdo é
realizada por meio de experimentos que envolvemftnétes de variacao: estrutura de
pedigree, informacdes de marcadores molecularesaios.

Normalmente as caracteristicas de maior importareggondmica sao
guantitativas, podendo ser controladas por um asg Q&L localizados no mesmo ou
em cromossomos diferentes, dificultando o procedeo selecdo. Diante dessas
dificuldades houve a necessidade de maior aprinersmesta area, surgindo, assim, a
Genobmica.

Genbmica é a denominacdo dada a ciéncia que estggnoma de forma
completa, pela interacdo de varias areas tradisiod@ genética, como a Genética
Mendeliana, a Citogenética, a Genética MoleculaiGemética de Populacdes e a
Genética Quantitativa, incluindo também a ciéncéa abmputacdo e o0s sistemas
automatizados. Os profissionais que tratam da geadatuam em pelo menos trés
areas, quais sejam: na Genética Classica, em questilados os marcadores genéticos
e feitas as andlises de ligacdo, o ordenament@eloss, 0 mapeamento genético e o
mapeamento de QTLsS; na Informatica Genémica, queste na formacéo de banco de
dados, em que se realizam as comparacgdes de segu€ise promove a comparagao de



dados e automacdo de maneira geral; nas Analisesqi€ncia de DNA, em que sao
realizados 0s sequenciamentos, os alinhamentos eoraparacdes de sequéncias
(SCHUSTER; CRUZ, 2008).

A Genbmica é uma ferramenta importante no melhanéamepois com esta
tecnologia se consegue identificar e posicionarTd Qe interesse, possibilitando o
melhoramento assistido por marcadores moleculfasm que este tenha sucesso €&
importante que a deteccdo e o posicionamento do §gJdm confiaveis, ao contrario
pode-se perder tempo e recursos financeiros. Aaaéic na identificacdo e no
posicionamento desses depende, diretamente, dag@iuwlo genoma, do tamanho da
populacdo e da metodologia aplicada a deteccadortde Q

Em relacdo ao tamanho das populacbes para mapeansdiot encontrados
trabalhos na literatura, por meio de simulacdo,rqaaperam os mapas de ligacdo com
populacdes a partir de 100 individuos, dependeralsaturacdo do genoma e da
estrutura da populacdo. Apesar deste tamanho mecupe grupos de ligacdo, ndo se
sabe se sao eficientes para detectar e posicioFlarg@is o tamanho populacional para
deteccado de QTL é pouco estudado.

Outro ponto importante a ser considerado é a mktgdode deteccdo de QTL,
principalmente quando existem mais de um QTL papgrde ligacdo. A metodologia
de intervalo simples detecta e posiciona o QTL aten& eficiente. Entretanto, este
meétodo avalia um intervalo de cada vez, sem cor@iderestante da informacao do
genoma, podendo apresentar problemas na detecgdolayexistirem outros QTLs.
Assim, quando multiplos QTLs estdo presentes, whlpma comum é a observacgéo de
varios falsos positivos, denominados de QTL fantag®CHUSTER; CRUZ, 2008;
JANGARELLI et al., 2011).

Do exposto, objetivou-se, com este trabalho, odestla deteccéo, localizacéo,
efeito e importancia de QTL, por meio de dados Edas, em relacdo a diferentes
tamanhos populacionais e a prevencdo da deteccd@Tlte inexistentes, ou QTLs

fantasmas, em populacoes F



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mapeamento Genético

No final do século XIX, Hugo de Vries, Carl Correm€rick von Tschermak-
Seysenegg realizaram inUmeras pesquisas a fimcthrezser os mecanismos basicos da
heranca, tomando por base o trabalho proposto pod®. W. Suton e T. Boveri, em
1902, estabeleceram a relacdo entre cromossonabsrestf mendelianos (genes). JA W.
Bateson, E.R. Saunders e R.C. Punnet, também eg) diéthonstraram, em ervilha-
doce, que as segregacOes das caracteristicas ttor edormato do pdlen ndo ocorriam
de forma independente (LANDER; WEINBERG, 2000).

Em 1910, T.H. Morgan e colaboradores, trabalhandon drosophila
melanogaster, observaram distor¢des da segunda lei de Meneéskdforma, sugeriram
qgue alguns genes estariam situados no mesmo cromoss que durante a meiose,
ocasionalmente, ocorreriam, entre os homologosasrale segmentos denominados
crossing-over ou permuta. Ao observar que as pgdpsrdas progénies recombinantes
variavam consideravelmente, propuseram que estaac®as, de alguma forma,
refletiam a distancia entre os genes no cromossdino. 1913, A.H. Sturtevant,
interpretando dados oriundos da segregacdo de dmyass, sugeriu 0 uso da
porcentagem de recombinantes como indicador gaawtitda distancia linear entre
dois genes na construgdo de mapas genéticos. G magstravam que a posicao dos
genes correspondia a sua ordem linear nos cromossoAssim, 0 conceito de
localizacdo dos genes em uma ordem linear pass@erancorporado a teoria
cromossOmica da heranca (GRIFFITHS et al., 1998).

O mapeamento genético tornou-se, rapidamente, wahergsa ferramenta para
0S geneticistas, embora a prova definitiva da #@s®c entre mapas de ligacdo e
cromossomos tenha vindo mais tarde, com os estedbsados por B. McClintock em
cromossomos de milho. Creighton; McClintock (198&monstraram que o crossing-
over é resultado de troca entre segmentos cromass€im

Primeiramente, para a constru¢cdo do mapa genéiooselecionados aqueles
marcadores que apresentam polimorfismo. Pararesiiza-se o teste de segregacao na
andlise individual das marcas por meio da estzgiste qui-quadradgef). O objetivo
da triagem dos marcadores genéticos e o0s testesedgegacdo € selecionar
adequadamente os marcadores que apresentam aénfriegunendelianas esperadas de

um unico loco em uma populagdo. A ocorréncia deegegdo distorcida significativa
3



indica que o modelo genético adotado pode serapaipdo, que os dados séo de baixa
qualidade ou que o processo de amostragem nae&bdao (LIU, 1998).

Vale ressaltar que quando se realizam testes dosjde segregacao para varias
marcas, € necessario estabelecer um nivel critecosignificAncia que reduza a
probabilidade de rejeicdo de uma hipGtese verdadgssim, recomenda-se a utilizacdo
da correcdo de Bonferroni. Esta correcdo tem pqgetiob fixar um nivel de
significanciaor para o experimento. Para isso, deve-se estimaebde significancia
para cada teste que proporcione o nivel de signifiaar desejado para o experimento.
(SCHUSTER; CRUZ, 2008).

Segundo Alzate-Marin et al. (2005), uma das etapsgs importantes no uso de
marcadores moleculares € o estabelecimento daéocetatgre um dado marcador e um
Locos de Caracteristicas Quantitativas (QTL - Qtetivte Trait Loci) de interesse. Esta
€ uma etapa trabalhosa, sendo um dos motivos difstaldade o fenbmeno de
recombinacdo entre as regides que circunvizinhdotm de interesse, que podem ser
distintas, mesmo entre materiais genéticos apatestaPortanto, um marcador
polimorfico entre os genitores A e B pode ndo sdinrfico entre A e C. Logo, para
cada cruzamento, marcadores especificos deverdesgificados. Em muitos casos, no
entanto, um mesmo marcador pode ser Util em dilesepopulacdes derivadas de
diferentes cruzamentos.

Apos a estimacdo das frequéncias de recombinad¢fdémese os grupos de
ligacdo. Para isto, primeiramente precisa-se estamafrequéncias de recombinacao
entre os pares de locos. Dois marcadores sdo evadasb ligados quando a frequéncia
de recombinacao entre eles for inferior a um limpitedefinido e o LOD for superior a
um limite também pré-definido. De maneira gerah) ®8do comumente adotado como
critério valores deqaxigual a 30 centimorgans (cM) e L@Rigual a 3. As frequéncias
de recombinacdo podem ser estimadas pelos métalogerdssimilhanca (usando
algoritmo gréfico, iterativo de Newton-Raphson osperanca e maximizacao) e
Bayesiano (SCHUSTER; CRUZ, 2008; TOLEDO et al.,00

Um importante fato no mapeamento é a falta devédtiile das frequéncias de
recombinacdo, o que levou ao desenvolvimento dagHés de mapeamento. Elas séo
utilizadas para converter frequéncias de recombBmagxpressas em unidades de mapa
(cM), em medidas de distancias com propriedadess niaeressantes para o
ordenamento dos locos. As mais conhecidas sdo ataldane (1919) e de Kosambi
(1944). A funcdo de Haldane admite a independédam permutas nos intervalos



adjacentes, enquanto a funcdo de Kosambi consalénderferéncia. Sabe-se que a
coincidéncia € um valor definido no intervalo de<@ < 1 e que, quanto menor a
frequéncia de recombinagamaior a interferéncia. Dessa forma, Kossambi (1944
considera que c pode ser expresso por 2r. Uma semaelas as frequéncias de
recombinacdo entre os pares de locos e os grupdgjaEio formados, portanto,
verifica-se qual é a melhor ordem das n marcasgngzos de ligacdo (SCHUSTER;
CRUZ, 2008).

A maioria dos trabalhos encontrados na literatueégrentes a mapeamento,
utiliza populacdo de mapeamento do tipg HONKATUKIA et al., 2011,
MCCLOSKY et al., 2011; SILVA et al., 2011; YAN etl.,a2009; MASOJE;
MILCZARSKI, 2009; PIRES et al. 2005). Também forarificados trabalhos com
populacdo de RILs (BALASUBRAMANIAN et al.,, 2009; §EC et al.,, 2009;
GHANDILYAN et al., 2009), retrocruzamentos (JIANG al., 2009; EMEBIRI et
al.,2009), familias de irméaos completos (CHIANGakt 2011; COBAT et al., 2011;
ROSADO et al., 2010; PEIXOTO et al. 2009; BHERINGRUZ, 2008) e familias de
meio-irmaos (PEIXOTO et al. 2009; SILVA et al., 300

2.2. Populacdes de mapeamento

Os QTLs sao regides do genoma que contém poucasuitios genes com
efeitos genéticos aditivos, dominantes e epistati@o identificacdo dessas regides
permite identificar genes que controlam, parcial®eou num todo, caracteristicas
fenotipicas (LIU, 1998; PAIXAO et al., 2008).

Em estudos de mapeamento, visando a deteccdo de &Hstrutura das
populacdes, as informagBes dos marcadores molesutados fenotipos sédo de suma
importancia. Por meio dessas informacdes, foranerdedvidas varias metodologias
visando o mapeamento e a deteccdo de QTL. A femddiddessas metodologias é
responder algumas questdes como: numero de QTLo e®@&cao e magnitude do seu
efeito, facilitando a manipulacdo dessas informacGeara o melhoramento
(GONCALVES et al., 2005).

Para identificacdo de marcadores ligados as caistatas de interesse é
necessdaria a disponibilidade de populacbes sedesgahld varias estruturas de
populacdes oriundas de cruzamentos controladodpsgre as mais utilizadas sag; F



retrocruzamento, duplo hapléides e linhagens endmg& recombinantes (RILS)
(ALZATE-MARIN et al., 2005).

Uma populacédo oriunda de cruzamento controlado gedesegar em diversas
proporgdes, sendo que as mais comuns sao (SCHUSIEBZ, 2008):

a) Segregacao 1:1 para os marcadores Mm e mm, conprobabilidade
de obter Mm, ou mm, ao se avaliar uma populacée 6,8, para as
populacdes de retrocruzamento;

b) Segregacao 1:1 para os marcadores MM e mm, compuohabilidade
de obter MM, ou mm, ao se avaliar uma populacae® &,8, para as
populacdes RILs e duplo hapléides;

c) Segregacdo 3:1 para os marcadores M_ e mm, paraadoaes
dominantes em popula¢cbes Neste caso, ndo é possivel diferenciar os
genotipos MM e Mm;

d) Segregacado 1:2:1 para os marcadores MM, Mm e mra, rparcadores
codominantes em populacdes Besta forma diferencia-se os gendtipos
MM, Mm e mm.

Além das populacdes de cruzamento controlado, pata tipo de estudo
também pode ser utilizado populacdes exogamicaas Emmbém sdo conhecidas como
populacdes naturais e podem ser geradas por avasats preferenciais,
autofecundacéo ou por acasalamento ao acaso. Eoedgpopulacdes exogamicas sao
as familias de irmédos completos e de meio-irmédopuldc¢des geradas de uma Unica
planta polinizada por muitas fontes de pdolen desecidas ou parcialmente conhecidas
sao familias de meio-irméos e quando se sabe anomy podlen € denominado familia
de irmédos completos. Outro tipo de populacdo niateamum no reino vegetal, é

gerado pela combinacédo de polinizacdo ao acastwpadinizacao (LIU, 1998).
2.2.1. Metodologias para deteccdo de QTL
2.2.1.1. Método da marca simples
Em populacdes de cruzamentos controlados ha yamaedimentos estatisticos
para determinar se um gene esta ligado a um lococanh@ar. A metodologia conhecida

como BSA - Bulked Segregant Analysis (ARNHEIM et 4B85; MICHELMORE et

al., 1991), ou adlises de bulks segregantes, € normalmente utilipada deteccéo de



genes que controlam caracteristicas de herancaetisras simples. E considerado o
processo mais direto de deteccdo de um marcadwiads a um QTL, pois trata-se de
procedimentos baseados na selecdo prévia de meesathm sentido de otimizar o
mapeamento de regides flanqueando locos de caaotg@ntitativos. Este método
consiste em estabelecer dois grupos de individupartir de pontos extremos de uma
populacdo segregante para um carater quantitativent@o, avaliar a ocorréncia de
polimorfismo em locos de marcadores moleculareg & grupos (TANKSLEY, 1993;
SCHUSTER; CRUZ, 2008).

A vantagem da andlise de extremos é o menor gastentpo e de recursos nas
analises de marcadores. As desvantagens destaseasdld: necessidade de maior
namero de individuos segregantes a ser analisaa@s fpnotipos quantitativos que
possibilitam coletas suficientes nos extremos ddriduicdo; embora a andlise da
distribuicdo de extremos seja eficiente para détede ligagéo entre os locos marcados
e 0 QTL, ela é pouco eficiente na determinacao fdéos individuais dos QTLS;
normalmente é impraticavel o uso da distribuicd® eldremos para mapear mais de um
carater quantitativo quando os individuos com fiodtextremos para um carater nao
representam os extremos do outro carater (TANKSLI®®3).

A associacao entre marcadores moleculares e QTds per evidenciada, de
forma mais precisa, por meio das seguintes metg@daoTeste t, andlise de variancia
(ANOVA), regressao linear e maxima verossimilham¢analise de QTLs pelo método
teste t é realizada para populagfes de retrocruzaniILs e duplo-haplbide. Por este
método, a analise de associacdo das marcas édzalipr meio de comparagdo entre
meédias. Para essas analises nao havera efeitordadoasobre a caracteristica quando
nao existir ligacdo entre o QTL e o marcador, ga,se0,5 (SCHUSTER; CRUZ,
2008).

Ghandilyan et. al (2009), com o objetivo de vedafidQQTLs referentes ao
acumulo de nutrientes ewrabidopsis thaliana, fizeram o mapeamento de quatro
populacdes RIL (Landsberg, Eringsboda-1, Kondar@&néwerp). As analises de
deteccdo de QTL foram realizadas por analise dén@a (ANOVA) e pelo teste t.
Estes mesmos métodos foram utilizados por Prudeal 2009).

Para verificar se ha existéncia de ligacdo entremarcador e um QTL, por
meio da andlise de regresséo linear, deve-se iatréfsgores para o gendtipo do
marcador e faz-se analise de regressao do valotifig@o da caracteristica (variavel
dependente) em relacdo aos escores (variavel indepee). O efeito significativo da



regressdo podera indicar existéncia de associagé® @ marcador e a caracteristica, e
esta associacdo é dada pela ligacdo genética®@EL e o marcador. O valor do
coeficiente de determinacdo?jRla regressdo é a proporcdo da variacdo fenotigica
caracteristica, explicada pelo marcador (SCHUSTER)Z, 2008).

Assim, é considerado o modelo:

Yi = Bo + B1X1j + B2Xz; + €

sendo,

Y; € o valor da caracteristica quantitativa avaliadaj-ésimo individuo da
populacao F

X, € o codigo do marcado para o efeito aditivo (AA,Aa =0 e aa = -1);

X,; € o cadigo do marcado para o efeito dominantefAnAa = 1 e aa = 0);

B, € o intercepto (média da caracteristica);

B1 € o coeficiente de regressao associado ao etittoca

B,€ o coeficiente de regressdo associado ao efaiindate; e

g; € o erro aleatdrio manifestado na caracteristgaésimo individuo.

Com objetivo de estudar a heterose ao nivel matabhdlisc et al. (2009)
cruzaram duas populacdes Alabidopsis thaliana (Col-0 e Col 24) e obtiveram uma
populacdo de RIL com 369 linhagens. Avaliam-se B#S e 732 retrocruzamentos
com os pais 1 e 2 e para a deteccdo de QTL fazadd a metodologia de regresséo.
Verificam-se varios trabalhos que utilizam esteadét(MIGNON et al., 2009; SHEN
et al., 2009; ETGES et al., 2009; COUTO et al., RRODRIGUES et al., 2010).

Outro método de verificar a ligacdo entre marcaseocutares e QTL é o da
maxima verossimilhanca. As propriedades deste métddram estudadas,
primeiramente, por Fisher (1921) e é largamenigadio na estimacdo de parametros
em genética quantitativa e na genética humana. &famento genético, este método é
empregado tanto para obtencéo de estimativas giaéineia de recombinacao entre dois
locos de heranca simples quanto para calculos tmatisas de parametros no
mapeamento de QTL. Para o mapeamento, por meio émdm da maxima
verossimilhanca, as observagdes podem ser tomadgsathjuer uma das classes (QQ,
Qq e qq) e assume-se que dentro de cada classtibuitdo € normal (CRUZ et al.,
2009).



2.2.1.2. Método de estudo de QTL por analise de arivalo

O mapeamento pela metodologia da marca simples,ngaeutiliza o mapa
genético, é eficiente quanto a deteccdo se hé&ligagtre a marca molecular e 0 QTL,
entretanto ndo permite a localizacdo de sua pasR&mte disto, Lander; Botstein
(1989) propuseram a metodologia de mapeamentonpawvalo {(nterval mapping). A
ideia dos autores era utilizar um par de marcadwe® unidade de anélise, e ndo um
anico marcador. Esta € a base da maioria dos ng&tddomapeamento de QTLsS
utilizados atualmente (CRUZ et al., 2009).

Para a realizacao da analise de mapeamento pordld, € necessario conhecer
as distancias entre os marcadorgseM\h, ou seja, € preciso dispor, antes da analise de
associagcdo com o QTL, do mapa de ligacdo dos naemdSe as distancias no mapa
de ligacéo estiverem em porcentagem de recombin&{d® poderdo ser facilmente
transformadas, utilizando-se determinada funcaoalgeamento (CRUZ et al., 2009).

O método desenvolvido por Lander; Botstein (198%)a a possibilidade de
ocorréncia de um QTL em uma série de posi¢cdesaldetum intervalo. Estes autores
utilizaram a metodologia de méaxima verossimilhapgea estimacdo dos parametros.
Embora esta metodologia produza estimativas cemées dos parametros e permita
realizar teste de hipdteses, 0s programas compuotasi requeridos para iSso
necessitam realizar muitas etapas dos meétodos maséterativos para maximizar a
verossimilhanca. Esse método pode se tornar incpregi se o modelo incluir varios
QTLs. Em 1992Halley e Knott, Martinez e Curnow e Moreno-Gongapresentaram
um modelo de mapeamento baseado em regressdo (siemles e mdltipla). A
regressdo do valor observado do fendtipo a um ntmjue possiveis genotipos
possibilita estimar a ocorréncia em cada posicaQ b entre dois marcadores. Nesta
regressao, cada possivel genétipo, para o QTLupossa probabilidade de ocorréncia
em funcéo de sua localizac&o no intervalo (SCHUSTERUJZ, 2008).

O modelo de regressao para método de deteccdao lde §@F intervalo simples

em populacdo € dado por:

YV =p+axi +dz +¢

sendo,

Y; € o valor da caracteristica Y no individuo j;



u é a média da caracteristica da populacao;

a é o efeito aditivo do loco que esta sendo estudaldre a caracteristica,

d &€ o efeito de dominancia do loco que esta serstada&do sobre a
caracteristica;

x; ez; sdo as variaveis condicionadoras e dependentesgeiodtipos dos

marcadores que flanqueiam o QTL, no individuo j; e

gj € o erro aleatdrio.

Outra forma de realizar analise de QTL é por ma®metodologias bayesianas,
gue sado chamadas de mapeamento por intervalo aagesiBIM, Bayesian Interval
Mapping - (TOLEDO et. al, 2008; ROCHA et al., 2010)

A abordagem bayesiana permite combinar a verossmgh dos dados
fenotipicos com distribuicdes a priori atribuidatdas as quantidades desconhecidas
no modelo (numero, localizagdo no genoma e efgéogticos dos QTLs) de forma a
fornecer distribuicbes a posteriori a respeito aesguantidades. Métodos de
mapeamento bayesiano podem incorporar a incerééai@va ao numero desconhecido
de QTLs na analise; essa incerteza, no entantdfaesn complicacdes na obtencdo da
amostra da distribuicdo conjunta a posteriori, w@a que a dimensao do espaco do
modelo pode variar. O método utiliza algoritmo Motarlo via Cadeia de Markov
com Saltos Reversiveis (MCMC-SR), proposto por Gré995), € uma excelente
ferramenta para explorar a distribuicdo conjuntgasteriori nesse contexto. A
utilizacdo de metodologias bayesianas tem se torffigdjuente nas aplicagcbes em
Genética, principalmente em mapeamento de QTLsdosamarcadores moleculares
(SILVA; LEANDRO, 2009).

As analises de deteccdo de QTL por intervalo sispéo considera o restante
da informagdo do genoma, podendo apresentar prablem sua deteccdo. Visando
corrigir este problema, Zeng (1993) prop6s um n@tgde considera outras marcas,
além das do intervalo. E importante salientar quechisdo de marcadores que n&o
estdo associados com a caracteristica pode lavaraumento na variancia residual, ao
invés de reducdo. Portanto, o ideal € que se aitidipenas um subconjunto de
marcadores selecionados como cofatores (c), qae s#itizados na analise (CRUZ et
al., 2009). Este método proposto por Zeng (1993) denominado de intervalo

composto.
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O modelo de regressdo para método de deteccdo ds Qdr intervalo

composto em populacée € dado por:

Y, = [w+ ax; + dZ]T*] + Z bixy; + &

k#i,i+1

sendo,

y; € o valor da caracteristica y no individuo j;

xy;j € 0 escore do marcador k no individuo j (AA=1, Baaa=-1);

b, € o coeficiente de regressao parcial do fenétipom o k-ésimo marcador;

&j € 0 erro aleatorio;

O termo entre colchetes é o mesmo apresentado delonde regresséao para

mapeamento de intervalo simples.

Essas metodologias de deteccdo de QTLs por inteffiembm amplamente
difundidas e hoje sao as mais utilizadas nas pessjuVerificam-se, na literatura, varios
trabalhos que utilizam a metodologia de intervaimptes (BRAS et al., 2011;
BOROVSKY; PARAN, 2011; SOUSA et al.,, 2011; RODRIGEEet al. 2010;
CHAKRABORTY; ZENG, 2011) e composto (YUAN et alQ21; LU et al., 2011; LIU
et al., 2011; DING et al., 2011).

2.4. Tamanho de populagéo para deteccao de QTL

O tamanho da populacédo € de extrema importanciastutdos relacionados a
mapeamento e deteccdo de QTL. A resolucdo do maapapacidade de se determinar
em grupos de ligacdes e a posicdo do QTL estadadiemte relacionadas com o
namero de individuos genotipados e de marcadosers. Young (1994), amostras de
tamanho reduzido — menos de 50 individuos — poo@oam baixa resolucdo no
mapeamento e tornam dificil a deteccdo de QTLs elpugno efeito. No entanto,
atualmente verifica-se que a maioria dos traballeodeteccéo de QTL utiliza tamanhos

populacionais superiores a este.
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Tanto o tamanho de populacdo quanto o nimero deasm@ara representacao
de cromossomos em grupos de ligacao ainda nacesdadfinidos e ha falta de padréo
para a analise de dados em trabalhos de mapeaendateccédo de QTL (CRUZ, 2006).

Silva (2005), pesquisando o tamanho ideal para ampeto em populacoes
RILs por meio de estudo de simulacdo de dadosjoaval influéncia do niumero de
individuos na populacdo segregante sobre o mapéamerefeito da saturacdo do
genoma por marcas sobre o mapeamento e 0 numegoaatede individuos a ser
utilizados. Para isso, geraram genomas com niegatliracdo de 5, 10 e 20 cM com
231, 121 e 66 marcadores, respectivamente. Para satliracdo foram geradas
populacdes de tamanhos 50, 100, 154, 200, 300¢ B individuos. Neste trabalho,
avaliaram-se o numero de grupos de ligacdo e deas@or grupo, tamanho de grupo
de ligacdo, distancias adjacentes, inversdo dasama grau de concordancia das
distancias nos mapas com os originais (dada p#ieses). Assim, concluiu-se que para
obtencdo de mapas confiaveis de populacdo RILs-sksveecessariamente, levar em
consideracdo o tamanho da populacdo e o numeraosadms. Resultados confiaveis
foram obtidos a partir dos seguintes tamanhos: 1@ e 500 individuos, nas
saturacdes de 5, 10 e 20 cM, respectivamente.

Trabalho semelhante foi realizado por Bhering; (i2208), que avaliaram o
tamanho otimo de populagdes em familias de irméogpletos por meio de simulagdes
de genomas e quatro tamanhos de populac¢des (1004@0D e 600 individuos) do tipo
completamente informativas e ndo completamentanrdbvas, com saturagdo de 10
cM. Para isto, foram avaliados o numero e tamanlgogrupos de ligacdo, distancias
entre marcas adjacentes, variancias destas de$amdtresse e inversdes nas posicoes
das marcas. Concluiram que, para populacdes canpate informativas, o tamanho
populacional de 200 individuos € suficiente pamuperar as informacgdes originais;
contudo, para a populacdo ndo completamente infMana@ necesséria a utilizacéo de
uma populacdo maior, de 600 individuos.

Vale ressaltar que esses estudos demonstram osh@asnaninimos necessarios
para a recuperacéo das informac¢des genOmicasomdass ao mapeamento. ISSO nao
quer dizer que estes tamanhos sédo ideais paradetde QTL nestas populacdes.

Yan et al. (2009) estudaram, por meio de simulad#erentes tamanhos de
populacdes Fe herdabilidades. Para este trabalho foram siroslags tamanhos de
populacdes (50, 100 e 200 individuos) e trés ditese herdabilidades (5%, 10% e
20%). O tamanho dos cromossomos simulado foi decM)Osendo que a posi¢éao do
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QTL foi a 55 cM. Verificou-se que quanto maior mtnho da popula¢do, maior sera o
poder de deteccao do QTL; o mesmo ocorre com abidicthde.

Verificam-se na literatura poucos trabalhos queudssh a eficiéncia dos
tamanhos populacionais para obtencdo de mapas dkdagle (SILVA, 2005;
BHERING; CRUZ, 2008) e deteccdo de QTL (YAN et &009). No entanto, sdo
encontrados trabalhos de deteccdo de QTL utilizarddms tamanhos de populacéo
desde inferiores a 100 até mais de 1000 individiamdép em populacdes oriundas de
cruzamento controlado quanto de populagdes exoga&mic

Foram encontrados varios trabalhos visando a diete QTLs em populagbes
F, com diversos tamanhos de populacdo. Verificarampaggulacbes com até 200
individuos (COUTO et al., 2010; BRAS et al.,, 208NTOS, 2010; ROCHA et al.,
2010; BOROVSKY; PARAN, 2011; LU et al., 2011; YUA&t al., 2011), entre 201 e
500 (RODRIGUES et al., 2010; DING et al., 2011; &M et al., 2011) e mais de 500
(TORTEREAU et al., 2011; SOUSA et al., 2011).

Em relacdo as populacbes exogamicas foram verificativersos tamanhos
populacionais, com menos de 100 (TONG et al., 268111VA et al., 2005), entre 101 e
200 (ROSADO et al., 2010), entre 201 e 1000 (ALAMak, 2011; CHIANG et al.,
2011; ZHENG et al., 2006) e mais de 1000 individiRA&MOS et al., 2011; KOING et
al., 2010) para estudos de deteccao de QTL.

2.5. Deteccéo de QTLs fantasmas

Em 1989, Lander e Botstein propuseram a metodoldgianapeamento por
intervalo. Este método utiliza, para analise, méwoas adjacentes flanqueando um
possivel QTL, permitindo, dessa forma, o aumentpodter de deteccdo e precisdo nas
estimativas dos efeitos e nas posi¢cdes do QTLetamto, 0 mapeamento por intervalo,
que avalia um intervalo de cada vez sem consideragstante da informacao do
genoma, pode apresentar problemas na deteccaoogexistem outros QTLs de grande
efeito no mesmo ou em outros grupos de ligacdoséoemdo, ndo hd como determinar
se o efeito significativo observado é devido a wnawarios QTLs. Além disso, quando
multiplos QTLs estdo presentes, um problema comuwnoBservacdo de varios falsos
positivos, ou seja, sdo detectados QTLs inexistedenominados de QTLs fantasmas.
A deteccao destes QTLs ocorre devido ao erro T{pgjeitar uma hipotese de nulidade

verdadeira — ndo existéncia de QTL associada aapaportanto, quanto maior a
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magnitude do nivel de significAncia, menor é a ibikdiade atribuida & associagéo
entre marcador e QTL (SCHUSTER; CRUZ, 2008; JANGAREet al., 2011).

O mapeamento por intervalo simples pode apresenpaoblema de identificar
QTLs fantasmas. Visando eliminar este efeito, Z¢h993) propds métodos que
combinam mapeamento por intervalo e regressaorlingdtipla, denominado de
mapeamento por intervalo composto (CIM). A printigaracteristica destes métodos é
evitar que um QTL presente em qualquer posicdoethomga interfira no mapeamento
do QTL no intervalo considerado (LAPERUTA, 2011).

O numero de marcadores utilizados e o tamanho galggio avaliada séo
fatores relevantes para obtencdo de associacdecsiivas entre marcadores e QTL.
A utilizacdo de poucos marcadores distribuidostat@enente no genoma diminui as
chances de encontrar desequilibrio de ligacdo emreador e QTL, que é fundamental
para detectar ligagcbes entre marcadores e locosti@gti&os. J& 0 uso de muitos
marcadores e avaliados sob baixo rigor estatigiome levar a deteccdo de QTLs
fantasmas (JANGARELLI et al., 2010; JANGARELLI; EUZDES, 2010).

Silva et al. (2005), utilizando mapeamento por rvda, em estudos de
simulagdo, ndo verificaram corretamente a posic@ds @TLS nos intervalos
considerados. Foram localizados trés QTLs fantasmmasdo um entre os dois
simulados, um a esquerda do primeiro e outro atalicd segundo QTL simulado.
Quando o numero de informagdes dentro de famili@aeatou de 10 para 40 progénies,
diminuiu o viés na localizagdo dos QTLs. Da ef(2000) verificaram que a utilizacéo
do mapeamento por intervalo pode identificar apemas QTL em determinado
intervalo que contenha dois QTLs. Este problemapader sanado com a utilizacdo
da metodologia de intervalo composto.

Verificam-se na literatura trabalhos que utilizammatodologia de intervalo
composto com o intuito de evitar os QTLs fantas(®aset al., 2011; HENNING et al.,
2011; SU et al., 2010; LI et al., 2010).
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CAPITULO 1

TAMANHO DE POPULACAO IDEAL PARA DETECCAO DE QTL EM
POPULACOES F,
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RESUMO

FERREIRA, Eliel Alves, D.Sc., Universidade Fededal Vicosa, fevereiro de 2012.
Tamanho de populacao ideal para deteccéo de QTL epopulagbes F. Orientador:
Cosme Damido Cruz. Coorientadores: Pedro Cresc&miza Carneiro e Leonardo
Lopes Bhering.

O tamanho da populacdo é de extrema importanciaesmdos relacionados a
mapeamento e deteccédo de QTL, uma vez que a rasdlagmapa, a capacidade de se
determinar em grupos de ligacbes e a deteccao teeQ&@o diretamente relacionadas
com o numero de marcadores utilizados e o de ithgddd genotipados. Do exposto, 0
presente trabalho teve por objetivo o estudo dellpgpes k, em relagcdo ao tamanho
populacional, visando a deteccdo de QTLs. Os d&d@sn gerados utilizando o
maédulo de simulag&o do aplicativo computacional GiMForam simulados genomas
parentais e amostras de populacGe#\E amostras formadas foram de quatro tamanhos
diferentes: 200, 400, 600 e 1000 individuos. Padacdamanho populacional foram
simuladas 50 repeticdes com as mesmas caractsisfcgenoma dessas populacdes
foi simulado tomando como referéncia uma espéciei dipldide com 2n = 2x = 10
cromossomos, composto de cinco grupos de ligagtm$a grupo de ligacdo formado
possuiu tamanho de 100 cM, contendo 21 marcadodesrinantes com saturacéao de 5
cM. Estipulou-se que os grupos de ligacdo 1, 243centeriam um QTL, explicando
40%, 30%, 20% e 10% da variacdo genotipica, respentnte e que o0 grupo de
ligacdo 5 ndo conteria QTL, sendo utilizado comptide da metodologia aplicada a
deteccdo. Para cada repeticdo foi simulada umatedstica com média igual a 100,
herdabilidade (f) igual a 50% e coeficiente variacdo ambiental (Cideal a 10%. O
grau médio de dominancia foi considerado igual aul seja, dominancia completa.
Posteriormente, foram realizados os testes de gagfie e as andlises de deteccdo de
QTL. Para este foram utilizadas as metodologiasdea simples, intervalo simples e
intervalo composto, quando necessario. Observausajuanto menor for o efeito do
QTL maior deveré ser a populacdo de mapeamentgriym de ligacdo 1 praticamente
ndo houve diferengas entre os tamanhos populasigéaio grupo 4 houve diferencas
no posicionamento dos QTLs, nos diferentes tamadégopulacdo. Assim, conclui-se
que as populacdes de 200, 400, 600 e 1000 indisidéo eficientes para detectar e
posicionar QTL que explica acima de 40%, 30%, 2020% da variacdo genotipica da

caracteristica, respectivamente.

Palavras chave: Caracteristica quantitativa; tawspbpulacionais; dados simulados.
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ABSTRACT

FERREIRA, Eliel Alves, D.Sc., Universidade FedatalVicosa, february de 2012. The
The best population size for QTLs detection in § population. Adviser. Cosme
Damido Cruz. Co-advisers: Pedro Crescéncio Souzaelta and Leonardo Lopes
Bhering.

The population size is very importance in studiesapping and QTL detection, since
the map resolution, the ability to determine irkige groups and QTL detection are
related to mark number used and the individualotyged. The objective this search
was studies the best population size for QTLs dietein F, populations. The genomes
parental and fpopulations were simulated using the simulatiordal® of GQMOL
software. Were simulate four different populatiozes: 200, 400, 600 and 1000
individuals and 50 replicas. The genome was siradl&tr diploid species with 2n = 2x
= 10 chromosomes, composed of five linkage grobdpsh linkage group was of 100
cM, containing 21 co-dominant markers with sataraif 5 cM. The linkage groups 1,
2, 3 and 4 contain a QTL, explaining 40%, 30%, 2094 10% of phenotypic variation,
respectively, and the linkage group 5 does notainr@®TL. Each replica was simulated
with yield of 100, heritability () of 50% and coefficient environmental variation
(CVe) of 10%. The average degree of dominance wasidered equal to 1. Later, were
applied segregation tests and QTL analysis. For @malysis was used the simple
marking methodologies, simple and composite inteftavas observed that the smaller
effect the higher should be population mappinglifkage group 1, there was no
difference, so can use the smaller population. Hewein the linkage group 4, QTL
explained 10%, there were large differences ingbsitioning of the QTLs and the
population of 1000 individuals showed the lessateon and closer to the simulated
position, which was 50 cM. It is concluded that gopulation of 1000 individuals was

more efficient in detecting and positioning QTL.

Key words: quantitative trait, population sizespglated data.
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1. INTRODUCAO

A eficiéncia do melhoramento, tanto vegetal quaamional, € aumentada com a
utilizagdo de mapeamento genético, uma vez que amano genoma podem ser
associadas a um ou mais genes controladores decaraateristica, podendo ser
qualitativa ou quantitativa. Sabendo a localizaddg@ene ou QTL de interesse, pode-se
transferir esta regido para os descendentes. Dessa, com 0 genoma da espeécie
mapeada, o trabalho de melhoramento podera seizatim tornando o programa de
melhoramento mais eficiente.

A andlise Genbmica, principalmente as analises etecddo de QTL, é de
extrema importancia no melhoramento. Com esta smabnsegue-se identificar,
posicionar e mapear o QTL de interesse e, dessaafopossibilita a realizacdo do
melhoramento assistido por marcadores moleculadPesa que o melhoramento
assistido tenha sucesso € importante que a detecgaposicionamento deste QTL
sejam confiaveis, ao contrario pode-se perder teemeaursos financeiros. A eficiéncia
na identificacdo e no posicionamento do QTL depeddetamente, da saturacdo do
genoma, do tamanho da populagéo e da metodololifadgpa deteccédo de QTL.

Verificam-se trabalhos relatando que amostrasmanao reduzido, inferiores a
50 individuos, proporcionam baixa resolucdo no raapmto e tornam dificil a
deteccdo de QTLs de pequeno efeito. No entantaglnatmte, o tamanho das
populacdes utilizadas s&o maiores, sendo encostraddalhos que estudam a
influéncia do tamanho populacional na formacgédo gagos de ligagdo tanto para
cruzamento controlado {F RILs, retrocruzamento, etc.) quanto para pop@sco
exogamicas (populacdes de meio-irméos e de irmé&pletos).

O tamanho das populacbes e 0 nUmero de marcasepaesentacdo em grupos
de ligacdo ndo tém sido bem definidos e, de certad, existe falta de padrao para
analise de dados nos trabalhos de mapeamento (CRWIB). Verifica-se que em
populacdes RILs um tamanho de 100 individuos cora saturacdo de 5 cM recupera
0s grupos de ligacdo. Estes grupos também sdoemralgqs em populacbes de irmaos
completos, completamente informativo com um tamamd®00 individuos (SILVA,
2005; BHERING; CRUZ, 2008). E importante ressatfae tais trabalhos, por meio de
simulacao, verificam que estes tamanhos populaisioeauperam os grupos de ligacéo,

no entanto, ndo se sabe se estes tamanhos degeptmicionam os QTLs.
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Do exposto, o presente trabalho teve por objetivwstodo de populagdes F
visando determinar o melhor tamanho populacioneh padeteccdo, posicionamento,

contribuicéo e efeitos do QTL.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Simulacao

2.1.1. Simulacao dos dados

Para gerar os dados, foi utilizado o mdédulo de kig&o do aplicativo
computacional GQMOL (CRUZ, 2008), que permite eslater parametros e gerar
informacgBes sobre os genomas, gendtipos, genitmdigjduos de diferentes tipos de
populacdes e dados de caracteristicas quantitakeeam simulados genomas parentais
e amostras de populacbes de cruzamento controBgp sSendo que as amostras
formadas foram de quatro tamanhos diferentes: 40,600 e 1000 individuos.

Para cada tamanho populacional foram simuladasf#licbes, com as mesmas
caracteristicas. O genoma dessas populacdes falasiontomando como referéncia
uma espécie ficticia dipldide com 2n = 2x = 10 apeeDMOS, composto de cinco
grupos de ligacao (GL). Cada grupo de ligacao fdomaossuiu tamanho de 100 cM,
contendo 21 marcadores codominantes com distdectacM, equidistantes, em cada

intervalo.

2.1.2. Simulag&o dos genitores
Para a simulacdo dos genitores foram consideradms pomozigotos

contrastantes e os mapas genéticos utilizados gidesncdo das populacdes €stao

representados na Figura 1.
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Figura 1. Mapas genéticos com representacdo genotipicaatomiges utilizados para

gerar as populacdes & serem analisadas (1=AA e 0=aa).

2.1.3. Procedimentos para simulagéo dos individués
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7

A estratégia basica de simulacdo € caminhar aoolahgs cromossomos,
realizando permutas em cada intervalo entre maadgscentes, de acordo com as
distancias dos marcadores, conforme descrito s &005).

O processo de simulacao das populacgéee§uiu 0s seguintes passos:

1. A partir do genoma simulado foram construidos osétipos parentais,
genitores homozigotos contrastantes sempre de@gdrétipico AA; X aa.

2. A patrtir dos gendtipos parentais foram geradosabsegas, para a formacao dos
individuos da populacéo ,F Para formacdo dos gametas, simulou-se o
pareamento dos homologos, realizando-se permuté@ngo do cromossomo.
Considerou-se interferéncia nula nas regides delttas por dois marcadores
adjacentes. A probabilidade de ocorréncia de reocwagéo numa regido entre
marcadores adjacentes € dada de acordo com acihsthestes marcadores no
genoma simulado. Sendo que uma maior distanciaiganmphuma maior
possibilidade de ocorréncia de recombinacéo.

O programa GQMOL considera o encontro aleatorio gdenetas para a
simulacado dos individuos. Sendo assim, um novoegsaacontece para cada individuo

simulado dentro de cada repetigéao.

2.1.4. Simulacao da caracteristica quantitativa (QI)

Foi estipulado que os grupos de ligagdo 1, 2, 3 ertivessem um QTL.
Também foi estabelecido que o grupo de ligacdodbao@tém QTL, sendo utilizado
como controle da metodologia aplicada a detecca®QTle. Para cada repeticdo foi
simulada a caracteristica com média igual a 106jabdidade (P) igual a 50% e
coeficiente variacdo ambiental (CVe) igual a 10%.

Considerou-se também que a contribuicdo genétisaQdd.s foram diferentes
em cada GL, sendo os QTLs posicionados nos GL 3,e24 explicariam 40%, 30%,
20% e 10% da variacao genotipica, respectivaménggrau médio de dominancia foi
considerado igual a 1, ou seja, dominancia completa

Os mapas genéticos, com o posicionamento dos QTrhslaslos, estdo

apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Mapa genético dos cinco grupos de ligacdo da pgpal |; simulada com o

posicionamento dos QTLs estabelecidos.
2.2. Mapeamento

Ap6s as populagbes serem geradas, seguiram-séapas edo processo de

mapeamento, como descrito a seguir.

2.2.1. Analise de segregacéao

Foram aplicados testes de qui-quadradp ffara verificar se ha segregacdo em
cada marca de todas as populagdes, sendo estzte 1:

A estatistica utilizada para o teste de segreg@¢@oqui-quadrado, dada por:

n

2 _ Z (Obs; — Esp;)?
X — Esp;
i=

sendo,

v*é o valor de qui-quadrado calculado;

Obs e Espsao valores observados e esperados, para i-élsiesa ¢enotipica (i=1, 2 e
3).

A hipotese (i) de segregacdo dos marcadores foi testada aoaunginto de
5% de probabilidade e dois graus de liberdade. $itamcées em que o valor da
probabilidade calculada foi inferior ao pré-estabielo, a hipotese Hfoi rejeitada
significando que a segregacao ndo ocorreu de acord®m esperado.
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Como foi testado um grande nimero de marcadavestifizado a protecéo de
Bonferroni para reduzir a probabilidade de se cemet erro tipo I, mantendo a
significancia totalo, igual a 5%. Com o0 uso da correcdo de Bonferronivel de

significancia para teste individual é dada por:

In(1 -«
a=—exp<(TT)>+1

A utilizacdo da protecao de Bonferroni tem poretilsp fixar um nivel critico de
significanciaor para o experimento. Para isso, deve-se estimanweghde significancia
o para cada teste que proporcione o nivel de signifia ar desejado para cada
experimento (CRUZ; SILVA, 2009).

2.2.2. Estimacao da porcentagem de recombinacéo

Apoés a aplicacédo dos testes de segregacdo, ssguletapa da estimacao da
porcentagem de recombinacdo entre os pares de snatid&zando-se o método da
maxima verossimilhanca. Os estimadores de verdssinga foram obtidos pelo
meétodo grafico em que valores da razdo de verdssinga (LR) ou LOD séo
analisados graficamente, representativos do eixoa¥sociados aos valores da

porcentagem de recombinacéo, no eixo X. A funcéeedessimilhanca € dada por:

. — ni1,,MN12,.MN13, N21  MNpp MN23,  MN31 N3 N33
L(r; i) = Apy 0y * 03 Dy s P D7 Py D

sendo,

r € a porcentagem de recombinacao;

N =

i=1j

nij;

3 3
=1

P; é a probabilidade associada a cada classe;

n;; € o numero de individuos observados em cada pitilaale.
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As probabilidades associadas a cada classe, @ages fle ligagcdo podem ser de

aproximacdo ou repulsdo, juntamente com o numermdieiduos observados estao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncias genotipicas esperadas na populagadilzando marcadores
codominantes no cruzamento entre individuos com itayes homozigotos
contrastantes.

Fase de aproximacao Fase de repulséao
NUm. Frequéncia NUm. Frequéncia
Gendtipo Codigo* obs. esperada Caddigo* obs. esperada
AABB 0-0 M1 p1=1/4(1-r¥ 0-2 Ns p1=1/4F
AABDb 0-1 N2 P=1/2r(1-r) 0-1 A2 p=1/2r(1-r)
AAbb 0-2 Ns pa=1/47 0-0 N1 ps=1/4(1-r¥
AaBB 1-0 1 p4=1/2r(1-r) 1-2 R3 Pa=1/2r(1-r)
AaBb 1-1 n, ps=l/2(1-n+1/2f  1-1 e ps=1/2(1-r)+1/2f
Aabb 1-2 A3 pe=1/2r(1-r) 1-0 B pe=1/2r(1-r)
aaBB 2-0 B1 p;=1/4¢ 2-2 b3 pr=1/4(1-rf
aaBb 2-1 B ps=1/2r(1-r) 2-1 A2 ps=1/2r(1-r)
aabb 2-2 5 Po=1/4(1-rY 2-0 Me1 po=1/4F

*Codificacdo numérica de cada individuo, para as fios.
O LOD escore € um teste de razéo de verossimillgungaitiliza o logaritmo na

base 10 (Logg) da razdo entre a verossimilhanga, consideranddoo de r estimado e
a verossimilhanca para r igual a 0,5.

L(7ny5)
LOD = Logs, (L(rTs]n,)>

Adotou-se, no presente trabalho, o LOD minimo dein8licando que a
verossimilhanca, considerando o valor estimadg deve ser 1000 vezes maior que a

verossimilhanca em caso de ligacéo.
2.2.3. Determinacao dos grupos de ligacao
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Na formacédo de grupo de ligacéo utilizou-se a pedpde transitiva, ou seja, se
o loco A esté ligado ao loco B, e o loco B estadig ao loco C, logo o loco A esta
ligado ao loco C, independentemente da frequéreieedombinacdo A e C, portanto,
A, B e C pertencem ao mesmo grupo de ligacao. i@sios utilizados no agrupamento
foram a frequéncia maxima de recombinacé@@,Xre o0 LOD minimo (LOR,), para
inferir se dois locos estdo ligados. Foram utilosados valores 30% e 3,
respectivamente, paraak € LODnin. AS marcas mais proximas, em relacdo as marcas ja
consideradas, que atenderem aos dois critérioadamtserdo incorporadas ao grupo de
ligacdo. Assim, 0 processo continua, investigandantp a porcentagem de
recombinacdo e ao LOD entre marcas e possiveishagia serem incorporados as

extremidades do grupo de ligacdo em formacéo.

2.2.4. Ordenamento das marcar no grupo de ligacéo

Apos a formacdo dos grupos de ligacao foi detallsadaelhor ordem, das n
marcas nos grupos.

Um dos processos é gerar todas as possiveis qrié?)se adotar como critério
a identificagdo da melhor ordem, sendo aquela gapopcionar menor soma entre
distancias. Contudo, na medida em que o numeroodes | marcadores aumenta,
aumenta-se grandemente o numero de ordens possieesumindo, portanto, um
grande tempo de processamento. Entdo, foi utilizatternativamente, o critério da
soma das fracdes de recombinacdo adjacente (SARIfM-of Adjacent Recombination
Fraction) para os mapas construidos sem analisgélaool Neste processo, a melhor
ordem € aquela que apresenta menor soma de re@gdbmadjacentes. Considera-se a
ordem original estabelecida pelo processo de agrepi e aplica-se o algoritmo RCD
(Rapid Chain Delineation), que consiste em real@anmutas entre dois marcadores
vizinhos ou distantes envolvendo trés ou quatrocatlres. A ordem é alterada se,
apos a permuta, a soma das distancias adjacentedtzida. Apos todas as permutas

conclui-se que a melhor ordem é aquela de menoa stendistancias adjacentes
(Schuster & Cruz, 2008).

2.3. Andlise de deteccado de QTLs
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Os métodos utilizados neste trabalho, para deteted@TL, foram: os métodos
da marca simples, intervalo simples e intervalo mosto. Todas essas analises foram
realizadas utilizando o aplicativo computacionalNBQL (CRUZ, 2008) que pode ser

encontrado no endereco http://www.ufv.br/dbg/biaddml.

2.3.1. Método da Marca simples

O método da marca simples foi empregado para avaliassociacdo entre
gendtipos e marcadores moleculares, utilizandeegeessao linear. Para a analise de
regressado, os trés genotipos (AA, Aa e aa) foradificados como 1, 0 e -1 para
quantificacdo do efeito aditivo e como 0, 1 e Capguwantificacdo do efeito atribuido a

dominancia, utilizando o modelo:

Y; = Bo + B1X1j + B2Xz; + €

sendo,

Y, € o valor da caracteristica quantitativa avaliadaj-eésimo individuo da
populacao F.

X,j € o codigo do marcador para o efeito aditivo (AA,Aa =0 e aa = -1);

X,; € o codigo do marcador para o efeito dominante tAA\ Aa = 1 e aa = 0);

Bo € o intercepto (média da caracteristica);

B, é o coeficiente de regresséo associado ao eféittoca

B2 € o coeficiente de regresséo associado ao efmitindnte; e

gj € o erro aleatério manifestado na caracteristigagsimo individuo.

2.3.2. Método de intervalo simples

O método de deteccdo de QTL por intervalo foi pstp por Lander; Botstein
(1989) com a finalidade de testar a possibilidagl@cbrréncia do loco controlador da
caracteristica (QTL) de uma série de posi¢des aelutrintervalo flanqueados por dois
marcadores, utilizando a regresséo linear parenagfio dos parametros. Este modelo

de regresséo, para populacapédado por:
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Y, =pu+ax; +dz +¢

sendo,

Y; € o valor da caracteristica Y no individuo j;

u é a média da caracteristica da populacao;

a é o efeito aditivo do loco que esta sendo estudaldre a caracteristica,

d é o efeito de dominancia do loco que estd serstada&do sobre a
caracteristica;

x; ez sdo as variaveis condicionadoras e dependentesgéiotipos dos

marcadores que flanqueiam o QTL, no individuo j; e

gj € o erro aleatdrio.

2.3.3. Método de intervalo composto

No mapeamento de QTL, os testes que avaliam unvahede cada vez, sem
considerar o restante da informacdo do genoma, npoaleresentar problemas de
deteccao, principalmente se houver outros QTLsrdedg efeito no mesmo grupo ou
em outros grupos de ligac&o. Isso ocorre com o ameeto por intervalo simples, cuja
analise baseia-se exclusivamente nos marcadorefiamgeeiam o intervalo avaliado
(SCHUSTER; CRUZ, 2008).

A inclusdo de marcadores que ndo estdo associatosaaracteristica pode
levar a um aumento na variancia residual, ao ideggducao. Portanto, o ideal € que se
utilize apenas um subconjunto de marcadores sakbis como cofatores (c), que
serdo utilizados na analise. Os cofatores conslderaas analises foram selecionados
utilizando-se o procedimento de regressastgavise, coma = 0,05 para incluséo e
exclusado dos marcadores no modelo (SCHUSTER; CRQZG; CRUZ et al., 2009).

Assim, para um melhor entendimento, utilizou-se apeamento de QTLs por
intervalo composto (ZENG, 1993).

Y, = [w+ ax; + dZ]T*] + Z bixy; + &

k#i,i+1

sendo,
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y; € o valor da caracteristica y no individuo j;

xy; € 0 escore do marcador k no individuo j (MM=1, Mmmm=-1),

b, € o coeficiente de regressao parcial do fenétipom o k-ésimo marcador;

g; € o erro aleatdrio;

O termo entre colchetes é o mesmo apresentado delonde regresséao para

mapeamento de intervalo simples.

2.4. Eficiéncia do tamanho populacional sobre o m&amento e obtencdo de
estimativas de efeitos de QTLs

Foram realizadas analises de variancia, consdierarmodelo fixo, das distancias
adjacentes levando em consideracdo os quatro tamg@upulacionais (200, 400, 600 e
1000 individuos) para cada grupo de ligagdo (GUL,2GGL 3, GL 4 e GL 5). Cada
distancia do grupo de ligacao foi considerada wpaticdo e como séo 50 repeticbes de
cada grupo de ligacéo, totalizando 1000 repeti¢@@sdistancias em cada grupo e 50
repeticoes).

Realizaram-se também andlises de variancias, devasdo o modelo fixo, dos
efeitos das médias genotipicas, aditivos, devidodesvio de dominancia e contribuicdo
(R?) génica, para o método de marca simples. Essseateinbém foi realizada para os
efeitos das médias genotipicas, aditivos, devidoslesvio de dominancia, contribuicdo
génica (R) e posicdo do QTL para o método de intervalo. gara o método da marca
simples quanto para o de intervalo, as analisesriincia foram realizadas para 0s grupos
de ligacdo 1, 2, 3 e 4, pois no GL 5 é sabido @ouehd presenca de QTL. Como os valores
paramétricos dos efeitos sdo conhecidos, estaseang@lermitem avaliar a eficiéncia do
tamanho populacdo em estimar o efeito de cada @tilexlo.

Esses efeitos foram comparados entre si pelo Tegiey a 5% de probabilidade.
Posteriormente, foram realizados os testes t de@tentre as meédias obtidas pelas analises

de cada tamanho de populacéo e as médias simuladasdelo do teste t utilizado, é dado

por:
X — Ho
===
Vn
sendo,

x € média dos efeitos;
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Uo € 0 valor da constante utilizado para comparag@oacmedia dos efeitos;
S € 0 desvio padrdo amostral;

n é o tamanho da amostra.

As analises de variancia e os testes de médiam fagalizados por meio do
aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006).

2.5. Eficiéncia do tamanho populacional na deteccate QTL

Primeiramente foram verificados quais os tamanle$apulacdo recuperam os
grupos de ligacdo e em que nao ocorrem invers@esndecas. Posteriormente, foram
realizados, para as metodologias de deteccdo depQTineio da marca simples, a analise
das frequéncias dos marcadores que estédo ligad@laoComo a posi¢cdo do QTL é
conhecida, a populacéo ideal € a que posiciondiLonGais proximo da posicéo simulada.

Na metodologia de intervalo foi analisada a diisi¢éo das repeticdes em relacéo a
posicdo do QTL detectado em cada tamanho popuddciSabendo que a localizacédo
correta do QTL simulado é a 50 cM, o tamanho dellpgfo mais eficiente sera aquele que
proporcionar um maior nimero de repeticées coms&dm do QTL mais proximo deste
valor.

Além dessas andlises gréaficas, também foram adalkizanalises de variancia e teste
de médias para os efeitos avaliados. O tamanhdgoogmal mais eficiente é aquele que

obtiver médias mais proximas as simuladas e cameosres valores de variancia.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1. Teste de segregacéao

As analises de segregacdo, para as marcas iraig/idlom base no teste de qui-
quadrado x°) referente & uma repeticdo da populacdod€& 200 individuos estdo
representadas na Tabela 2. Para todos os tamahdaqgionais e em todas as repeticdes, as
marcas segregam na proporcao de 1:2:1, como adspesem distorcaimdicando que os
tamanhos populacionais utilizados sé&o apropriada jgonstatacdo do principio da
segregacao postulado na primeira Lei de Mendel.

Para realizagédo dos testes de segregacao foaddiliz software GQMOL (CRUZ,
2008), usando o nivel de significancia estabele@dta protecdo de Bonferroni. A
utilizacdo da protecdo de Bonferroni visa reduzar@babilidade de se cometer o erro
tipo I, mantendo a significancia total do experitoary, igual a 5% (CRUZ et al, 2009).
Esta correcdo é muito utilizada nos testes de gagéie quando se utiliza um ndamero
grande de marcadores.

Etges et al. (2009) tiveram como material de estboosophila majovensis e,
para a deteccao de QTLs responsaveis a produddidrirconeto (composto quimico
constituido essencialmente por carbono e hidrooatbd avaliaram 1650 progénies e
21 marcadores microssatélites sendo o teste degsegio realizado com a protecao de
Bonferroni. Palhares (2010) verificou a segregag@mndeliana de 455 marcadores
AFLP sem distorcbes usando teste @& ao nivel de 5% de significancia.
Posteriormente, realizaram os testes de segregegé@onivel de significAncia obtido
considerando a protecdo de Bonferroni, tendo coamsequéncia a constatacdo de
outras 145 marcas sem distorcdo de segregacadtanetuem 600 marcas para a
construcdo do mapa genétidtirios outros trabalhos relatam o uso da protegio de
Bonferroni no estabelecimento do nivel de significancia para testes individuais em
analise genomica (XU et al, 2011; YAN et al, 2009; CARLBORG et al, 2005;
ALCOCHETE et al,, 2005; FLINT-GARCIA et al., 2005).
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Tabela 2.Teste de segregacéo (Hipotese de segregacao ijizal pdos 105 marcadores
ao nivel conjunto de 5% de probabilidade pel@ jstom protecdo de Bonferroni.

Classes
Marcador  AA Aa AA Qui-quadrado Probabilidade(%)

Cu 57 103 40 3,07 21,55
Cp 56 105 39 3,39 18,36
Cis 56 99 45 1,23 54,06
Cu 54 97 49 0,43 80,65
Cis 52 97 51 0,19 90,94
Cis 53 96 51 0,36 83,58
Cy 46 102 52 0,44 80,25
Cis 51 99 50 0,03 98,51
Cyo 47 104 49 0,36 83,58
Ciig 45 101 54 0,83 66,08
Cina 42 104 54 1,76 41,48
Ci1z 40 105 55 2,75 25,28
Ciis 36 105 59 5,79 5,53

Cius 38 104 58 4,32 11,58
Ciis 39 105 56 3,39 18,36
Cii6 47 103 50 0,27 87,37
Cu1v 43 108 49 1,64 44,04
Ciis 45 103 52 0,67 71,58
Ciig 44 105 51 0,99 60,96
Cixg 45 105 50 0,75 68,73
Cin 50 97 53 0,27 87,37
Cux 64 90 46 5,24 7,28

Cy 65 85 50 6,75 3,42

Cys 62 90 48 3,96 13,8%
Cos 55 98 47 0,72 69,77
Cys 56 94 50 1,08 58,27
Cu 57 95 48 1,31 51,94
Cy 60 96 44 2,88 23,69
Cos 59 95 46 2,19 33,45
Cyo 53 105 42 1,71 42,58
Coic 49 105 46 0,59 74,45
Con 50 106 44 1,08 58,27
Coiz 49 109 42 2,11 34,87
Cois 46 109 45 1,63 44,76
Cous 47 103 50 0,27 87,37
Cois 48 100 52 0,16 92,31
Coi6 47 100 53 0,36 83,58
Co1y 50 98 52 0,12 94,18
Cois 48 100 52 0,16 92,31
Coig 53 97 50 0,27 87,37
Co 55 89 56 2,43 29,67
Co 56 86 58 3,96 13,8%
Ca 50 90 60 3,00 22,31
Cyp 45 94 61 3,28 19,40
Css 44 95 61 3,39 18,36
Cas 46 96 58 1,76 41,48
Css 49 98 53 0,24 88,69
Cs 48 99 53 0,27 87,37
Cy 52 96 52 0,32 85,2%
Cas 50 99 51 0,03 98,51
Cay 48 100 52 0,16 92,31
Caig 50 97 53 0,27 87,37
Can 50 94 56 1,08 58,27
Csiz 49 97 54 0,43 80,65
Cais 47 104 49 0,36 83,58
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Cauq
Cais
Caie
Carz
Cae
Caie
Cax
Can
Ca
Cu
Cus
Cus
Cus
Cue
Ca
Cus
Cuo
Caic
Can
Caz
Caz
Caa
Cus
Cuae
Caz
Cae
Caie
Cax
Can
Cs
Cs
Css
Css
Css
Css
Cs
Css
Cso
Csi1c
Csna
Cs12
Cs1z
Cs14
Csis
Csie
Cs17
Csie
Csic
Csac
Csn

51
54
50
46
47
47
47
45
41
51
49
47
45
51
50
49
47
49
48
50
48
52
54
57
56
55
55
58
58
51
50
50
51
55
57
60
57
56
56
57
55
54
54
48
51
51
52
54
55
52

98
96
97
103
103
103
106
107
94
85
89
96
102
97
93
92
90
94
95
96
101
95
98
102
100
97
101
98
90
96
99
100
96
99
96
93
98
92
95
98
102
108
109
112
103
103
98
97
95
99

51
50
53
51
50
50
47
48
65
64
62
57
53
52
57
59
63
57
57
54
51
53
48
41
44
48
44
44
52
53
51
50
53
46
47
47
45
52
49
45
43
38
37
40
46
46
50
49
50
49

0,08
0,48
0,27
0,43
0,27
0,27
0,72
1,07
6,48
6,19
4,11
1,32
0,72
0,19
1,47
2,28
4,56
1,36
1,31
0,48
0,11
0,51
0,44
2,64
1,44
0,67
1,23
2,04
2,36
0,36
0,03
0,00
0,36
0,83
1,32
2,67
1,52
1,44
0,99
1,52
1,52
3,84
4,51
3,52
0,43
0,43
0,12
0,43
0,75
0,11

Tabela 2. Continuacgéao.

96,08
78,66
87,37
80,65
87,37
87,37
69,77
58,57
3,92
4,53
12,81
51,68
69,77
90,94
47,95
31,98
10,23
50,66
51,94
78,66
94,65
77,48
80,25
26,71
48,67
71,53
54,086
36,06
30,73
83,53
98,51
100,00
83,53
66,03
51,68
26,32
46,77
48,67
60,96
46,77
46,77
14,66
10,49
17,25
80,65
80,65
94,18
80,65
68,73
94,65

Nivel critico em teste individual igual a 0,048838%
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3.2. Recuperacao dos grupos de ligacao

No mapeamento das populacdesvErificou-se que foram formados cinco grupos
de ligacdo com 21 marcadores cada. O numero degydgpligacéo recuperado esteve de
acordo com o esperado, tendo em vista que o geoongneal, estabelecido por simulagéo,
continha cinco grupos de ligacédo. Apos a formagdted grupos, verificou-se, pelo método
SARF, a melhor ordem dos marcadores que constitadeum dos grupos.

Constatou-se que os tamanhos das populagéesgadest (200, 400, 600 e 1000
individuos) foram adequados para recuperar o roideigrupos de ligacdo e ordenar o0s
marcadores como estabelecido no genoma origingl,nd@ foram encontradas inversdes

das marcas (Figura 3).

| =1 | xE
| I |
| *2 %23
—] 540 _ |
%3 14
— ", 630 __|
— %325
] 540 _ |
X3 %
I a7 [
| 8 — i
— =
. %28
X7 —
— e |
— =3 R
— |
] 15 |
| = 231
smE |
] %32
| %m0 20—
 =m 518 _ |
—f w1z w
| E]
| = = =3
| x4 |
— X%
— s |
| = t40 _ |
—H . | ¥3
580 _ |
217 53
—f =x18 e
— %3
—] 453 |
©12 x40
] 430
| xm: 8
| B 373 [
| | x4z

Figura 3. Mapa genético representativo da andlise de uneticp de um populacdo
F, com tamanho populacional de 200 individuos.
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Barros (2007), trabalhando com simulacdo em gemgéim seletiva, avaliou

varios tamanhos (200, 300, 500 e 1000 individuespapulacdo Fe detectou que os
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grupos de ligacdo de todos os tamanhos foram resaipe e as ordens das marcas
foram as esperadas; resultados semelhantes fort@shospor Cruz (2006).

Silva (2005) estudou varios tamanhos de populdgéies (50, 100, 154, 200, 300,
500 e 800 individuos) para mapeamento. Neste lh@badrificou-se que quanto maior a
populacdo melhor € a recuperacdo dos grupos dgidigéanto no tamanho quanto nas
distancias entre os marcadores. O autor consta®ws tamanhos minimos de populacéo
para obtencdo de mapas foram de 200, 300 e 504dnos com alta saturacdo (5 cM),
mediana (10 cM) e baixa (20 cM), respectivamenseta@anhos populacionais de 50 e 100
individuos proporcionaram mapas genéticos inadegupdla ocorréncia de inversées no
posicionamento entre marcas, em algumas repetgdi@stodos os niveis de saturacéo.

E importante ressaltar que muitos trabalhos citado literatura tém por objetivo
apenas avaliar a adequacgéo do tamanho populagaralfins de mapeamento, visando
estabelecer qual tamanho populacional melhor rezupse grupos e as informac¢des dos
marcadores (ordenamento e distancias). Pouco itimmestudado se o tamanho da
populacdo adequada para 0 mapeamento também ériawogara a deteccao,

posicionamento dos QTLs e quantificacéo do efeitapertancia de cada QTL.

3.3. Distancia entre marcas adjacentes

Com o intuito de verificar se h& diferencas easalistancias dos marcadores, em
relacdo ao tamanho da populagéo, foi realizadaamabise de variancia considerando as
repeticdes de simulacdo para cada grupo de ligacamedia das distancias entre marcas
adjacentes, ao longo de cada grupo de ligacaobfioia fazendo-se duas médias aritméticas
sucessivas. A primeira foi realizada entre os galdas distancias entre as marcas dentro do
mesmo grupo de ligacdo (20 distancias). A seguodalftida das médias aritméticas
anteriormente obtidas (50 repeticbes), com um dietdl000 repeticoes.

Na Tabela 3, encontra-se o resultado da analiserifncia referente aos quatro
tamanhos de populacdo para os cinco grupos dédg@s efeitos de populagdes foram nao
significativos para todos os grupos de ligacdo, tramodo que as distancias entre os
marcadores adjacentes foram semelhantes nos tamaaohos de populacdo. Pelo fato de
que as populacdes foram simuladas, as distancidissrentre as marcas adjacentes eram
conhecidas. Assim sendo, esperava-se que as nsé&diagroximassem ao maximo das
distancias simuladas, que era 5 cM. Como podebsenado nas Tabelas 3 e 4, os valores
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foram muito préximos do valor simulado, ndo tenilereincas entre as populaces. Apesar
disto, a populacéo de 1000 individuos obteve orasrdesvios padrdo, mostrando maior

preciséo e confiabilidade nas distancias.

Tabela 3.Resultado da analise de variancia das distanctess & marcas adjacentes nos
grupos de ligagdo 1 (GL 1), 2 (GL 2), 3 (GL 3),dL(4) e 5 (GL 5) das populacdes
simuladas de 200, 400, 600 e 1000 individuos.

Quadrados Médios

FV GL
GL1 GL2 GL3 GL 4 GL5
Repeticdes 999 0,6588 0,6681 0,5901  0,5925  0,6254
Populacdes 3 0,499% 0,3806™ 0,7673™ 1,6715™ 0,0400™
Residuo 2997  0,6487 0,6647 0,6146  0,6450  0,6558
Média 4,99 4,97 4,95 4,97 4,96
CV(%) 16,13 16,40 15,85 16,17 16,32

" _ n3o significativo pelo teste F.

Tabela 4. Médias e desvio padrdao (entre parénteses) dasdistaentre as marcas
adjacentes nos grupos de ligacdo 1 (GL 1), 2 (GIBZEL 3), 4 (GL 4) e 5 (GL 5) das
populac¢des simuladas de 200, 400, 600 e 1000didisi

Tamanho GL1 GL 2 GL 3 GL 4 GL5
200 4,98 (1,14) 4,98(1,13) 4,97 (1,05) 4,91(1,09) 74DB16)
400 5,02 (0,83) 4,97 (0,83) 4,92(0,79) 5,01(0,83) 54®77)
600 4,99 (0,66) 4,99 (0,66) 4,93 (0,66) 4,96 (0,63) 64®63)
1000 4,97 (0,50) 4,94 (0,51) 4,97 (0,50) 4,98 (0,51) 64®49)

Silva (2005) avaliou as distancias entre marcadadgacentes de sete tamanhos de
populacédo RIL’s (50, 100, 154, 200, 300, 500 e B@viduos). Foi verificado que, em
todos os grupos de ligacdo com saturacdo de 5hbulacées de 100 a 800 individuos
nao diferiram entre si. Tais resultados indicam gusmportamento da populacég

similar a outros tipos de populacdes.

3.4. Deteccéo de QTL

3.4.1. Deteccado de QTL por marca simples baseada eegressao linear

Em 1975, Geldermann sugeriu a utilizacdo do te@ihb para locos controladores

de caracteristicas quantitativas. Desde entaogelfatada a possibilidade de quantificar a

associacao entre 0 marcador e o QTL, por meio deesi® de comparacdo de médias ou
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pela regressédo dos valores da caracteristica tgti@ati em funcdo dos escores relativos ao
genodtipo do gene marcador. Neste caso, codifica-8€s genotipos para se efetuar a analise
de regresséo, sendo comumente utilizados os catligos -1 para os efeitos aditivos e 0, 1
e 0 para os efeitos atribuidos a dominancia, paragemétipos MM, Mm e mm,
respectivamente (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

3.4.1.1. Deteccao de marcadores ligados a QTLsS

Encontram-se, na Figura 4, a frequéncia dos nanresddas 50 repeticdes, ligados
aos QTLs dos respectivos grupos de ligacao reéerérst populacdes de tamanho 200, 400,
600 e 1000 individuos. Para a populacdo 200, cosengue, no grupo de ligacdo 1, ha
varios marcadores (9, 10, 11, 12, 13 e 14) ligados) frequéncia de 100%, ao QTL.
Resultado semelhante foram encontrados nos grgbtgagéo 2 e 3, porém com menor
nameros de marcadores (32 e 33, para o grupoaEitd?; 53 para o grupo de ligacdo 3)
ligados ao QTL em todas as repeti¢cdes. Ja parapo ge ligacdo 4, o marcador 74 obteve a
maior frequéncia, com 86%. Vale ressaltar que faranficados em algumas repeticdes, no
grupo de ligacdo 5, marcadores ligados ao QTL, wora frequéncia inferior a 10%. Este
resultado € um falso positivo, uma vez que, nogssr de simulacdo, néo foi alocado QTL
neste grupo de ligacéo.

Observa-se na populacéo de 400 individuos quegmpss de ligacdo 1, 2 e 3, 0s
marcadores 7 a 17, 28 a 36 e 50 a 57, respectit@nieram ligados ao QTL em todas as
repeticdes. O marcador 74 foi o de maior frequé(@886) na deteccédo de QTL para o
grupo de ligacédo 4. Resultados semelhantes foraioloslpara as populacbes de tamanho
600, no entanto, 0 marcador 74 foi significativo tenas as repeticdes. Para as populacoes
de 1000 individuos a maioria dos marcadores reésems grupos de ligacdo 1, 2 e 3 foram
significativos em todas as repeticdes e para cogfups marcadores 71 a 76 foram ligados
ao QTL com uma frequéncia de 100%.

E importante ressaltar que cada um dos grupogjagith 1,2, 3 e 4 continham um
QTL explicando 40%, 30%, 20% e 10%, respectivamentequinto grupo nao continha
QTL, sendo utilizado como controle da metodologianalise de regressao pelo método da
marca simples, nesses grupos, possibilitou a detexpbtencao de estimativas dos efeitos
da média genotipica, aditivos, de dominancia en#ibaico génica (B, que expressa o
quanto o QTL explica a variagdo genotipica da tariatica (SCHUSTER; CRUZ, 2008).
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Em relagdo ao grupo de ligacdo 1, praticamenteho@iwe diferencas entre os
tamanhos de populacéo, pois em todos foram velifganarcadores ligados ao QTL. O
maior valor de Rfoi obtido, predominantemente, pelo marcador 11cetas as populacdes
e repeticoes.

No grupo de ligacdo 2 verificaram-se, na populagé&o200 individuos, dois

verificaram-se varios marcadores com essa frequéBanarcador 32 foi o de maiof, Ra
maioria dos casos, em todo os tamanhos de populacdo Foi observado, no grupo de
ligacdo 3, que apenas uma marca foi significatmdaelas as populagdes de tamanho 200 e
varias marcas para as demais populacdes. O mafiadbteve, na maioria das repeticoes,
o maior R para todos os tamanhos populacionais.

No grupo de ligacdo 4, o marcador 74 obteve fregaé de 86% e 98% nas
populacdes de 200 e 400 individuos, respectivamei0% nas populacdes de 600; ja nas
de 1000, seis marcadores obtiveram esta frequéteigrupo de ligacdo 5, no qual ndo se
esperava nenhum marcador ligado ao QTL, foram wédes marcadores ligados com uma
frequéncia maxima de 8% para as populacdes de4R00s 1000 individuos e 14% para
populagdes de 600.

Com o intuito de verificar associacao entre manoaleculares e QTL, Rodrigues et
al (2010) avaliaram 207 familiag.4#de soja para as caracteristicas proteina e tedede
Foram encontrados seis marcadores ligados a eassasedsticas e com elevadd, R
indicando que esses QTLs sdo de grande efeito.r@sugtados sdo corroborados pelo
presente trabalho, que verificou marcas ligadadds que explicam de 20% a 40% da
variacdo genotipica em todas as repeticoes. Detacte também trés marcas ligadas a
QTLs de pequeno efeito, sendo duas explicando 10ftee4% da variacdo genotipica. De
acordo com o presente trabalho, popula¢des de rididuos ndo séo consistentes na
deteccdo de QTL que explica 10% da caracterigimdanto deve-se ter cautela em sua

deteccao.

3.4.1.2. Quantificacao dos efeitos do QTL

Em cada grupo de ligacdo em que foi detectado o @i Quantificado, na posicao
do marcador associado ao maior valor da razao mssimmilhanca (LOD), os efeitos do
QTL por meio do marcador mais proximo. Com o iotdi¢ verificar se ha diferencas entre
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as estimativas dos efeitos (média genotipicayvaditie dominancia e contribuicdo génica)
obtidos na populacdo, Fcom diferentes tamanhos populacionais (200, 400, &5 1000
individuos), foi realizado a andlise de variancia.

Na analise de variancia, referente ao grupo defdl@a, observou-se que o tamanho
populacional nao proporcionou diferenca signifiGatientre os efeitos dos QTLs
quantificados na populacide Habela 5). Resultados semelhantes foram observamlos
grupo de ligacdo 2 (Tabelas 6). A analise de veiagrara este grupo, foi realizada levando
em consideracdo dados perdidos, que s&o aquelesadmi@s cujo efeito foi néo

significativo para efeitos aditivos ou de dominanci

Tabela 5.Andlise de variancia dos efeitos das médias (@itjyas (a), devidos ao desvio de
dominancia (d) e da contribuicio génicd) (@as populacdes simuladas de 200, 400, 600 e
1000 individuos, referente ao grupo de ligacéo 1.

FV Quadrados Médios

GL m A d R
Blocos 49 0,7437 0,6042 2,5646 9,2505
PopulacGes 3 0,3522 0,0516™  1,3906™ 11,8023
Residuo 147 0,622 0,8357 1,7169 13,7426
Total 199
Média 104,82 7,30 7,26 20,53
CV(%) 0,75 12,52 18,04 18,06

"S_ n&o significativo pelo teste F.

Tabela 6.Andlise de variancia dos efeitos das médias (it)yas (a), devidos ao desvio de
dominancia (d) e da contribuicio génicd)(@as populacdes simuladas de 200, 400, 600 e
1000 individuos, referente ao grupo de ligagao 2.

Quadrados Médios

FV

GL m a GL d GL R?
Blocos 49 0,625867 0,743647 49 1,344 49 555735
Populacdes 3 1,2561 05222 3 0457%F 3 8,917i"
Residuo 1470,757479 0,920764 1451,7064 147 10,37115
Total 199 197 199
Média 105,27 6,43 6,36 15,78
CV(%) 0,83 14,93 20,55 20,41

"S_ n&o significativo pelo teste F.

No grupo de ligacdo 3, verificou-se diferencasigativas a 1% de probabilidade,
entre os tamanho de populacdes para os efeitosatiias genotipica e contribuicdo génica,;
significativos a 5% para os efeitos aditivos e a@@idancia (Tabela 7). A populacdo de 200
individuos obteve a maior média genotipica, com4erabela 8). Em relacdo aos efeitos

aditivos e de desvios de dominancia, apesar denssgmificativos pelo teste F, o teste
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Tukey ndo detectou diferencas entre os tamanhopopalacdes. O maior valor da
contribuicdo génica foi obtido pela populacdo dé udividuos, com 11, 2Porém nao

diferiu, estatisticamente, da populacéo de 20@9).0,

Tabela 7.Andlise de variancia dos efeitos das médias (@itlyas (a), devidos ao desvio de
dominancia (d) e da contribuicdo génicd)(@as populacdes simuladas de 200, 400, 600 e
1000 individuos, referente ao grupo de liga¢do 3.

Quadrados Médios

i GL m GL a GL d GL R?
Blocos 49 0,98096149 0,73814 49 1,46833 49 5,45458
Populacdes 3 4,2093** 3 2,5576* 3 2,8271* 3 34,6344*
Residuo 1470,642322 145 0,94317 131 0,96552 147 8,083187
Total 199 197 183 199
Média 106,02 5,19 5,20 10,38
CV(%) 0,76 18,72 18,91 27,39

* e ** _ significativo a 5% e 1%, respectivameigelo teste F.

Tabela 8.Médias dos efeitos das médias (m), aditivos @)idds ao desvio de dominancia
(d) e da contribuicdo génica qRdas populacbes simuladas de 200, 400, 600 e 1000
individuos, referente ao grupo de ligagdo 3.

Tamanho m A d R
200 106,44 a 5,44 a 5,47 a 10,89 ab
400 105,77 b 5,33 a 541 a 11,29 a
600 105,89 b 4,98 a 5,02 a 9,69b
1000 105,97 b 502a 497 a 9,66 b

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo mifenére si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Para os tamanhos de populagdes, no grupo dedigaddram significativos a
1% para os efeitos aditivos e contribuicdo gérsignificativo a 5% para efeitos de
dominancia e nao significativo para média genatif§itabela 9). A populacdo de 200
individuos obteve os maiores valores de efeitovadi de dominancia e acdo génica,
com valores de 4,1%,62 e 6,57, respectivamente (Tabela 10). No emtanvalor do

efeito de dominancia néao diferiu da populacao getdno 400 (4,20).
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Tabela 9.Andlise de variancia dos efeitos das médias (@it)yas (a), devidos ao desvio de
dominancia (d) e da contribuicio génicd) (@as populacdes simuladas de 200, 400, 600 e
1000 individuos, referente ao grupo de ligacéo 4.

Quadrados Médios

FV
GL M GL a GL D GL R

Blocos 49 1,236164 49 0,72162 49 22769D  4,111443
Populacdes 3 0,8324%9 3 4,3781** 3 4,4950* 3  23,7204*
Residuo 146 0.848933 140 0,65221 1041,29013 146 3,787468
Total 198 192 156 198

Média 106.66 3,73 4,07 5,55
CV(%) 0.86 21,71 27,89 35,04

" * e * _ nao significativo, significativo a 5%1&6, respectivamente, pelo teste F.

Tabela 10. Médias dos efeitos das meédias (m), aditivos (ayidds ao desvio de
dominancia (d) e da contribuicio génicd) (@as populacdes simuladas de 200, 400, 600 e
1000 individuos, referente ao grupo de ligacéo 4.

Tamanho m A d R
200 106,85 a 4,15 a 4,62 a 6,57 a
400 106,62 a 3,39b 4,20 ab 498Db
600 106,60 a 3,68Db 3,96 b 5,38Db
1000 106,57 a 3,71 b 3,75b 531b

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo mifenére si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Observa-se que no grupo de ligacdo 1, onde o QAjlica 40% da
caracteristica, ndo houve diferenca entre os taosapbpulacionais, 0 mesmo ocorreu
com o grupo de ligacédo 2 (QTL explica 30%). Nospgsaide ligacdo 3 e 4, onde os
QTLs explicam 20% e 10% da variacdo genotipicpess/amente, houve diferencas
para a maioria dos efeitos. Portanto, quanto manacdo do QTL maiores serdo as
diferencas entre as populacdes e maior sera oceoeé de variagdo. Assim sendo,

populacdes de tamanhos maiores serao mais precisos.

3.4.1.3. Comparacéao entre efeitos do QTL estimadegparamétricos

Nas Tabelas 11 e 12 estdo apresentadas as médissvalores do teste t
referentes aos efeitos das meédias genotipicas g@ditjyo (a), de dominancia (d) e
contribuicdo génica referentes ao grupo de ligaba®@bserva-se que as médias e
contribuicdo génica foram significativas a 1% debabilidade em todos os tamanhos
populacionais, sendo que as médias foram superéorEmulada e as contribuicdes
génicas inferiores para todos os tamanhos. Osoefaitivos e de dominéncia néo

diferiram dos simulados, mostrando que os tamarmegopulacdo obtiveram os
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valores desses efeitos, similares aos simuladasarRoe, neste caso, pode-se utilizar
populacdo de tamanho 200 que ira obter valoresedd aroximos do real. Resultados
semelhantes foram observados nos grupos de liga¢aabelas 13 e 14) e 3 (Tabelas
15 e 16).

Tabela 11.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
das médias genotipicas (m) e aditivos (a) paraopslacdes de 200, 400, 600 e 1000
individuos, referentes ao grupo de ligagdo 1.

Populacdes - m : A
Estimado  Simulada Valort Estimado Simulado Valort
200 104,77 (1,31) 100 25,79*7,266 (1,25) 7,303 -0.2%°

400 104,94 (0,57) 100 60,81*%7,290 (0,81) 7,303 -0.11°
600 104,81 (0,62) 100 54,46*%7,319 (0,71) 7,303 0.16°
1000 104,75 (0,41) 100 81,46*%7,339 (0,62) 7,303 0.41°

"Se ** — ndo significativo e significativo 1%, respigamente, pelo teste t.

Tabela 12.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominancia (d) e contribuiggiica (K) para as populacdes de
200, 400, 600 e 1000 individuos, referentes aoqdepligacéo 1.

2
Populacdes - d : R
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 7,384 (2,13) 7,303 0,27° 21,00 (4,99) 40 -26,92**
400 7,016 (1,08) 7,303 -1,88° 19,91 (3,58) 40 -39,68**
600 7,311 (1,21) 7,303 0,08° 20,81 (2,87) 40 -47,30**
1000 7,339 (0,71) 7,303 0,36° 20,38 (2,12) 40 -65,55**

"Se * — ndo significativo e significativo 1%, respigamente, pelo teste t.

Tabela 13.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
da médias genotipicas (m) e aditivos (a) para asllpgdes de 200, 400, 600 e 1000
individuos, referentes ao grupo de ligagao 2.

m A
Estimado Simulado Valort Estimado  Simulado Valort
200 105,51 (1,20) 100 32,47** 6,424 (1,33) 6,3246 0,93
400 105,21 (0,93) 100 39,50** 6,493 (0,94) 6,3246 1,27
600 105,21 (0,61) 100 60,57** 6,511 (0,74) 6,3246 1,78

1000 105,16 (0,48) 100 76,08** 6,286 (0,54) 6,3246 -0,9%
e * — ndo significativo e significativo 1%, reggigamente, pelo teste t.

Populacdes

ns
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Tabela 14.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominancia (d) e contribuigginica (K) para as populacdes de
200, 400, 600 e 1000 individuos, referentes aoqdepligacao 2.

Populacdes : d - Rz
Estimado Simulado Valort Estimado  Simulado Valort
200 6,205 (1,68) 6.3246 -0,50° 15,94 (4,30) 30 -23,11**
400 6,374 (1,36) 6,3246 0,26° 15,97 (2,91) 30 -34,09**
600 6,385 (1,00) 6,3246 0,42° 16,06 (2,54) 30 -38,72**
1000 6,453 (0,92) 6,3246 0,99° 15,15 (1,77) 30 -59,45**

"Se ** — ndo significativo e significativo 1%, respigamente, pelo teste t.

Tabela 15 Médias, desvio padrao (entre parénteses) e gatliréeste t para os efeitos
da médias genotipicas (m) e aditivos (a) para asllpgdes de 200, 400, 600 e 1000
individuos, referentes ao grupo de ligagao 3.

m A
Estimado  Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 106,44 (1,36) 100 33,57*%5,421 (1,31) 5,164 1,39°
400 105,77 (0,75) 100 54,04**5,335 (0,88) 5,164 1,38°
600 105,89 (0,51) 100 81,68**4,984 (0,87) 5,164 -1,47°

1000 105,97 (0,49) 100 86,17*%5,021 (0,60) 5,164 -1,69°
e * — ndo significativo e significativo 1%, reggigamente, pelo teste t.

Populacdes

ns

Tabela 16.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominancia (d) e contribuigéica (K) para as populacdes de
200, 400, 600 e 1000 individuos, referentes aoagydepligacéo 3.

Populacdes - ,d - ,RZ
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 5,463 (1,37) 5,164 1,54° 10,89 (3,89) 20 -16,56**
400 5,409 (1,17) 5,164 1,47° 11,29 (2,67) 20 -23,07**
600 5,025 (0,86) 5,164 -1,14° 9,69 (2,24) 20 -32,57**
1000 4,972 (0,81) 5,164 -1,67° 9,66 (1,56) 20 -47,00**

"Se ** — ndo significativo e significativo 1%, regpigamente, pelo teste t.

No grupo de ligacdo 4, Tabelas 17 e 18, as mégiastipicas foram superiores
as simuladas e as contribuicdes génicas foramionésr em todas as populacdes. Em
relacdo ao efeito aditivo as populacdes de tama&@idoe 400 obtiveram diferencas
significativas e as de 600 e 1000 individuos forgim significativas. As diferencas para
os valores dos efeitos de dominancia foram sigtifios para os tamanhos 200, 400 e

600 e néo significativo para 1000 individuos, nédierthdo dos valores simulados.
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Tabela 17.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
da médias genotipicas (m) e aditivos (a) para asllpgdes de 200, 400, 600 e 1000
individuos, referentes ao grupo de ligacao 4.

Populacdes - m. : A
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 106,85 (1,42) 100 34,16*4,175 (1,16) 3,6515  3,19**
400 106,62 (0,94) 100 49,90*3,386 (0,75) 3,6515 -2,49*
600 106,6 (0,75) 100 61,81**3,678 (0,71) 3,6515 0,27°

1000 106,56 (0,51) 100 90,97**3,706 (0,59) 3,6515 0,6%°
" * e * _ n3o significativo, significativo a 5%16, respectivamente, pelo teste t.

Tabela 18.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominancia (d) e contribuigginica (K) para as populacdes de
200, 400, 600 e 1000 individuos, referentes aoqdepligacao 4.

. d R?
Populacdes
puiag Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 4,582 (2,06) 3,6515 3,20*%6,56 (2,73) 10 -8,92**

400 4,133 (1,21) 3,6515 2,81*4,98 (1,88) 10 -18,92**
600 4,065 (0,96) 3,6515  3,05*5,37 (1,73) 10 -18,90**
1000 3,729 (0,85) 3,6515 0,64 5,31 (1,26) 10 -26,30**

" * e * _ n3o significativo, significativo a 5%16, respectivamente, pelo teste t.

A populacdo de 1000 individuos obteve os melhoessiltados, com varios
marcadores ligados ao QTL em 100%s dapeticbes, no quarto grupo de ligacao.
Destes resultados aliados aos do teste t, podefesdr ique nas populacdes de 1000
individuos os resultados obtidos sé&o similaresresgltados de simulagdo em todas as
situacOes estudadas.

Ding et al (2011) estudaram QTLs ligados a pratiieide em milho epara isto,
utilizaram uma populagéo, e 225 individuos. Foram verificados QTLs de tefei
aditivo, tanto com efeito positivo quanto negativariando de -6,5 a 7,9. Os QTLs
detectados explicaram mais de 25% da variacao igeretportanto, mesmo com uma

populacdo menor, os efeitos detectados sao proxammseais.

3.4.2. Deteccéo de QTL por intervalo

3.4.2.1. Posicao do QTL

Com o intuito de encontrar o tamanho populaciona eelhor detecta e

posiciona QTLs, sendo que estes explicaram difesepiorcentagens da variacao
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genotipica, foram realizadas andlises estatistiaggficas com as posi¢cées dos QTLs,
em cM. Estas posicOes, das 50 repeticOes, egpéesentadas nas Figuras 5, 6, 7 e 8
referentes aos grupos de ligacéo 1, 2, 3 e 4,ctgpmente.

Observa-se que, no grupo de ligacdo 1, para algg@mide 1000 individuos
obteve-se a menor variacdo. A maior amplitude btida pela populacdo de tamanho
200 (38,9 cM a 57,7 cM); no entanto, as variac@ani similares. Esta mesma
populacdo obteve também, no grupo de ligacdo 2aarnvariacdo, sendo que as
posicoes variaram de 23,4 cM a 59 cM e os demamrthos obtiveram variagoes
menores e similares. Resultados semelhantes fobaerv@dos no grupo de ligagéo 3,
que explica 20% da variacédo genotipica.

A populacdo de tamanho 1000, no grupo de ligagdoi4 que menos variou
(46,3 cM a 53,1 cM), seguida pela populacdo de nim®00 (29,4 cM a 59 cM), 400
(31,4cM a 78,1 cM) e 200 (0 cM a 86,8 cM).

A metodologia de mapeamento por intervalo foi deskmda por Lander;
Botstein (1989) com o intuito de franquear o QT p®io de duas marcas, permitindo
posicionar o gene no mapa de ligacdo. Com o objali encontrar gendtipos de
mandioca mais produtivos, Boonchanawiwat et all{2@tilizaram uma populacae F
de 100 individuos e por meio de intervalo simplesoatraram varios QTLs de grande e
meédio efeitos ligados a produtividade. Esta metuglal € amplamente encontrada na
literatura (CHAKRABORTY; ZENG, 2011; BOROVSKY; PARM 2011;
MCCLOSKY et al., 2011).

As metodologias de intervalo simples sdo eficemara detectar e posicionar o
QTL. No entanto, ha situacdes em que esta metadahdg € eficiente, detectando QTL
fantasma. Para solucionar este problema pode-Bearuta metodologia de intervalo
composto, que se destaca por levar em consideoscéofatores, que sdo marcadores do
mesmo ou de outros grupos de ligagédo. Desta famongegue-se minimizar a interferéncia
do efeito de outros QTLs, tornando a deteccéao do dgTinteresse mais precisa (LYNCH,;
WALSH, 1998; WU et al, 2007; SCHUSTER; CRUZ, 200€pro (2011) utilizou uma
populacédo f-de milho com 512 individuos para deteccdo de QFag isto, foi utilizado a
metodologia de intervalo composto, sendo que osadares utilizados como cofatores
foram selecionados por meio de regressast@mvise. Foram verificados, na literatura,
varios trabalhos com intervalo composto para datede QTL (LIU et al., 2011; DING et
al., 2011; LAPERUTA, 2011; LU et al, 2011; YUANadt 2011).
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Observou-se que no grupo de ligacdo 1 ndo houeeedigas entre os tamanhos
populacionais e nos grupos de ligacdo 2 e 3 osniansade 400, 600 e 1000 individuos
foram similares. Ja no quarto grupo de ligacdop@sulacbes de 1000 individuos
obtiveram os melhores resultados. Estes comportasienos diferentes grupos de
ligacdo, sdo devidos a contribuicdo de cada QTinawifestacdo genotipica.

Na Tabela 19 encontram-se as médias e os deswuivaopdas posi¢cdes dos
QTLs nos quatro grupos de ligacdo. Nas médias dsisGes, houve poucas diferencas
entre as populacdes, variando de 47, 82 cM (GL0@,iddividuos) a 50,42 cM (GL 2,
600 individuos). Foi observado que quanto meno3lo €xplica a caracteristica, maior
foi o valor dos desvios padrdo. Pois, a populagitathanho 200 foi a que obteve os
maiores valores de desvios padrdo (4,20 a 13,38)de 1000 obteve os menores

valores.

Tabela 19. Médias e desvio padrdo (entre parénteses) dagdpssdos QTLs das
populacdes de tamanho 200, 400, 600 e 1000 indigidaferentes aos grupos de
ligacdo 1, 2, 3 e 4.

Populacbdes GL1 GL 2 GL 3 GL4
200 49,64 (4,20) 49,51 (6,31) 48,27 (7,20) 47,82 (18,38
400 50,13 (1,93) 49,61 (2,85) 50,00 (3,09) 49,55 (8,45)
600 50,39 (2,47) 50,42 (2,36) 50,00 (2,41) 50,00 (3,89)
1000 49,55 (1,94) 49,82 (1,79) 50,00 (1,95) 50,00 (2,29)
Yan et al. (2009) estudaram diferentes tamanhos pdpulacdes F e

herdabilidades. Para isto, foram simulados trésmdims de populacdes (50, 100 e 200
individuos) e trés diferentes herdabilidades (5%%le 20%). O tamanho dos
cromossomos simulado foi de 100 cM, sendo que ggmwslo QTL foi a 55 cM. A
populacdo de 200 foi a que menos variou, nos véeoarios, de 53,96 a 56,33 e 1,55 a
10,98 para posicéo e desvio padrao, respectivamente

Estdo apresentados na Tabela 20 os numeros dedegeue ndo detectaram
QTLs, quando se deveria. E importante salientaraqonémero de repeti¢des, utilizado
neste trabalho, foi 50 e que nos grupos de ligdc@0 3 e 4 os QTLs explicavam 40%,
30%, 20% e 10% da caracteristica genotipica, r@spetente. Foi observado que,
guanto menor a contribuicdo génica do QTL, maibafporcentagem de repeticbes que
nao detectaram QTL. No entanto, este problema pedeninimizado utilizando-se a
metodologia de intervalo composto. Vale ressalta&, gnesmo com tal uso, pode

ocorrer a nao deteccao do QTL.
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Tabela 20. Numero de repeticbes que nédo detectaram QTLs peddsdologias de
mapeamentos por intervalo simples (IS) e interv@mposto (IC) nos grupos de
ligacdo 1, 2, 3 e 4 das popula¢cdes simuladas de4P00 600 e 1000 individuos.

oL 200 ind. 400 ind. 600 ind. 1000 ind.

IS IC 5 IC IS IC IS IC
1 18(36} 4(8) 11(22) 0O 3(6) 0 1(2) 0
2 20(40) 1(2) 11(22) 0 5(10) 0 2(4) 0
3 20(40) 2(4) 17(34) 0 17(34) 3(6) 8(16) 0

4 30 (60) 11 (22)31(62) 7 (14) 26(52) 1(2) 18 (36) 0
1 _ Numeros entre parénteses correspondem & payeemta

Outro fator que influencia a deteccdo do QTL € rawsho da populagédo. A
populacdo de tamanho 200, mesmo utilizando a miegidode intervalo composto,
obteve repeticdes que ndo detectaram QTL. Notarseggando utilizou-se o intervalo
composto, houve uma diminuicdo da ndo deteccdo T™e Qonforme aumentou o
tamanho populacional, sendo que na populacdo dé m@viduos todos os QTLs
foram detectados. Portanto, quanto maior o tamaupulacional melhor serd sua
deteccéao.

Na Tabela 21 estdo apresentadas as repeticOe®tmpotadam mais de um QTL
por grupo de ligacdo. Verifica-se que quanto memacdo do QTL, maior sera o
namero de repeticdes que detectam mais de um QTLgpmpo de ligacdo. Este
problema também pode ser minimizado com a utilizads metodologia de intervalo
composto. Entretanto, mesmo com esta metodologi@ldema podera persistir, caso
se use tamanho populacional pequeno. Observa-sejup@o maior a populacao,
menor serd o numero de repeticdes que detectamdmaisn QTL por grupo, pois na
populacdo de tamanho 1000 nenhuma repeticéo dete@s de um QTL e na de 600

este problema foi solucionado com o intervalo costqo

Tabela 21.Numero de repeticdes que detectaram mais de 1@ igrupo de ligacao
pelas metodologias de mapeamentos por intervalplesn(IS) e intervalo composto
(IC), nos grupos de ligacdo 1, 2, 3 e 4 das popemgimuladas de 200, 400, 600 e
1000 individuos.

GL 200 ind. 400 ind. 600 ind. 1000 ind.
IS IC IS IC IS IC IS IC
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 3 (6) 0 0 0 0 0 0 0
4 25(50) 9(18) 13(26) 3(6) 2 (4) 0 0 0

! _ Numeros entre parénteses correspondem a payeemta
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No grupo de ligacdo 5, Tabela 22, observou-se usguéncia de quatro por
cento na deteccdo de QTL, onde nédo deveria. Estdepna foi solucionado utilizando

a metodologia de intervalo composto, exceto papppalacdes de 400 individuos.

Tabela 22. Numero de repeticbes que detectaram QTLs pela®dalegias de
mapeamentos por intervalo simples (IS) e intercalmposto (IC), no grupo de ligacéo
5 das populacdes simuladas de 200, 400, 600 eiad@duos.

oL 200 ind. 400 ind. 600 ind. 1000 ind.
IS IC IS IC IS IC IS IC
5 2 (4) 0 2(4) 24 1(2) 0 2 (4) 0

' _ Numeros entre parénteses correspondem a payeemta

Do exposto, pode-se inferir que quanto menos o @Xjilica a caracteristica,
maior deverd ser o tamanho da populacdo de maptamén grupo de ligacdo 1
praticamente ndo houve diferencas entre as pomdadé no grupo de ligacdo 4 houve
grandes diferencas no posicionamento dos QTLsosgmel 0 tamanho 1000 foi 0 mais
preciso e adequado quando se deseja encontraicepas QTLs que explicam pouco a
caracteristica.

S&o encontrados na literatura trabalhos que utilizéervalo composto para dar
maior precisdo na deteccdo. Com o intuito de mapsaQTLs que controlam o
florescimento do arroz em condi¢des de seca, CbdiraZeng (2011) utilizaram uma
populacdo de 154 duplos haploides. Para a detegsidQTLs foram utilizadas as
metodologias de intervalo simples, composto evmates multiplos, utilizando um valor
critico de LOD igual a 2,5. Com o intervalo simpfesam detectados 12 QTLs, mas
qguando foram aplicadas as metodologias de intergaloposto e mudltiplos foram
detectados apenas cinco QTLs, em ambas as metainlog

3.4.2.2. Efeitos dos QTLs

Foram realizadas analises de variancia para d®®f#as médias genotipicas,
aditivos, de dominancia, posicdo e contribuicdoigg@rmdos QTLs das populacoes
simuladas de tamanhos 200, 400, 600 e 1000 indisidistas analises foram realizadas
para os grupos de ligacdo 1, 2, 3 e 4. Verificogpse ndo houve diferencas entre os
tamanhos populacionais para todos os efeitos,erdfes ao grupo de ligacdo 1 e 2
(Tabelas 23 e 24).
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Tabela 23.Analise de variancia dos efeitos das médias (@it)yes (a), devidos ao desvio
de dominancia (d), posicéo dos QTLs e contribuggttica (R) das populacdes simuladas
de 200, 400, 600 e 1000 individuos referente googre ligacéo 1.

Quadrados Médios
GL m A d POSiG&0 R
Repeticao 49 0,7066 0,6716 2,4963 9,8528 48,0016
Populacdes 3 0,5608™ 0,0152™ 2,2585™ 8,0709™ 118,3438

FV

Residuo 147 0,6128 0,859 1,7228  7,1164 66,9444
Total 199

Média 104,73 7,38 7,43 49,93 38,18
CV(%) 0,75 12,56 17,67 534 27,11

"_ n&o significativo, pelo teste F.

Tabela 24 Andlise de variancia dos efeitos das médiasddifiyos (a), devidos ao desvio
de dominancia (d), posicéo dos QTLs e contribuggttica (R) das populacdes simuladas
de 200, 400, 600 e 1000 individuos referente googre ligacéo 2.

Quadrados Médios

FV

GL m A d posicdo R
Repeticbes 49 0,6677 0,7889 1,6161 10,9841 18,9228
Populacdes 3 1,3186" 0,5653™ 3,2463° 8,3875™ 21,3464
Residuo 147 0,8354 0,9464 2,3045 15,238932,9099
Total 199
Média 105,21 6,50 6,42 49,84 20,77
CV(%) 0,87 14,97 23,64 7,83 27,62

"_ n&o significativo, pelo teste F.

No grupo de ligacdo 3 os efeitos de tratamentom®oi significativo para todos
os efeitos, exceto para aqueles de dominancia &ilmagdo génica (Tabela 25). A
populacdo de tamanho 400 obteve o maior efeitcoderdincia (5,57). No entanto, ndo
diferiram das populacdes de tamanho 600 e 1000n&sres valores de contribuicdo
génica foram obtidos pelas populacdes de 200 e id@@iduos (Tabela 26). E
importante ressaltar que, neste caso, o esperadquer se aproximasse de 20, valor
simulado.

Foram verificados que, no grupo de ligagéo 4,isemhcas entre os tamanhos
populacionais foram significativas para os efeilas médias genotipicas, aditivos e
contribuicéo génica (Tabela 27). A populacéo deatam 1000 foi a que obteve a maior
média (106,5); entretanto, ndo diferiu da populat&600 individuos e a populagéo de
tamanho 200 obteve as maiores estimativas do efeitwo e contribuicdo génica (4,28

e 9,52, respectivamente), como pode ser obsenadalvela 28.
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Tabela 25.Analise de variancia dos efeitos das médias (@it)yes (a), devidos ao desvio
de dominancia (d), posicéo dos QTLs e contribuggttica (R) das populacdes simuladas
de 200, 400, 600 e 1000 individuos referente googre ligacao 3.

Quadrados Médios

FVvV

GL m A d posicdo R’
Repeticéao 49 1,67 0,9292 2,1599 15,8658 28,1337
Populacdes 3 0,5694 ns 1,3974 ns 6,8465 ** 17,2094"™ 81,0873*
Residuo 147 1,7325 1,0457 1,7067 17,3958 20,1103
Média 105,78 5,21 5,13 49,16 12,73
CV(%) 1,24 19,63 25,45 848 3532

"Se ** — ndo significativo e significativo a 1%, pestivamente, pelo teste F.

Tabela 26. Médias dos efeitos das médias (m), aditivos (ayidds ao desvio de
dominancia (d), posicéo dos QTLs e contribuicAdcgéfi¥) das populacdes simuladas de
200, 400, 600 e 1000 individuos referente ao gdedacao 3.
Populacbes m a d posicao R

200 105,70a 5,33a 4,68b 48,29438la

400 105,70a 5,38a 557a 49,5443385a

600 105,80a 5,05a 5,21ab 49,3441,57b

1000 10593a 508a 5,07ab 49,47341,69b

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo mlifergre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 27.Analise de variancia dos efeitos das médias (@it)yes (a), devidos ao desvio
de dominancia (d), posicéo dos QTLs e contribuggttica (R) das populacdes simuladas
de 200, 400, 600 e 1000 individuos referente googre ligacéo 4.

Quadrados Médios
GL M a d posicdo R
Repeticbes 49 13,394042 1,0677652,532461 59,40307 13,7614
Populagdes 3 139,1458* 3,8593** 2,3802° 37,7067 120,8074**
Residuo 135 9,738276 0,766178 1,995324 63,201019 11,397

FV

Total 187
Média 105,08 3,80 3,88 49,24 6,90
CV(%) 2,97 23,02 36,38 16,15 48,90

" * e * _ nao significativo, significativo a 5%1&6, respectivamente, pelo teste F.

Tabela 28. Médias dos efeitos das meédias (m), aditivos (ayidds ao desvio de
dominancia (d), posicéo dos QTLs e contribuicAdogéfik) das populacdes simuladas de
200, 400, 600 e 1000 individuos referente ao gdgdmacao 4.
Populacdes m a d posicéo R
200 102,50c 4,28 a 4,23 a 47,80a 9,52 a
400 104,80b  3,57b 3,87a 4956 a 6,16 b
600 106,16 ab 3,72b  3,67a 49,35a 6.49Db

1000 106,50a 3,76 b 3,83 a 49,98 a 5,85 b

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo mifergre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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3.4.2.3. Comparacéao entre efeitos do QTL estimadegparamétricos

Com o intuito de verificar se ha diferencas emseestimativas obtidas e as
simuladas, realizaram-se os testes t. Os valoss tleste para os grupos de ligagéo 1,
2, 3 e 4 estdo apresentados nas Tabelas 29, 382,333, 34, 35, 36, 37, 38, 39 e 40.
Para todas as populacdes as médias genotipicas fioatores do que as simuladas em
todos os grupos de ligagédo. Os efeitos aditivogniondo significativos para todas as
populacdes nos grupos de ligagéo 1, 2 e 3, exegtogppopulagcédo de tamanho 600, no
grupo de ligacéo 2, que foi maior que o simuladwmghupo de ligacdo 4 a estimativa do
efeito aditivo da populacdo de 200 individuos foperior ao valor simulado e as
demais populagdes nao diferiram.

Os efeitos devidos ao desvio de dominancia foramnsighificativos para todas
as populacdes nos grupos de ligacdo 1, 2 e 3, eeymmia a populacdo de 400
individuos, no grupo de ligacdo 3, que foi maioe quvalor simulado. No grupo de
ligacdo 4 a populacdo de tamanho 200 obteve efefierior aos valores simulados. Os
valores das posi¢des foram néo significativos padas os tamanhos de populagdes em
todos os grupos de ligagdo. J& os valores dasitmagfres génicas foram menores em
todos os tamanhos e grupos de ligacéo, excetoappopulacdo de 200 individuos no

grupo 4, que foi ndo significativo.

Tabela 29.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
das médias genotipicas (m) e aditivos (a) paraopslacdes de 200, 400, 600 e 1000
individuos referentes ao grupo de ligacao 1.
Tamanho m a
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 104,61 (1,28) 100 25,45** 7,3692 (1,28) 7,303 0,36°
400 104,87 (0,55) 100 62,87* 7,3606 (0,81) 7,303 0,51°
600 104,74 (0,64) 100 52,34* 7,3744 (0,73) 7,303 0,69°

1000 104,70 (0,44) 100 76,24** 7,401 (0,63) 7,303 1,16
"Se ** _ njo significativo e significativo a 1%, pestivamente, pelo teste t.
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Tabela 30.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominéancia (d) e posicao do (Pdsi¢éo) para as populacdes de
200, 400, 600 e 1000 individuos referentes ao gdepligacao 1.

d posicao
Tamanho - : - :
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valor t
200 7,676 (2,09) 7,303 1,28° 49,63 (4,20) 50 -0,62
400 7,157 (1,06) 7,303 -0,97° 50,13 (1,93) 50 0,48
600 7,456 (1,25) 7,303 0,88° 50,39 (2,43) 50 1,12
1000 7,427 (0,76) 7,303 1,18° 49,54 (1,94) 50 -1,68

" _ nAo significativo pelo teste t.

Tabela 31.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
da contribuicdo génica Rpara as populacdes de 200, 400, 600 e 1000 dhdigi
referentes ao grupo de ligagéo 1.

RZ
Tamanho
Estimado Simulado  Valort
200 32,20 (11,89) 40 -4,64**
400 28,66 (7,15) 40 -11,22**
600 30,46 (6,15) 40 -10,97**
1000 29,40 (4,36) 40 -17,19**

"S_ n&o significativo pelo teste t.

Tabela 32.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
das médias genotipicas (m) e aditivos (a) paraopslacdes de 200, 400, 600 e 1000
individuos referentes ao grupo de ligagdo 2.

M a

Tamanho
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 105,45 (1,31) 100 29,30*%6,5188 (1,33) 6,3246 1,0¥
400 105,14 (0,92) 100 39,66*%6,5496 (0,97) 6,3246 1,6%
600 105,13 (0,61) 100 59,64**6,577 (0,74) 6,3246 2,41~
1000 104,95 (0,48) 100 72,98*%6,3412 (0,59) 6,3246 0,2t

" * @ ** —nao significativo, significativo a 5%6, respectivamente, pelo teste t.

Tabela 33.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominéancia (d) e posicao do (Pdsi¢éo) para as populacdes de
200, 400, 600 e 1000 individuos referentes ao gdepligacao 2.

d posicao
Tamanho : : : :
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 6,0406 (2,21) 6,3246 -0,91° 49,51 (6,31) 50 -0,%%
400 6,5258 (1,32) 6,3246 1,08 49,61 (2,85) 50 -0,97
600 6,5404 (1,03) 6,3246 1,48 50,42 (2,36) 50 1,28
1000 6,5786 (0,90) 6,3246 1,98 49,82 (1,79) 50 -0,7%

ns %

, * e ** — ndo significativo e significativo a 5%gspectivamente, pelo teste F.



Tabela 34.Médias, desvio padrao (entre parénteses) e valorésste t para o efeito da
contribuicdo génica (B para as populaces de 200, 400, 600 e 1000 ihdigi
referentes ao grupo de ligagéo 2.

R2
Tamanho
Estimado Simulado  Valort
200 21,16 (7,54) 30 -8,29**
400 21,11 (5,42) 30 -11,61%
600 21.00 (4,74) 30 -13,43**
1000 19,79 (3,01) 30 -23,97**

"S_ n&o significativo pelo teste t.

Tabela 35.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
das médias genotipicas (m) e aditivos (a) paraopslacdes de 200, 400, 600 e 1000
individuos referentes ao grupo de ligacéo 3.

m a
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort

Tamanho

200 106,19 (1,33) 100 32,905,429 (1,39) 5,164 1.35°
400 105,7 (0,80) 100  50,38**5,375 (0,94) 5,164 1.58
600  105,79(0,52) 100  78,79%5054 (0,87) 5,164  -0.90°
1000 105,92 (0,49) 100 85455078 (0,61) 5,164  -1.00°

"Se ** — ndo significativo e significativo a 1%, pestivamente, pelo teste t.

Tabela 36.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominéancia (d) e posicao do (Pdsi¢éo) para as populacdes de
200, 400, 600 e 1000 individuos referentes ao gdepligacao 3.

d posicao
Tamanho : : : :
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valor t
200 4,75 (2,04) 5,164 -1,45 48,26 (7,20) 50 -1, 7%
400 5,571 (1,32) 5,164 2,18* 49,53 (3,09) 50 -1,07
600 5,214 (0,90) 5,164 0,38° 49,33 (2,41) 50 -1,98
1000 5,07 (0,83) 5,164 -0,80 49,46 (1,95) 50 -1,9%

"S_ n&o significativo pelo teste t.

Tabela 37.Médias, desvio padrao (entre parénteses) e valorésste t para o efeito da
contribuicdo génica (] para as populaces de 200, 400, 600 e 1000 ihdigi
referentes ao grupo de ligagéo 3.

R2
Tamanho
Estimado Simulado  Valort
200 13,81 (6,84) 20 -6,40%*
400 13,86 (3,95) 20 -11,00**
600 11, 57 (2,94) 20 -20,27**
1000 11,69 (4,18) 20 -14,07**

"S_ n&o significativo pelo teste t.
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Tabela 38.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
das médias genotipicas (m) e aditivos (a) paraopslacdes de 200, 400, 600 e 1000
individuos referentes ao grupo de ligacao 4.

Tamanho : M : 6.1
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
200 102,46 (5,09) 100 3,42**4,2386 (1,53) 3,6515 2,71
400 104,71 (3,86) 100 8,62**3,5475 (0,63) 3,6515 -1,18

600 106,16 (2,18) 100 19,96**3,7224 (0,70) 3,6515 0,77
1000 106,49 (0,50) 100 91,78*3,7618 (0,62) 3,6515 1,27

" * @ ** —_nao significativo, significativo a 5%6, respectivamente, pelo teste t.

Tabela 39.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominéancia (d) e posicao do (Pdsicdo) para as populacdes de
200, 400, 600 e 1000 individuos referentes ao gdepayacao 4.

d posicao
Tamanho : : : :
Estimado Simulado Valor t Estimado Simulado Valort
200 4,2079 (1,78) 3,6515 2,21* 47,82 (13,38) 50 -1,1%
400 3,8811 (1,65) 3,6515 0,98 49,55 (8,45) 50 -0,38
600 3,6717 (1,43) 3,6515 0,10° 49,35 (3,89) 50 -1,18
1000 3,827 (0.90) 3,6515 1,38 49,97 (2,29) 50 -0,09

"Se ** _ njo significativo e significativo a 5%, pestivamente, pelo teste t.

Tabela 40.Médias, desvio padrao (entre parénteses) e valorésste t para o efeito da
contribuicdo génica (i para as populacbes de 200, 400, 600 e 1000 dhdisi
referentes ao grupo de ligacéo 4.

RZ
Tamanho
Estimado Simulado  Valort
200 9,48 (5,46) 10 -0,87
400 6,16 (1,73) 10 -15,65**
600 6,48 (3,92) 10 -6,35**
1000 5,85 (1,51) 10 -19,43**

" _ nAo significativo pelo teste t.

E importante salientar que o teste t leva em dena¢do os desvios padréo,
sendo que quanto menor, maior serd o valor t eseguentemente, maior a
probabilidade de ser significativo. Observam-se gsiezalores destes efeitos aditivos
obtidos pelas populacdes de 200, 400 e 600 indigidoo grupo de ligacdo 2, foram
6,5188; 5,5496 e 6,577, com desvios padrédo de 0,93;e 0,74 e com os valores t de
1,03; 1,63 e 2,41, respectivamente. Os valoresif@aamelhantes, porém, os valores t
foram discrepantes, sendo altamente influenciaddsspvalores de desvio padréo.
Outro exemplo encontra-se na Tabela 39, onde asdessdos QTLs, em média, dos
tamanhos populacionais 200, 400, 600 e 1000 ingbddno grupos de ligacéo 4,
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foram: 47,82 cM, 49,55 cM, 49,35 cM e 49, 97 cMncdesvios padrdo de 13;3845
3,89 e 2,29 e os valores t de -1,15; -0,38; -1,48@9, respectivamente. Observa-se que
o valor t da populacdo de 600 individuos foi majoie o valor da populacédo de
tamanho 200. Entretanto, a posi¢cdo da populac&@0@eoi mais proxima a posicao
simulada (50 cM) do que a de 200 individuos. Eate pode ser explicado devido ao
desvio padréo da populacao de tamanho 200 ser dmgue a de 600 individuos.

Vale ressaltar que, no geral, a populacdo de tamd®00 obteve valores
semelhantes aos simulados, pois foram ndo sigiviicaexceto em relacdo as médias
genotipicas e contribuicdo génica. Outro fato eeh® € que as variancias da populagéo
1000 foram menores, mostrando uma maior precissiestanativas.

Verificaram-se, na literatura, que a maioria dadbdlhos utiliza tamanhos de
populacdo préximos a 200 individuos (COUTO et2010; CHAKRAORTY; ZENG,
2011; LU et al., 2011; BOROVSKY; PARAN, 2011). Eetanto, com o advento do
sequenciamento sdo encontradas populacfes de t@snardiores, o que tornou as
estimativas dos efeitos génicos mais precisas (&8leval., 2011; SOUSA et al., 2011;
TORTEREAU et al., 2011).

4.4.3. Considerac0Oes referentes a deteccédo de QTias populacdes F

Em trabalhos de deteccéao de QTL, primeirament@garse saber qual o objetivo da
pesquisa: deteccéo ou deteccao e posicionamerdad@o objetivo for apenas a deteccgao,
a metodologia da marca simples é eficiente. O thmawopulacional € de extrema
importancia nestes trabalhos, sendo que o melinoantao depende do quanto o QTL
explica a caracteristica. Assim, a populacéo der@iduos é eficiente para detectar QTLs
que expliqguem 20% ou mais da caracteristica, castacio necessita de uma populacdo
igual ou superior a 600 individuos. Quando o olmetior detectar e posicionar, é
recomendavel a utilizacdo das metodologias devaiterO tamanho populacional influencia
diretamente na identificacdo da posi¢éo corretajcsgue quanto maior for a populagéo,
mais preciso serd. Outro fato relevante € o quzaada QTL explica a variagdo genotipica,
pois quanto menos explica menor sera a sua pragisémsequentemente, maior devera ser
a populacéo.

Quando o QTL explicou 40% da caracteristica, ogioepadréo das populacdes de
tamanho 400, 600 e 1000 foram semelhantes. Jaaaaplicou 30%, as popula¢des de 600

e 1000 individuos foram similares. Resultados desnéts a este foram observados no
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grupo de ligacdo 3 (QTL explica 20%); no entantm, &% das populacdes de 600
individuos néo foram detectados QTLs. O tamanhalpojpnal de 1000 foi 0 mais preciso
no posicionamento do QTL, quando este explicouap&i%. Portanto, no primeiro caso
pode-se utilizar uma populacdo de 400, no seguldo o terceiro e quarto de 1000
individuos.

As posicdes do QTL foram analisadas por meio daksas de variancias e teste t e
nao foram detectadas diferencas entre os tamardpgapionais nem entre os valores
estimados e o0s simulados, todos nos grupos deddigac 2, 3 e 4. Na média, o0s
posicionamentos foram préximos aos simulados, tamtemn conforme aumentou o tamanho
da populacdo menores foram os desvios padrao.

Nas populacbes de 200, 400, 600 e 1000 individigsosstimativas dos efeitos
aditivos e de dominancia foram similares aos sidugdeonde os QTLs explicaram 40%,
30% e 20% da caracteristica. Quando o QTL expli@ da caracteristica a populacdo
1000 obteve os melhores resultados. Entretantaydquae utilizou a metodologia de
intervalo, somente a de tamanho 200 obteve resslthferentes dos simulados.

As estimativas das contribuicbes génicas dos Q@hg) nas metodologias da marca
simples quanto na de intervalo, foram subestimaaagpodas as populagdes. Este fato era
esperado, uma vez que os efeitos foram medidan@orde marcadores flanqueados e néo
no proprio QTL. No entanto, as estimativas obtjuElas metodologias de intervalo, mesmo
com as diferencas significativas, foram mais prasi@s simuladas.

Encontram-se trabalhos que utiliza metodologiandeca simples (SANTOS et al,
2007; MIGNON et al, 2009), intervalo simples (MCCEKY et al, 2011; SILVA et al,
2011; BOROVSKY; PARAN, 2011) e intervalo compositif et al, 2011; YUAN et al,
2011; LU et al, 2011; DING et al, 2011). Também sacontrados trabalhos que utilizam o
método da marca simples e os de intervalo pareomeitiendimento (RODRIGUES et al,
2010).
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4. CONCLUSOES

Para fins de mapeamentos, conclui-se que:

As populacdes de 200, 400, 600 e 1000 individuosféientes para recuperar
0s grupos de ligagéo;

Em todos os tamanhos populacionais utilizadoseqséncias das marcas foram
como o esperado, sem ocorréncia de inversoes;

As distancias entre as marcas adjacentes foranltsames nos quatro tamanhos
de populagoes.

Para fins de deteccao de QTL, conclui-se que:

Populactes de 200 individuos séo eficientes paextde QTL que explica, no
minimo, 20% da varia¢gdo genotipica.

Para QTL que explica de 10% a 20% as populacde80feindividuos séo
eficientes.

As populacdes de 200, 400, 600 e 1000 individuoseBéaientes para detectar e
posicionar QTLs que explicam acima de 40%, 30%, 2020% da variacdo genotipica

da caracteristica, respectivamente.

Para fins de efeitos do QTL, conclui-se que:

Para os efeitos das médias genotipicas, 0s quatnanhos populacionais
obtiveram valores superiores aos simulados;

As populacgbes de 200, 400, 600 e 1000 individuosBéientes para estimar os
efeitos aditivos e de dominancia quando o QTL eqd0% ou mais da caracteristica;

Para QTLs que explicam entre 10% e 20% da varige@otipica a populacéo
de 1000 individuos é eficiente para estimar ogafeiditivos e de dominancia,

Os quatro tamanhos de populacéo séo eficientesositignar o QTL no grupo
de ligacéo;

As populagbes de 200, 400, 600 e 1000 individubsstimaram os efeitos da
contribuigéo génica do QTL;

Quanto maior o tamanho populacional, menor seraesvid padrdo das

estimativas dos efeitos.
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CAPITULO 2

EFICIENCIA NA DETECCAO DE VARIOS QTLs EM UM GRUPO D E
LIGACAO GENICA
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RESUMO

FERREIRA, Eliel Alves, D.Sc., Universidade Fededal Vicosa, fevereiro de 2012.
Eficiéncia na deteccdo de véarios QTLs em um Grupo e Ligacdo génica.
Orientador: Cosme Damido Cruz. Coorientadores: d®€descéncio Souza Carneiro e
Leonardo Lopes Bhering.

Para o melhoramento genético, tem-se buscado,veadanais, a manipulacéo assistida
por marcadores moleculares e esses marcadoresnias@me importantes nos estudos
genéticos. Dessa forma, sdo ferramentas Uteis getectar variagbes no genoma,
aumentando o poder das analises genémicas. Unepraldomum nos estudos de QTL
€ a deteccado de QTL fantasma, quando ha mais d@TUmno mesmo ou em outros
grupos de ligacdo. Assim, o objetivo do preseraealho foi avaliar as metodologias da
marca simples, intervalo simples e composto entdiela deteccdo e posicionamento
de QTL, além da deteccdo de QTLs fantasmas. Ossdadam gerados utilizando o
modulo de simulacdo do aplicativo computacional GidMForam simulados genomas
parentais e amostras de populacfgs dontendo 1000 individuos cada e foram
simuladas 50 repeticdes com as mesmas carac@sisicgenoma dessas populacoes
foi simulado tomando como referéncia uma espéctéia dipléide com 2n = 2x = 8
cromossomos, composto de quatro grupos de lig&d@da grupo de ligacdo formado
possuiu tamanho de 100 cM, contendo 21 marcadodesrinantes com saturacédo de 5
cM. Estipulou-se que os grupos de ligacao 1, 2cerinham dois QTLS, explicando
(28% e 28%), (28% e 5%) e (5% e 5%) da variacaotfgna, respectivamente, e que 0
grupo de ligacdo 4 n&o conteria QTL, sendo utibzadmo controle. Para cada
repeticdo foi simulada uma caracteristica com méglial a 100, herdabilidade 3h
igual a 50% e coeficiente variacdo ambiental (Chgelpl a 10%. O grau médio de
dominancia foi considerado igual a 1. Posteriormefdram realizados os testes de
segregacdo e as analises de deteccdo de QTL. Bwa feram utlizadas as
metodologias de marca simples, intervalo simplesomposto, quando necessario.
Observou-se que ao aplicar a metodologia de idtereamposto melhorou-se a
deteccdo de QTL. Dessa forma, conclui-se que adoleigia de intervalo composto
melhorou a néo deteccdo de QTL fantasma e que o Qid explica mais a
caracteristica suprima o que explica menos, quarmioparado a metodologia de

intervalo simples.

Palavras chaves: Populacdo de cruzamento controf@dib inexistente; populacdes
simuladas.
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ABSTRACT

FERREIRA, Eliel Alves, D.Sc., Universidade FedeatalVicosa, february de 2012. The
Efficient in the many QTLs detection in the gene hkage group. Adviser. Cosme
Damido Cruz. Co-advisers: Pedro Crescéncio Souzaelta and Leonardo Lopes
Bhering.

Genetic improvement has been sought the manipuolasgisted by molecular markers
and these markers are also important in genetadiesuThus, they are useful tools to
detect genomic variations, increasing the powergehomic analysis. A common
problem in QTL studies is the ghost QTL detectidrew more than one in the same or
other linkage groups. The objective of this studyswio evaluate the methodologies of
the simple mark, simple and composite interval étection and positioning of QTL,
and ghost QTL detection. The parental genomes ammbpulations were simulated by
the GQMOL software. The population contained 10@fividuals and 50 replicas were
simulated. The genome was simulated for diploidciEse with 2n = 2x = 8
chromosomes, composed of five linkage groups. Ha&age group was of 100 cM,
containing 21 co-dominant markers with saturatib® M. Stipulated that the linkage
groups 1, 2 and 3 contained two QTL, explaining28nd 28%), (28% and 5%) and
(5% and 5%) of the phenotypic variation, respetyivand the linkage group 4 don’t
contained QTL. Each replica was simulated withdyief 100, heritability (/) of 50%
and coefficient environmental variation (CVe) of %40The average degree of
dominance was considered equal to 1. Later, wepieal segregation tests and QTL
analysis. For QTL analysis was used the simple imgrknethodologies, simple and
composite interval. It was observed that with apgythe composite interval method
has improved QTL detection, decreasing the ghodt Qdtection. It was found that
with the interval composite method avoided that @EL major effect supreme the
effect of QTL small. Therefore, it can be concluddgtt the composite interval

methodology is efficient for QTL detection and peation of ghost QTL.

Key words: Population-controlled crossover; QTL existent; simulated populations.
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1. INTRODUCAO

No melhoramento genético, tem-se buscado, cadamagg, a manipulacéo
assistida por marcadores moleculares, visando alder eficiéncia nas transferéncias
genéticas, tanto em relacdo as caracteristicasitajivals quanto quantitativas.
Marcadores moleculares ligados a caracteristicasndertancia econémica tém sido
identificados, permitindo a selecéo indireta enag@es cada vez mais precoces. Esta
estratégia reduz tempo e recursos necessariossdmra desenvolver populagdes
segregantes por varias geracdes, mas também giarargsarametros.

Além de sua importancia no melhoramento, os maread também sao
importantes nos estudos genéticos. Neste contestanarcadores moleculares séo
ferramentas (teis para detectar variacdes no genaumdentando o poder da andlise
genética. Atualmente, existe grande variedade deadares moleculares disponiveis
para diferentes espécies vegetais, sendo que psipaiis sdo: RFLP Restriction
fragment Length Polymorphism), RAPD Random Amplified Polymorphic DNA), SSR
(Smple Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SNPs
(Sngle Nucleotide Polymorfisms) e os DArT Diversity Arrays Technology) (CAIXETA
et al., 2009; OLIVER et al., 2011).

Os marcadores séo classificados como dominantesdaminantes, sendo que
ambos podem ser utilizados para construir mapdgyagio. Esses mapas auxiliam o
melhoramento genético, principalmente na detec¢dposicionamento de locos
quantitativos. Esses QTLs podem ser detectados npetodologias que utilizam
contrastes entre médias (ANOVA e teste t). Os ndares podem ser associados ao
QTL por meio do método da marca simples baseadaegeessdo linear ou na
verossimilhanca, no entanto, estes métodos naoigoeam o QTL no grupo de ligacéo,
apesar de ser eficiente em sua deteccdo. Quanderesse for, além de sua deteccéo,
localizar o seu posicionamento, € possivel utilisamétodos de intervalo, podendo ser
o0 método de intervalo simples e/ou intervalo cortgosendo que este ultimo utiliza
marcadores como cofatores. Essas metodologias pséenbaseadas em regressao
linear ou em verossimilhanca.

A metodologia de intervalo simples detecta e posmio QTL de forma
eficiente, principalmente quando se utiliza popbdscgrandes. Entretanto, este método
avalia um intervalo de cada vez sem consideras@amte da informacado do genoma,

podendo apresentar problemas na detecgdo quarsterxautros QTLS no mesmo ou
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em outros grupos de ligacdo. Dessa forma, ndo Indo cdeterminar se o efeito
significativo observado € devido a um ou a varids. € Além disso, quando multiplos
QTLs estdo presentes, um problema comum € a olgeervde falsos positivos,
denominados de QTLs fantasmas (SCHUSTER; CRUZ, ;208BIGARELLI et al.,
2011).

Do exposto, o objetivo do presente trabalho faliav as metodologias da marca
simples, intervalo simples e composto em relagdet@ccdo e posicionamento do QTL,

além da deteccgdo de QTLs fantasmas.
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6. MATERIAL E METODOS

2.1. Simulacao

2.1.1. Simulacao dos dados

Para gerar os dados foi utilizado o modulo de sagdd do aplicativo
computacional GQMOL (CRUZ, 2008), que permite obiaiormacdes sobre os
genomas, genaotipos, genitores, individuos de difesetipos de populacdes e dados de
caracteristicas quantitativas. Foram simulados meso parentais e amostra de
populacdes de cruzamento controladg) §em tamanho de 1000 individuos.

Foram simuladas 50 repeticbes com as mesmas ¢é&stcas. O genoma dessas
populacdes foi simulado tomando como referéncia esp&cie ficticia dipléide com 2n
= 2X = 8 cromossomos, composto de quatro grupoégdedo (GL). Cada grupo de
ligacdo formado possuiu tamanho de 100 cM, conté&idmarcadores codominantes

com saturacéo de 5 cM.

2.1.2. Simulacao dos genitores
Para a simulagdo dos genitores foram consideradogas homozigotos

contrastantes e os mapas genéticos utilizados @aencdo das populacdes estdo

representados na Figura 9.
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Figura 9. Mapas genéticos com representacao genotipicaedowigs utilizados para
gerar as populacoes & serem analisadas (1=AA e 0=aa).
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2.1.3. Procedimentos para simulagéo dos individués

A estratégia basica de simulacdo € caminhar aoolahgs cromossomos,
realizando permutas em cada intervalo entre maadgscentes, de acordo com as
distancias dos marcadores, conforme descrito s &005).

O processo de simulacao das populacgéeguiu 0s seguintes passos:

3. A partir do genoma simulado foram construidos osétjpos parentais, de
forma que se apresentem o0s genitores homozigotasastantes sempre de
padrdo genotipicoA; X aa.

4. A partir dos gendtipos parentais foram geradosamsegas para a formacéo dos
individuos da populacéo,FAs producdes dos gametas foram feitas simulando-
se o0 pareamento dos homdlogos e realizando-se f@yrmao longo do
cromossomo; considerou-se a nao interferénciaewd8as delimitadas por dois
marcadores adjacentes. A probabilidade de ocoaéheirecombinacdo numa
regido entre marcadores adjacentes é dada de acondca distancia destes
marcadores no genoma simulado. Sendo que uma disiéncia implica numa
maior possibilidade de ocorréncia de recombinagéo.

O programa GQMOL considera o encontro aleatério gdénetas para a
simulacado dos individuos. Sendo assim, um novoegsaacontece para cada individuo

simulado dentro de cada repeticéo.

2.1.5. Simulacao da caracteristica quantitativa (QI)

Foi estipulado que os grupos de ligacdo 1, 2 enBedam dois QTLs. Também
foi estabelecido que o grupo de ligacdo 4 ndo cent@TL, sendo utilizado como
controle da metodologia aplicada a deteccdo de @&ta cada repeticédo foi simulada a
caracteristica com média igual a 100, herdabiliddde igual a 50% e coeficiente
variacdo ambiental (CVe) igual a 10%.

Considerou-se também que a contribuicdo génic®das foram diferentes em
cada GL, sendo os QTLs posicionados nos GL 1, 2xplcariam: (28% e 28%), (28%
e 5%) e (5% e 5%) da variacdo genotipica, res@eugnte. O grau médio de
dominancia foi considerado igual a 1, ou seja, dédmtia completa. Os mapas
genéticos, com o posicionamento dos QTLs simuladté apresentadas na Figura 10.
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2.2. Mapeamento

Apés as populacdes serem geradas, seguiram-séapas edo processo de

mapeamento, como descrito a seguir.

2.2.1. Andlise de segregacao
Foram aplicados testes de qui-quadradp ffara verificar se ha segregacdo em
cada marca, sendo estas esperadas de 1:2:1.

A estatistica utilizada para o teste de segreg@¢@oqui-quadrado, dada por:

n 2
2 _ Z (Obs; — Esp;)
A : Esp;
i=1

sendo,

v é o valor de qui-quadrado calculado;

Obs e Espsao valores observados e esperados, para i-élsiesa éenotipica (i=1, 2 e
3).

A hipotese (H) de segregacao dos locos foi testada ao nivelstinge 5% de
probabilidade e dois graus de liberdade. Nas $iesaem que o valor da probabilidade
calculada foi inferior ao pré-estabelecido, a hepétH foi rejeitada significando que a
segregacao ndo ocorreu de acordo com o esperado.

Como foi testado um grande namero de marcadotiéigpu-se a protecao de
Bonferroni para reduzir a probabilidade de se cemet erro tipo I, mantendo a
significancia totaloar igual a 5%. Com o uso da correcdo de Bonferronivel de

significancia para teste individual é dada por:

a = —exp <w> +1
A utilizagéo da protecdo de Bonferroni tem poretilap fixar um nivel critico de
significanciaor para o experimento. Para isso, deve-se estimariwehde significancia
a para cada teste que proporcione o nivel de signifia ar desejado para cada
experimento (CRUZ; SILVA, 2009). Esta andlise fealizada por meio do software
GQMOL (CRUZ, 2008).
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2.2.2. Estimacdo da porcentagem de recombinacéo

Apos a aplicacdo dos testes de segregacdo, seg@Eletapa da estimagdo da

porcentagem de recombinacdo entre os pares de snaiil&ando-se o método da

maxima verossimilhanca. Os estimadores de verdbesinga foram obtidos pelo

método gréfico em que valores da razdo de verdbsinga (LR) ou LOD sé&o

analisados graficamente, representativos do eixoa¥sociados aos valores da

porcentagem de recombinacao, no eixo X. A funcaeedassimilhanca é dada por:

. — N1, Ni2,.M13,.M21,N22 MN23,  N31, MN32 N33
L(r, nl-j) = Ap,

Dy "P3 P4 Ps"Ps P7 Pg  Po

sendo,

r é a porcentagem de recombinacao;

1= N!

n11!n12!...n33! !
3 3
V-3
i=1j=1
P; é a probabilidade associada a cada classe;

n;; € o nimero de individuos observados em cada pitinlaale.

As probabilidades associadas a cada classe, @ages fle ligagdo podem ser de

aproximacdo ou repulsdo, juntamente com o numerindieiduos observados, estao

apresentadas na Tabela 41.
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Tabela 41.Frequéncias genotipicas esperadas na populacénilzando marcadores
codominantes no cruzamento entre individuos com itayes homozigotos
contrastantes.

Fase de aproximacao Fase de repulsao
NUm. Frequéncia Num. Frequéncia
Gendtipo Codigo* obs. esperada Caddigo* obs. esperada
AABB 0-0 M1 p1=1/4(1-rf 0-2 N3 p1=1/4r
AABb 0-1 M2 p=1/2r(1-r) 0-1 > p=1/2r(1-r)
AAbb 0-2 Ns pa=1/47 0-0 N1 ps=1/4(1-r¥
AaBB 1-0 1 ps=1/2r(1-r) 1-2 A3 ps=1/2r(1-r)
AaBb 1-1 n, ps=l/2(1-n+1/2f  1-1 e ps=1/2(1-r)+1/2f
Aabb 1-2 n3 ps=1/2r(1-r) 1-0 n1 pe=1/2r(1-r)
aaBB 2-0 B1 p;=1/4¢ 2-2 b3 pr=1/4(1-rf
aaBb 2-1 B ps=1/2r(1-r) 2-1 B2 ps=1/2r(1-r)
aabb 2-2 5 Po=1/4(1-rY 2-0 Me1 po=1/4F

*Codificacdo numérica de cada individuo, para ds kios.

O LOD escore € um teste de razédo de verossimillgungaitiliza o logaritmo na
base 10 (Logg) da razéo entre a verossimilhanca consideranddon e r estimado e a
verossimilhanca para r igual a 0,5.

LOD = Logy (—L(T;nij) )

L(T= O,S;Tli]')

Adotou-se, no presente trabalho, o LOD minimo dein8licando que a

verossimilhanca, considerando o valor de r, é A@2@s maior que a verossimilhanca
em caso de ligacéo.

2.2.4. Determinacao dos grupos de ligacao

Na formacédo de grupo de ligacéo utilizou-se a pedpde transitiva, ou seja, se
o loco A esté ligado ao loco B, e o loco B estadig ao loco C, logo o loco A esta

ligado ao loco C, independentemente da frequéreieedombinacdo A e C, portanto,
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A, B e C pertencem ao mesmo grupo de ligacdo. i@sios utilizados no agrupamento
foram a frequéncia maxima de recombinac&@, re o0 LOD minimo (LOR»), para
inferir se dois locos estdo ligados. Foram utilosados valores 30% e 3,
respectivamente, pargask € LODnin. AS marcas mais proximas, em relagdo as marcas ja
incorporadas, que atenderem aos dois critérioddstserdo incorporadas ao grupo de
ligacdo. Assim, 0 processo continua, investigandeantp a porcentagem de
recombinacdo e ao LOD entre marcas € entre possiienhos a serem incorporados

as extremidades do grupo de ligacdo em formacéao.

2.2.5. Ordenamento das marcar no grupo de ligacéo

Apos a formacdo dos grupos de ligacao foi detallsadaelhor ordem, das n
marcas nos grupos.

Um dos processos € gerar todas as possiveis qrié?)se adotar como critério
a identificagdo da melhor ordem, sendo aquela gapopcionar menor soma entre
distancias. Contudo, na medida em que o numeroodes | marcadores aumenta,
aumenta-se grandemente o numero de ordens possieesumindo, portanto, um
grande tempo de processamento. Entdo, foi utilizatternativamente, o critério da
soma das fracdes de recombinacdo adjacente (SARIfM-of Adjacent Recombination
Fraction) para os mapas construidos sem andlisglanol Neste processo, a melhor
ordem € aquela que apresenta menor soma de re@gdbmadjacentes. Considera-se a
ordem original estabelecida pelo processo de agrepi e aplica-se o algoritmo RCD
(Rapid Chain Delineation), que consiste em real@anmutas entre dois marcadores
vizinhos ou distantes envolvendo trés ou quatrocatlres. A ordem é alterada se,
apos a permuta, a soma das distancias adjacentedtzida. Apos todas as permutas
conclui-se que a melhor ordem é aquela de menoia stendistancias adjacentes
(SCHUSTER; CRUZ, 2008).

2.3. Andlise de deteccado de QTLs
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Os métodos utilizados neste trabalho, para detededTL, foram os métodos
da marca simples, intervalo simples e intervalo mosto. Todas essas analises foram
realizadas utilizando o aplicativo computacionalNBQL (CRUZ, 2008) que pode ser

encontrado no endereco http://www.ufv.br/dbg/biaddml.

2.3.1.1. Método da Marca simples

O método da marca simples foi empregado para avaliassociacdo entre
gendtipos e marcadores moleculares, utilizandeegeessao linear. Para a analise de
regressado, os trés genotipos (AA, Aa e aa) foradificados como 1, 0 e -1 para
quantificacdo do efeito aditivo e como 0, 1 e Capguwantificacdo do efeito atribuido a

dominancia, utilizando o modelo:

Y = Bo + B1X1j + B2X2j + &

sendo,
Y, € o valor da caracteristica quantitativa avaliadaj-eésimo individuo da
populacao F;

X,j € o codigo do marcador para o efeito aditivo (AA,Aa =0 e aa = -1);

X,; € o codigo do marcador para o efeito dominante tAA Aa = 1 e aa = 0);

Bo € o intercepto (média da caracteristica);

B é o coeficiente associado ao efeito aditivo;

B2€ o coeficiente associado ao efeito dominante; e

gj € o erro aleatério manifestado na caracteristigagsimo individuo.

2.3.1.2. Método de intervalo simples

O método de deteccdo de QTL por intervalo foi pstp por Lander; Botstein
(1989) com a finalidade de testar a possibilidagl@cbrréncia do loco controlador da
caracteristica (QTL) de uma série de posi¢des aaltrintervalo flanqueadas por dois
marcadores, utilizando a regresséo linear parenagfio dos parametros. Este modelo

de regresséo, para populacapédado por:
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YV =p+axi +dz +¢

sendo,

Y; € o valor da caracteristica Y no individuo j;

1 é a média da caracteristica da populacéo;

a é o efeito aditivo do loco que esta sendo estudaldre a caracteristica,

d &€ o efeito de dominancia do loco que esta serstada&do sobre a
caracteristica;

x; ez; sdo as variaveis condicionadoras e dependentesgeindtipos dos

marcadores que flanqueiam o QTL, no individuo j; e

g; € o erro aleatdrio.

2.3.1.3. Método de intervalo composto

No mapeamento de QTL, os testes que avaliam unvahede cada vez, sem
considerar o restante da informacdo do genoma, npoaleresentar problemas de
deteccao, principalmente se houver outros QTLsrdedg efeito no mesmo grupo ou
em outros grupos de ligacéo. Isso ocorre com o amaeeto por intervalo simples, cuja
analise baseia-se exclusivamente nos marcadorefiamgeeiam o intervalo avaliado
(SCHUSTER; CRUZ, 2008).

A inclusdo de marcadores que ndo estdo associatosaaracteristica pode
levar a um aumento na variancia residual, ao ideé®ducao. Portanto, o ideal é que se
utilize apenas um subconjunto de marcadores sakbis como cofatores (c), que
serdo utilizados na anadlise. Os cofatores conslderaas analises foram selecionados
utilizando-se o procedimento de regressastgavise, coma = 0,05 para incluséo e
exclusado dos marcadores no modelo (SCHUSTER; CRQUZB; CRUZ et al., 2009).

Assim, para um melhor entendimento, utilizou-se apeamento de QTLs por
intervalo composto (ZENG, 1993). O modelo do métdd intervalo composto é dado

por:

Cc
Y, = [u + ax; + dzj‘] + z bixy; + €
k#5i+1
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sendo,

i e i+1 sdo os valores dos marcadores no intentadervado;

y; € o valor da caracteristica y no individuo j;

xy; € 0 escore do marcador k no individuo j (MM=1, Mmmm=-1),

b, € o coeficiente de regressao parcial do fenétipom o k-ésimo marcador;

&j € 0 erro aleatorio;

O termo entre colchetes é o mesmo apresentado delonde regressao para

mapeamento de intervalo simples.

2.4. Eficiéncia na obtencao das estimativas dos ikbs e posicionamento dos QTLS

Foram realizados testes t de Student, entre amsnéltidas pelas andlises e as
simuladas, dos efeitos das médias genotipicdsjcalidevidos ao desvio de dominancia e
contribuicdo génica @R para o método de marca simples. Esta analid#tarfoi realizada
para os efeitos das meédias genotipicas, aditivesidas ao desvio de dominancia,
contribuicdo génica @R e posicdo do QTL referentes ao método de intersimhples e
composto. Tanto para o método da marca simplesapara os de intervalo, os teste t
foram realizados para os grupos de ligacdo 1, 2p®i8 no GL 4 é sabido que ndo ha

presenca de QTL. O método do teste t € dado por:

sendo,

X € média dos efeitos;

Uo € 0 valor da constante utilizado para comparagdoacmédia dos efeitos;
S € 0 desvio padréo amostral;

n é o tamanho da amostra.

Na metodologia da marca simples foi analisadaguéncia dos marcadores ligados
aos QTLs em cada grupo de ligacdo. Em relacao @slohegias de intervalo foi analisada a
distribuicdo das réplicas em relacdo a posicéo o d@tectado em cada grupo de ligacéo.
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Sabe-se que a localizagdo correta do primeiro Qilulado € a 33,29 cM e do segundo é
66, 59.

Foi analisada a eficiéncia na deteccao de QTliadaras. Para isto, analisou-se pelo
método de intervalo simples e quando a deteccadifésente de dois QTLS, utilizou-se a
metodologia de intervalo composto, visando melherecisao na detec¢do dos QTLs.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlise das marcas moleculares

Com o intuito de verificar se as marcas segreganoamesperado (1:2:1), aplicou-
se o teste de qui-quadragd)com a protecdo de Bonferroni, com a significanaial ()
igual a 5%, com o objetivo de reduzir o erro tig8CHUSTER; CRUZ, 2008).

Na Tabela 42 encontram-se os resultados das andéissegregacao para as marcas
individuais com a protecéao de Bonferroni, refereat@ma repeticdo. Foram observados que
as marcas segregaram na proporcao de 1:2:1, cespemado, sem distor¢do. O mesmo foi
verificado para as demais repeticoes.

Posteriormente foi realizado o processo de map#ardas populacdes, verificando-
se que os quatro grupos de ligacdo foram recuperadotendo 21 marcadores cada, em
todas as repeticdes. Foi observado também que 0éwe hnenhuma inversdo no
posicionamento das marcas (Figura 11).

Tais resultados eram esperados, pois o tamanhdapmmal de 1000 individuos
recupera 0s grupos e mantém a ordenacao das ntancesyisto no capitulo 1. Resultados
semelhantes foram obtidos por Bhering; Cruz (2098 relataram que populagbes
superiores a 200 individuos recuperam e manténdenodos marcadores moleculares

em familias de irmaos completos, completamentenmdtva.
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Tabela 42.Teste de segregacao (Hipotese de segregacaaiduall) dos 84 marcadores
ao nivel conjunto de 5% de probabilidade pel@ jgstom protecdo de Bonferroni.

Marcador 5 Clalsses 5 quS(;Jrlédo Probabilidade(%)
Cu 218 514 268 5,78 5,55
Ci2 207 526 267 9,90 0,71
Cis 216 512 272 6,85 3,726
Cus 212 527 261 7,72 2,11
Cis 212 536 252 8,38 1,54
Cie 225 523 252 3,57 16,75
Ciz 239 512 249 0,78 67,84
Cis 236 514 250 1,18 55,54
Cio 234 526 240 2,78 24,96
Ci1o 239 529 232 3,46 17,71
Cin 231 522 247 2,45 29,46
Cirz 235 515 250 1,35 50,92
Cus 242 501 257 0,45 79,69
Ci1a 252 488 260 0,70 70,38
Cuss 241 501 258 0,58 74,75
Cis 245 508 247 0,26 87,63
Cui7 257 500 243 0,39 82,29
Cis 259 501 240 0,73 69,56
Ciio 268 495 237 2,02 36,38
Ci2 265 496 239 1,42 49,76
Cin 264 481 255 1,61 44,86
Co 243 527 230 3,25 19,65
Caz 250 526 224 4,06 13,16
Cas 254 534 212 8,15 1,79
Cas 243 538 219 6,93 3,18
Cos 235 527 238 2,93 23,06
Cae 234 528 238 3,17 20,51
Car 244 519 237 1,54 46,25
Cas 243 518 239 1,33 51,48
Cao 248 517 235 1,49 47,38
Caio 243 518 239 1,33 51,48
Con 249 517 234 1,61 44,86
Coiz 257 516 227 2,82 24,37
Cos 253 513 234 1,90 85,00
Coua 253 506 241 0,43 80,57
Cois 243 519 238 1,49 47,38
Cais 241 521 238 1,78 41,02
Cor7 233 522 245 2,22 32,89
Coais 238 518 244 1,37 50,46
Coio 251 502 247 0,05 97,63
Ca20 249 497 254 0,09 95,79
Con 259 481 260 1,45 48,93
Cs1 252 494 254 0,15 92,68
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Tabela 42. Continuacéo.

Csz 256 486 258 0,79 67,39
Css 253 477 270 2,69 26,00
Cas 254 475 271 3,08 21,46
Css 267 469 264 3,86 14,59
Cse 264 484 252 1,31 51,89
Csy 264 489 247 1,06 58,80
Css 255 497 248 0,13 93,52
Cso 253 506 241 0,43 80,57
Csio 261 489 250 0,73 69,56
Csn 259 499 242 0,58 74,75
Cs12 263 499 238 1,25 53,42
Cais 257 514 229 2,35 30,85
Csua 253 515 232 1,78 41,02
Csis 256 507 237 0,92 63,19
Csis 255 499 246 0,17 92,08
Car 243 522 235 2,06 35,63
Csis 240 529 231 3,53 17,15
Csio 247 514 239 0,91 63,38
Ca2o 254 498 248 0,09 95,69
Csz 260 497 243 0,61 73,56
Cau 243 513 244 0,68 71,25
Casz 248 504 248 0,06 96,85
Cus 248 511 241 0,58 74,75
Cus 254 515 231 1,96 37,87
Cus 245 525 230 2,95 22,88
Cae 253 513 234 1,40 49,71
Cur 259 504 237 1,03 59,69
Cus 269 499 232 2,74 25,38
Cuo 267 500 233 2,31 31,47
Caio 255 506 239 0,66 72,04
Ca1 262 493 245 0,77 67,91
Cai2 259 490 251 0,53 76,80
Cas 264 495 241 1,16 56,05
Caa 255 511 234 1,37 50,51
Cus 267 505 228 3,14 20,78
Cais 269 517 214 7,21 2,72
Caz 270 511 219 5,69 5,82
Cas 265 516 219 5,26 7,22
Cao 271 513 216 6,73 3,46
Cazo 272 503 225 4,45 10,78
Caa1 280 501 219 7,45 2,42

Nivel critico em teste individual igual a 0,0610448
"S_ N&o significativo.
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Figura 11.Mapa genético representativo da analise de unsdicép.

3.2. Deteccéo de QTL
3.2.1. Deteccédo de QTL por marca simples

E importante salientar que, neste estudo, foiidersxlo que os grupos de ligacéo 1,
2 e 3 continham dois QTLs cada, sendo o primeinpas&ao 33,29 cM e o0 segundo na de
66,59 cM. No grupo de ligacdods dois QTLs explicavam 28% da variagdo genotipica
grupo 2 um explicava 28% e o outro 5% e no grupacdntravam-se dois QTLs explicando
5% da variacao genotipica.

Encontram-se na Figura 12 as frequéncias dos nosesalipados aos QTLS, sendo
gue no grupo de ligacéo 1 foi detectada ligacad2damnarcadores em todas as repeticoes.
No segundo grupo, trés marcadores foram ligadesQdds, em 98% das repeticoes e 0s
demais marcadores em 100% e no terceiro grupar@tcadores nao foram ligados aos
QTLs em todas as repeticoes. Este fato pode sielodses QTLs deste grupo que explicam
apenas 5% da caracteristica.
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Observa-se que os trés grupos de ligacdo cont&nQIdis e que a maioria dos
marcadores esta ligada a pelo menos um QTL, postadb se sabe qual marcador esta
ligado ao primeiro ou ao segundo. Quando se ar@i€ade cada marcador, considera-se
que o marcador que obtiver o maidr&o que esta mais préximo do QTL. Desta forma,
foram considerados os marcadores que estao ligatass proximos dos QTLs, no mesmo
grupo, os dois que possuiram 0s maiores valorgé de

No Apéndice 1, verifica-se que os marcadores 829435, 50 e 56 obtiveram os
maiores valores de’Rcom 21,50; 23,07; 21,25; 10,69; 3,44 e 3,11, wiispenente;
portanto, sdo os marcadores mais proximo aos Q/Els.ressaltar que os marcadores (8 e
14), (29 e 35) e (50 e 56) séao referentes aos gmbgacao 1, 2 e 3, respectivamente. No
Apéndice 2, foi observado que os marcadores (8294 (52 e 57) obtiveram os valores de
R? de 18,78; 20,57; 29,37; 5,07 e 4,15, respectiag@nd-oi verificado que somente o
marcador 29 obteve o pico d& Rgo, considera-se que contém apenas um QTL daigio
como foi simulado.

Outro fato a ser observado é que, ao invés depidmis do R existem mais, 0 que
mostra conter também mais de dois QTL. Observag&péndice 3 que os marcadores 9,
12 e 14 obtiveram os picos dé, hdicando a presenca de trés QTLs. Estes maesador
pertencem ao grupo 1 e é sabido que este grujigadéd continha dois QTLS e ndo trés. A
observacédo do terceiro QTL é um falso positivo, gudenominado de QTL fantasma
(LAPERUTA, 2011). A metodologia da marca simples ientifica se esse terceiro QTL
€ um falso positivo ou um resultado verdadeiro.

Nas Tabelas 43 e 44 estdo apresentadas as médissvalores do teste t
referentes aos efeitos das médias genotipicasy@die dominancia e de contribuicdo
génica referentes aos grupos de ligacéo 1, 2 &8&rou-se que todos os efeitos foram
diferentes dos simulados. E importante salientar egtes resultados, mesmo quando
tiveram valores proximos dos valores simuladosarfolinfluenciados pelos desvios
padrdo dos valores estimados, que foram pequend fonto a ser considerado é a
influéncia de um QTL nos efeitos do outro. Estduiricia ficou mais evidente no
grupo de ligacao 2, em que o efeito referente aogmo QTL foi subestimado, quando
comparado com os do grupo um, que explicavam a meporcentagem da
caracteristica (28%). Ja o segundo QTL foi supienasio em relagdo ao terceiro grupo

de ligacdo, que também explicava 5%.
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Tabela 43.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
das médias genotipicas (m) e aditivos (a) paraamilacdes de 1000 individuos
referentes aos grupos de ligacdo 1, 2 e 3.

QTLs M a
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
GL1QTL1 107,06 (0,54) 100 92,70** 9,05 (0,75) 6,11 27 ,54**
GL1QTL2 107,10 (0,58) 100 86,10** 9,08 (0,59) 6,11 35,50**
GL2QTL1 107,62 (0,63) 100 85,19** 7,41 (0,65) 6,11 14,18**
GL2QTL2 108,70 (0,72) 100 85,31** 6,13 (0,94) 2,58 26,76**
GL3QTL1 109,15 (0,56) 100 116,21** 4,00 (0,55) 2,58 18,33**
GL3QTL2 109,11 (0,59) 100 108,89** 3,89 (0,63) 2,58 14,65**

** - Significativo a 1% de probabilidade pelo teste

Tabela 44.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominancia (d) e contribuigéica (K) para as populacdes de
1000 individuos referentes aos grupos de ligac2cel3.

D R?
QTLs , , , ,
Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
GL1QTL1 7,54 (0,93) 6,11 10,90**23,23 (3,16) 28 -10,69**
GL1QTL2 7,41 (1,00) 6,11 9,10**22,96 (2,08) 28 -17,15**
GL2QTL1 6,52(1,01) 6,11 2,87**16,18 (2,10) 28 -39,85**
GL2QTL2 4,21(1,36) 2,58 10,15** 9,95 (2,47) 5 14,15**
GL3QTL1 3,32(0,90) 2,58 5,81* 4,60 (1,03) 5 -2,75*
GL3QTL2 3,42 (0,95) 2,58 6,23** 4,55 (1,20) 5 -2,65%*

** - Significativo a 1% de probabilidade pelo teste

3.2.2. Deteccéo de QTL por metodologias de intenal

A metodologia proposta por Lander; Botstein (1982)queia o QTL por meio
de duas marcas. Para verificar a associacdo entmeadores e 0 QTL, pelo método
de regressao, os trés genoétipos sdo codificadosedana forma que sao codificados
para a analise de marca simples. Por essas argdis@stimados os efeitos das médias,
aditivos e de dominancia e a contribuicdo génicaQdd, além de posiciona-los no
cromossomo, podendo ser utilizadas as distanciascemimorgan, Haldame ou
Kosambi (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

A deteccao e localizacdo dos QTLs foram realizpdées metodologia de intervalo
simples. Na maioria das repeticoes, esta meto@dottejectou os dois QTLs simulados, no
entanto, houve repeticdes que detectaram maisslewlapenas um QTL e para esses casos
foi utilizada a metodologia de intervalo compo§s.cofatores foram selecionados por meio
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da regressao diepwise, sendo utilizados os niveis de probabilidadesntiada e saida «
variaveis no modelo iguais a 5% (Tabeb). Verificase na Figura 13 que foram detecte
mais de dois QTLsjuando utilizada a metodologia de intervalo simplepos a aplicaci

dointervalo composto detect-se apenas dois QTLs (Figura 14).

Tabela 45.Resultado da andlise de regressacstepwise de uma caracteristica quantitat
em furgdo dos marcadores dos quatro grupos de ligagdm denoma simulado referent
uma repeticao.

GL Marca R2(%) F Prob(%o) Entrada Saida

1 29 10,97 123,02 0,00 Confirmada
1 35 12,6¢ 72,12 0,00 Confirmada Nenhum:
1 28 13,0(¢ 49,63 4,10 Confirmada 29
1 31 13,0¢ 49,86 6,04 Nao Confirmada
2 50 4,14 43,10 0,00 Confirmada
2 57 4,94 25,89 0,39 Confirmada Nenhum:
2 61 517 18,09 11,89 Nao Confirmada
3 8 16,2: 193,36 0,00 Confirmada
3 15 20,4¢ 128,23 0,00 Confirmada Nenhum:
3 14 20,61 86,18 17,23 Nao Confirmada
4 82 0,2:< 2,28 13,13 Nao Confirmada
P
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Figura 13. Andlise de QTL, pelo método do intervalo simpleggnente a uma populag
F2 obtida por simulacéo, em relacdo ao grupo dediy 1 No eixo das ordenadas estéc
valores de LOD e no eixo das abscissas os intsreatocM
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Figura 14. Andlise de QTL, pelo método do intervalo compasferente a uma populag
F2 obtida por simulacéo, em relacdo ao grupo dediy 1 No eixo das ordenadas estéc
valores de LOD e no eixo das abscissas os intsreatocM

Schuster;Cruz (2008) analisaram um conjunto de d, obtidos por meio ¢
simulacéopelo método de intervalo composto, que foram atilis para fazer abordag
sobre a sua eficdcia em relacdo ao método do aftesimples e para subsidiar
procedimento de escolha de marcadores a serem gampse como cofatores. Ne
contexto, foi realizada, inicialmente, a andlise rdgressdo destepwise, em que a
caracterigca quantitativa foi submetida a um modelo cum$veis independentes erarnr
marcadores dos respectivos grupos de ligacédo. Faataritidos niveis de probabilidades
entrada e saida de vari&g/eb modelo iguais a 5%. Esses autores cram que o rétodo
de intervalo composto € eficiente na prevencaetirdio de QTL fantasmencontram-se
na literaturarabalhos que utilizam a regresséacstepwise para selecionar cofatoreXU et
al., 2011; BROWNet al., 2011HENNING et al., 2011; Ll et al., 2018U et al., 2010; XU
etal., 2011; MORO, 2011).

Sabe-se ques grupos de ligacao 1, 2 e 3 contém dois QTLs catao o primeir
na posicao 33,29 cM e o segura 66,59 cM. Foi identificadpelo menos um QTL el
todos os grupos de liga¢ Pela metodologia de intervalo simplgsypo de ligacéo,
observou-se que 30% deepeticOe detectaram mais de dois QTLs e 2% somente
Apoés a aplicacdala metodologia ¢ intervalo composto, em 8%as repeticdeo
problemade deteccado de falso posit ndo foi resolvido, detectando mais de dois Q
(Tabela 46).
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Tabela 46.NUmero de repeticbes que detectaram mais de Zrderth e nenhum QTL
por grupo de ligacdo pelas metodologias de mapdas@or intervalo simples (IS) e
intervalo composto (IC), nos grupos de ligacdo &, 2 das populagbes simuladas de
1000 individuos.

GL Mais de 2 QTLs 2QTLs Somente 1 QTL  Nenhum QTL  Total
IS IC 1S IC IS IC IS IC

1 15(30} 4(8) 34(68) 46(92) 1 (2) 0 0 0 S0

2 4(8) 1(2) 21(42) 41(82) 25(50) 8(16) 0 0 50

3 24(48) 9(18)23(46) 40(80) 3(6) 1(2 0 0 50

Entre parénteses referem a porcentagem.

No grupo de ligacao 2 detectaram-se mais de dols@in 8% das repeticdes e
somente um em 50%, quando analisada pelo intersiahples. Posteriormente a
aplicacao do intervalo composto, detectaram-se deois e apenas um QTL em 2%
e 16%, respectivamente. Referente ao grupo dedaliga&; quando se utilizou a
metodologia de intervalo simples em 48% foram ieatfos mais de dois QTLs e em
6% foi encontrado somente um. Apds o0 uso do inkereamposto 18% e 2% das
repeticbes detectaram mais de dois QTLs e apenasspectivamente.

Considerando que no grupo de ligacdo 1 os dois @Xjhcavam 28% da variacao
genotipica, cada um, observou-se que a porcentdgetateccdo de mais de dois QTLs foi
elevada, utilizando a metodologia de intervalo gipNo entanto, quando se aplicou a
metodologia de intervalo composto esta porcentagi#minuiu consideravelmente.
Resultado semelhante ocorreu no grupo 3, no quabiesTLs explicam 5% da variacdo
genotipica. Entretanto, no grupo de ligagédo trigsreducéo foi menor do que no grupo um,
provavelmente devido ao fato dos QTLs explicaremane caracteristica. No grupo 2,
onde um QTL explica 28% e o outro 5%, a porcentademepeticdes que identificaram
apenas um QTL foi relativamente alta (50%), masidpiae aplicou o intervalo composto
reduziu-se esta porcentagem para 16%.

Observa-se que, quando os dois QTLs explicam a mgsmncentagem da
variacdo genotipica, ha elevado percentual de cidede QTLs fantasmas. Verificou-
se também que, quando o efeito € menor, maioraséedeccado deste QTL. No entanto,
quando os efeitos dos QTLs sao diferentes, no megsup® de ligacdo, a deteccao de
apenas um QTL é maior. Neste caso, provavelmer@d,Lode maior efeito dificultou a

deteccdo do QTL que explica menos a caracteristica.
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Quando se usa populagdes grandes, como a de ldi0@lirs, e um QTL que
explica grande parte da variacdo genotipica popaue ligacdo a metodologia de
intervalo simples € eficiente. Caso este seja dpigpe efeito recomenda-se entdo a
utilizacdo da metodologia de intervalo compostads ge pode evitar a deteccédo de QTL
fantasma. Esta metodologia leva em consideracdmfatores, que sdo marcadores do
mesmo ou de outros grupos de ligagdo. Desta famongegue-se minimizar a interferéncia
do efeito de outros QTLSs, tornando a deteccao do dgTinteresse mais precisa (WU et al,
2007).

O mapeamento de intervalo composto aumenta adwedss estimativas da posicéo
e do efeito do QTL, utiizando marcadores cofatayge reduzem a variancia residual
provocada por outros QTLs fora do intervalo. Porama questdo que nao tem solucéo
simples é: quais os marcadores que devem seradtizna regressdo como cofatores?
Certamente os dois marcadores que estédo flanquenetiimente o intervalo devem ser
incluidos. A escolha dos demais marcadores, qo@adpor o term®.; ., ;1 fxXk;, NAO €
uma tarefa trivial. Esses cofatores podem ser isebmos utilizando a regresséo de
stepwise. E importante ressaltar que os efeitos dos QTLemaskr reduzidos pela incluséo
de marcadores ligados ao intervalo de interesseZGRal., 2009).

Observa-se na Tabela 47 que os primeiros QTLsopcmmam menores desvios
padréo nos trés grupos de ligacéo, portanto, aggessforam mais precisas que nos
demais. No grupo 1, onde os dois QTLs explicavaf 28 caracteristica, o desvio
padréo foi menor. No grupo de ligacdo 3, onde serdravam QTLs explicando 5% da
variacdo genotipica, o desvio padrdo do QTL nacposile 34,54 cM foi maior do que
nos demais grupo e para o segundo QTL, o grupde¥®lo maior desvio padrao, entre
0s trés grupos. Este maior desvio, provavelmemtedévido a quanto cada QTL
explica, pois para o segundo QTL, que explica 5%calacteristica, houve maior
dificuldade para detecta-lo. Diante disto, podefgenar que quando ha presenca de um
QTL de maior e um de menor efeito no mesmo grup@eedo, o de maior efeito pode
dificultar a deteccao do QTL de menor efeito.

Tabela 47. Médias e desvios padrdo (entre parénteses) dagdessdos QTLs das
populacdes de tamanho 1000 individuos referentegrapos de ligacdo 1, 2 e 3.

QTLs GL1 GL2 GL 3
QTL 1 35,86 (1,95) 33,76 (2,09) 34,54 (3,98)
QTL 2 63,66 (2,65) 62,46 (5,29) 63,73 (4,70)
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Nas figuras 15 e 16 estdo apresentadas as fragséas posicoes dos QTLs
referentes aos grupos de ligagéo 1, 2 e 3. A naanplitude foi de 57,17 cM a 67,75
cM obtida pelo posicionamento do segundo QTL n@g@rde ligacdo 2, seguidos pelo

segundo e primeiro QTL do terceiro grupo, primedm grupo 2 e primeiro QTL do

grupo 1.
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Estdo apresentadas, nas Tabelas 48, 49 e 50,di@snecos valores do teste t
referentes aos efeitos das médias genotipicasiv@gdide dominancia, posicdo e
contribuicdo génica referentes aos grupos de l@aga e 3.

Observa-se que as estimativas das médias genstipfe#to aditivo, dos desvios
de dominancia e posicao dos QTLs foram diferentssvdlores simulados, em todos os
grupos de ligagdo. Os valores referentes a coigéibugénica estimados foram néo
significativos, no grupo de ligagdo 3, para ambdd e os demais foram diferentes
dos simulados. No segundo grupo de ligacdo a bomtéio génica do primeiro QTL foi
10% a menos e o segundo mais de 4% a mais doevamnulados. Isto mostra que
tanto o primeiro QTL quanto o segundo QTL influameina deteccédo dos efeitos de

ambos.

Tabela 48.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
das médias genotipicas (m) e aditivos (a) paraogpalacdes de 1000 individuos
referentes aos dois QTLs nos grupos de ligaca®13.2

m A

QTLs Estimado Simulado Valort Estimado Simulado Valort
GL1QTL1 105,29 (2,89) 100 12,94**8,94 (1,22) 6,11 16,45**
GL1QTL2 105,19 (3,21) 100 11,43**8,85(1,41) 6,11 13,73**
GL2QTL1 104,65 (3,55) 100 9,26**7,69 (2,61) 6,11 4,28**
GL2QTL2 104,89 (4,69) 100 7,38**4,87 (2,04) 2,58 7,93**
GL3QTL1 106,51 (4,12) 100 11,16**3,93 (0,87) 2,58 11,02**
GL3QTL2 106,23 (4,43) 100 9,94**3,80 (0,88) 2,58 9,83**

** _ significativo a 1% pelo teste t.

Tabela 49.Médias, desvio padréo (entre parénteses) e vallorésste t para os efeitos
devidos ao desvio de dominancia (d) e posicionameiot QTL (posicado) para as
populacdes de 1000 individuos referentes aos dbis Qos grupos de ligacdo 1, 2 e 3.

OTLs d Posicao
Estimado Simulado Valort  Estimado Simulado Valort
GL1QTL1 7,90 (0,96) 6,11 13,12** 35,86 (1,95) 33,29 9,31**
GL1QTL2 7,76 (1,11) 6,11 10,48** 63,66 (2,66) 66,59 -7,80**
GL2QTL1 6,97 (1,49) 6,11 4,08* 33,76 (2,09) 33,29 1,59
GL2QTL2 4,38(0,98) 2,58 12,92** 62,46 (5,29) 66,59  -5,52**
GL3QTL1 3,47 (1,04) 2,58 6,06** 34,54 (3,98) 33,29 2,22*
GL3QTL2 3,62(1,01) 2,58 7,25** 63,73 (4,70) 66,59  -4,30**

"S* @** . njo significativo, significativo a 5% e &4, respectivamente, pelo teste t.
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Tabela 50.Médias, desvio padrao (entre parénteses) e valorésste t para o efeito da
contribuicdo génica @ para as populacées de 1000 individuos refereamesdois
QTLs nos grupos de ligagéo 1, 2 e 3.

QTLs _ Acao
Estimado Simulado Valort
GL1QTL1 32,73(10,96) 28 3,05**
GL1QTL2 33,10 (8,68) 28 4,15**
GL2QTL1 18,11 (7,48) 28 -9,35**
GL2QTL2 9,33 (4,64) 5 6,60**
GL3QTL1 4,71(1,82) 5 -1,138
GL3QTL2 4,95 (1,84) 5 -0,19

ns, x

e** - nao significativo, significativo a 5% e &4, respectivamente, pelo teste t.

Rodrigues et al. (2010), com o objetivo de deteetarapear QTL que afetam os
conteudos de proteina e 0leo em soja, utilizarammd&adores microssatélites (SSR)
polimorficos e 207 familias das progénies. Forateaados quatro QTLs associados
ao conteudo de proteina e trés QTLs associados éaled explicando de 6,24 a 18,94%
e 17,26 a 25,93%, respectivamente, para os cordeddoproteina e Oleo. Para a
deteccdo destes QTLs foram utilizadas as metodgdogie intervalo simples e
composto.

Com o intuito de detectar QTLs ligados a épocdlamcdo daArabidopsis
thaliana, Salomé et al. (2011) estudaram 17 populacéea Heteccdo destes QTLs foi
realizada por meio das metodologias de intervalpleis e composto, sendo que este
visou a ndo deteccdo do falso positivo. Chakrabatgng (2011) utilizaram essas
metodologias para estudar e mapear QTLs ligadosliassle florescimento de arroz e

foram detectados cinco QTLs explicando a caratitais

3.3. Consideracdes referentes a deteccao de QTLatismas

Quando se busca encontrar QTL, primeiramentegarse definir se o objetivo é
apenas detectar ou detectar e posicionar. Mesmualguainteresse for apenas a deteccao
pode ocorrer mais de um QTL no mesmo grupo ded@agqs efeitos de um pode interferir
no do outro, de forma a super ou subestimar seitefAlém disso, essas interferéncias
podem ocasionar o surgimento de QTL fantasma (SJILWANCOVSKY, 2002;
SCHUSTER; CRUZ, 2008; JANGARELLI et al., 2011).
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Como foi visto, a metodologia da marca simples, mpeio de regressédo linear, €
eficiente em detectar marcadores ligados ao QTuaatiicar seus efeitos. No entanto,
quando ha presenca de mais de um QTL este métadaatécta se ha ou ndo QTL
fantasma ou se um suprime o efeito do outro.

Observou-se, no Capitulo 1, que a metodologiatdevalo simples € eficiente para
estudo de deteccéo e localizagdo de QTL, princgratitnquando se utiliza popula¢des
grandes, como a de 1000 individuos. Outro fate alservado é que em casos de problema
na deteccao, o uso de metodologia de intervalo asimg recomendado.

A metodologia de intervalo simples foi eficiente deteccdo dos QTLs, entretanto,
foram observados que na presenca de dois QTLsxplieaen a mesma porcentagem da
caracteristica a deteccdo de QTL fantasma foi ddevllo entanto, quando foram
submetidos a analise de intervalo composto, a piagem de QTL fantasma detectada caiu
consideravelmente. Verificou-se que, quanto mer®KdLs explicavam, maior foi a
porcentagem de QTL fantasma. Observou-se tambéngagaiedo os QTLs explicavam de
maneira diferente a variagcdo genotipica, houve t@mdéncia de o QTL de maior efeito
suprimir o de menor efeito. Este problema tambémmiaimizado com a utilizacdo da
metodologia de intervalo composto.

Diante disto, pode-se afirmar que a metodologiatéevalo composto é eficiente na
deteccéo de QTL visando a nédo deteccéo de fantasoss um QTL suprime o efeito do
QTL de menor efeito. Corroborando tais afirmacéée,encontrados na literatura trabalhos
que utilizam intervalo composto visando solucioesses problemas (CHAKRABORTY;
ZENG, 2011 XU et al., 2011DING et al., 2011; LIU et al., 2011; LU et al., 20YUAN
et al.,, 2011). Trabalhos com simulagbes, com atinte analisar a eficiéncia dessas

metodologias na prevencéo desses problemas, a&o émcontrados na literatura.
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4. CONCLUSOES

Para fins de mapeamento, conclui-se que:

O tamanho populacional de 1000 individuos recupsrgrupos de ligacdo e

mantém as ordem dos marcadores.

Para fins de deteccao e posicionamento de QTL)wese que:

As metodologias de intervalo simples e compostceefid®ntes na deteccéo e no
posicionamento de QTL;

A metodologia de intervalo composto melhorou a mEdeccdo de QTL
fantasma e que o QTL de maior efeito suprime o deamefeito, quando comparado a
metodologia de intervalo simples;

Nos grupos de ligacdo com dois QTLs com o mesnitodié@ maior tendéncia
para surgir QTL fantasma,;

Em grupo de ligacdo com dois QTLs de pequeno efaiteficiéncia na
prevencdo de QTL fantasma é menor que nos de efaito;

Em grupo de ligagdo com dois QTLs contribuindo réifkemente para a

variacao genotipica, o de maior pode suprimir acnéaor contribuicdo génica.

Para fins de efeitos do QTL, conclui-se que:

Quando se tem dois QTLs no mesmo grupo de ligasaefatos podem ser

super ou subestimados.
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Apéndice 1.Andlise da metodologia da marca simples por meigegressao linear
para os 84 marcadores, referente a uma repeticao.
Marca Prob(F) BO B1 Prob(t) B2 Prob(t) R2(%)
m1l 0,00** 110,70 3,68 0,00** 1,66 08 3,12
m 2 0,00** 109,94 4,09 0,00** 3,10 0,00** 4,48
m3 0,00** 109,33 4,75 0,00** 4,13 0,00** 6,30
m4 0,00** 108,87 5,37 0,00** 4,91 0,00** 8,14
m 5 0,00** 108,66 6,12 0,00** 5,17 0,00** 9,97
m 6 0,00** 108,66 7,07 0,00** 5,23 0,00** 12,69
m7 0,00 107,87 7,91 0,00** 6,81 0,00** 17,27
m 8 0,00** 107,64 8,86 0,00** 7,35 0,00** 21,50
m9 0,00 107,87 8,50 0,00** 6,95 0,00** 19,77
m 10 0,00 107,75 8,20 0,00** 6,97 0,00** 18,40
m 11 0,00** 107,58 8,31 0,00** 7,13 0,00** 18,63
m 12 0,00** 107,30 9,01 0,00** 7,61 0,00** 21,62
m 13 0,00 107,12 8,97 0,00** 7,99 0,00** 22,14
m 14 0,00 106,62 9,32 0,00** 8,46 0,00** 23,06
m 15 0,00** 107,16 8,90 0,00** 7,42 0,00** 19,94
m 16 0,00~ 107,83 7,81 0,00** 6,20 0,00** 14,80
m 17 0,00 108,17 6,50 0,00** 5,75 00,0** 11,02
m 18 0,00** 109,12 5,36 0,00** 4,22 0,00** 7,18
m 19 0,00** 109,93 4,92 0,00** 2,86 0,00** 5,57
m 20 0,00~ 110,10 4,54 0,00** 2,56 0,00** 4,71
m 21 0,00** 110,55 3,64 0,00** 1,78 0,66 2,98
m 22 0,00+ 111,11 3,99 0,00** 1,08 025 3,50
m 23 0,00~ 110,39 4,51 0,00** 2,49 0,00** 5,02
m 24 0,00 109,96 5,09 0,00** 3,30 0,00** 6,67
m 25 0,00** 108,97 5,74 0,00** 5,03 0,00** 9,51
m 26 0,00** 108,39 6,94 0,00** 6,17 0,00** 14,02
m 27 0,00 107,94 7,39 0,00** 7,24 0,00** 17,21
m 28 0,00** 107,81 7,98 0,00** 7,49 0,00** 19,49
m 29 0,00** 107,62 8,43 0,00** 7,76 0,00** 21,25
m 30 0,00 108,30 7,42 0,00** 6,51 0,00** 16,18
m 31 0,00 108,69 6,77 0,00** 5,75 0,00** 13,28
m 32 0,00** 108,94 6,38 0,00** 5,29 0,00** 11,66
m 33 0,00** 109,01 5,72 0,00** 4,99 0,00** 9,48
m 34 0,00 109,31 6,21 0,00** 4,30 0,00** 9,83
m 35 0,00** 109,24 6,45 0,00** 4,50 0,00** 10,68
m 36 0,00** 110,05 5,95 0,00** 3,01 0,00** 8,28
m 37 0,00 110,20 571 0,00** 2,64 0,00** 7,46
m 38 0,00 110,55 5,22 0,00** 1,87 0,04~ 5,99
m 39 0,00** 110,77 4,95 0,00** 1,51 00 5,37
m 40 0,00~ 111,49 4,53 0,00** 0,11 0% 4,32
m 41 0,00~ 111,68 4,02 0,00** -0,27 077 3,48
m 42 0,00** 111,13 3,26 0,00** 0,89 084 245
m 43 0,18 111,21 1,30 0,08 0,63 0,52 0,40
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Apéndice 1. Continuacao.

m 44 0,03* 111,17 1,70 0,01* 0,71 0’53 0,67
m 45 0,03* 111,17 1,70 0,01* 0,71 0’53 0,69
m 46 0,01** 110,95 1,93 0,00** 1,13 0,24 0,93
m 47 0,01~ 110,89 1,85 0,00** 1,20 021 0,86
m 48 0,00~ 110,27 2,37 0,00** 2,43 0,01~ 1,77
m 49 0,00** 110,04 2,84 0,00** 2,77 0,00** 2,40
m 50 0,00 109,61 3,38 0,00** 3,48 0,00** 3,43
m 51 0,00 109,83 3,19 0,00** 3,20 0,00** 3,11
m 52 0,00** 110,25 3,46 0,00** 2,38 0,01* 3,03
m 53 0,00** 110,35 3,22 0,00** 2,32 0,01* 2,75
m 54 0,00 110,38 3,26 0,00** 2,25 0,01~ 2,80
m 55 0,00** 110,35 3,14 0,00** 2,47 0,01* 2,86
m 56 0,00 110,11 3,14 0,00** 2,95 0,00** 3,10
m 57 0,00 110,38 2,66 0,00** 2,50 0,00** 2,27
m 58 0,00 110,26 2,16 0,00** 2,70 0,00** 1,83
m 59 0,00** 109,88 1,33 0,04* 3,43 0,00** 1,66
m 60 0,04* 110,76 1,28 0,05 1,60 0,09° 0,64
m 61 0,08 110,86 1,25 0,08 1,39 0,1# 0,55
m 62 0,2# 111,02 0,85 0,21 1,06 0,27 0,28
m 63 0,1 110,65 0,71 0,30 1,74 0,06° 0,44
m 64 0,02* 110,75 1,44 0,03* 1,65 008 0,76
m 65 0,04* 110,93 1,39 0,03* 1,32 0’16 0,63
m 66 0,12 110,78 0,83 0,21 1,60 0,09° 0,43
m 67 0,08 110,61 0,63 0,68 1,93 0,04* 0,48
m 68 0,02* 110,31 0,60 0,62 2,60 0,00** 0,80
m 69 0,04* 110,43 0,48 052 2,29 0,01* 0,61
m 70 0,02* 110,34 0,70 0,29 2,52 0,00** 0,78
m 71 0,04* 110,42 0,51 055 2,35 0,01~ 0,64
m 72 0,27 110,83 0,36 0,59 1,48 0,12 0,26
m73 100,00 111,04 0,15 0,80 1,00 0,30° 0,11
m74 100,00 111,18 0,26 0,70 0,69 0,5% 0,06
m75 100,00 111,43 0,17 0,89 0,18 848 0,00
m76 100,00 111,73 0,19 0,77 -0,41 0,67 0,02
m77 100,00 111,77 0,13 0,83 -0,48 0,62 0,02
m78 100,00 111,49 0,37 0,59 0,05 0,958° 0,02
m79 100,00 111,31 0,64 0,64 0,41 0,67 0,10
m80 100,00 111,38 0,66 0,6% 0,29 0,76 0,10
m8l 100,00 111,50 0,52 0,54 0,04 0,96° 0,05
m82 100,00 110,89 0,26 0,69 1,26 0,19 0,18

m 83 100,00 111,22 0,50 0,582 0,58 0,558 0,08
m84 100,00 110,99 0,23 0,78 1,08 0,26 0,13
S * @ ** . NAo significativos, significativos a 5%1%, respectivamente.
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Apéndice 2.Andlise da metodologia da marca simples por meigegressdo linear
para os 84 marcadores, referente a uma repeticao.

Marca  Prob(F) BO Bl Prob(t) B2 Prob(t) R2%(%)
mil 0,00** 111,28 3,71 0,00** 0,42 0,65 3,19

m 2 0,00** 111,55 3,98 0,00** -0,15 0,86 3,59

m 3 0,00 111,31 4,20 0,00** 0,24 0,79 4,00
m4 0,00** 110,64 5,07 0,00** 1,46 0,0 5,97

m 5 0,00** 110,25 5,92 0,00** 2,09 0,018* 8,35
m 6 0,00** 109,21 7,04 0,00** 3,92 0,00** 12,55
m7 0,00+ 107,96 7,77 0,00** 6,06 0,00** 16,61
m 8 0,00** 107,96 8,36 0,00** 6,02 0,00** 18,78
m 9 0,00+ 108,28 8,13 0,00** 5,52 0,00** 17,62
m 10 0,00** 108,47 8,25 0,00** 4,94 0,00** 16,70
m 11 0,00** 108,90 8,18 0,00** 4,25 0,00** 16,20
m 12 0,00** 108,81 8,31 0,00** 4,84 0,00** 18,04
m 13 0,00** 108,73 8,84 0,00** 5,21 0,00** 20,57
m 14 0,00** 108,30 8,52 0,00** 5,81 0,00** 19,62
m 15 0,00 108,20 7,74 0,00** 6,05 0,00** 17,05
m 16 0,00** 108,59 6,88 0,00** 5,59 0,00** 14,28
m 17 0,00** 109,06 6,79 0,00** 4,48 0,00** 12,45
m 18 0,00** 109,39 5,97 0,00** 3,99 0,00** 9,80
m 19 0,00** 110,27 4,30 0,00** 2,37 0,01** 4,87
m 20 0,00** 110,12 4,62 0,00** 2,64 0,00** 5,72
m 21 0,00 110,50 3,94 0,00** 2,08 0,02* 4,30
m 22 0,00** 110,73 4,44 0,00** 1,32 04 4,60

m 23 0,00** 111,02 4,68 0,00** 0,80 0,82 5,00

m 24 0,00 110,81 5,16 0,00** 1,30 04 6,36

m 25 0,00** 109,91 5,93 0,00** 3,09 0,00** 9,25
m 26 0,00** 109,65 6,37 0,00** 3,79 0,00** 11,35
m 27 0,00** 109,19 7,14 0,00** 4,85 0,00** 15,01
m 28 0,00** 108,49 7,58 0,00** 6,11 0,00** 17,80
m 29 0,00** 108,58 8,17 0,00** 6,16 0,00** 20,36
m 30 0,00 108,90 7,48 0,00** 5,45 0,00** 16,54
m 31 0,00** 109,48 7,04 0,00** 4,27 0,00** 13,66
m 32 0,00 109,80 6,46 0,00** 3,62 0,00** 11,28
m 33 0,00** 110,26 5,97 0,00** 2,70 0,00** 9,10
m 34 0,00** 110,27 551 0,00** 2,67 0,00** 7,87
m 35 0,00** 110,10 5,34 0,00** 3,05 0,00** 7,76
m 36 0,00 110,20 5,17 0,00** 2,74 0,00** 7,01
m 37 0,00** 110,10 4,13 0,00** 2,81 0,00** 4,85
m 38 0,00** 110,49 3,68 0,00** 2,08 0,02* 3,63
m 39 0,00** 109,95 3,13 0,00** 3,11 0,00** 3,35
m 40 0,00** 110,47 2,45 0,00** 2,13 0,02* 1,94
m 41 0,00** 110,59 2,49 0,00** 1,89 0,04~ 1,88
m 42 0,00** 111,26 2,10 0,00** 0,51 059 1,08

m 43 0,03* 111,65 1,76 0,01** -0,33 072 0,72
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Apéndice 2. Continuacao.

m 44 0,02* 111,15 1,82 0,01** 0,59 083 0,74
m 45 0,00 111,08 2,27 0,00** 0,74 057 1,17
m 46 0,00 110,57 2,08 0,00** 1,75 0065 1,27
m 47 0,00 110,13 2,25 0,00** 2,61 0,00** 1,86
m 48 0,00 109,95 2,76 0,00** 2,96 0,00** 2,65
m 49 0,00 109,37 2,91 0,00** 4,09 0,00** 3,73
m 50 0,00** 109,29 3,04 0,00** 4,40 0,00** 4,34
m 51 0,00 109,36 3,12 0,00** 4,33 0,00** 4,43
m 52 0,00** 109,15 3,26 0,00** 4,72 0,00** 5,06
m 53 0,00 109,62 3,31 0,00** 3,95 0,00** 4,46
m 54 0,00** 109,83 3,38 0,00** 3,50 0,00** 4,18
m 55 0,00** 109,75 3,38 0,00** 3,62 0,00** 4,23
m 56 0,00** 109,79 3,18 0,00** 3,46 0,00** 3,71
m 57 0,00 109,32 2,88 0,00** 4,39 0,00** 4,15
m 58 0,00** 110,22 3,26 0,00** 2,57 0,00** 3,19
m 59 0,00 110,69 3,81 0,00** 1,59 0,67 3,62
m 60 0,00 111,04 3,37 0,00** 0,92 0,32 2,64
m 61 0,00 110,93 3,26 0,00** 1,13 021 2,50
m 62 0,00~ 110,81 3,42 0,00** 1,36 03 2,78
m 63 0,00** 110,64 3,37 0,00** 1,72 066 2,84
m64 100,00 111,81 0,11 0,86 -0,55 0,56° 0,04
m 65 0,24 112,34 0,23 0,73 -1,55 0,09° 0,29
m 66 0,28 112,28 0,19 0,77 -1,47 0,1¥ 0,26
m67 100,000 111,70 0,04 0,9% -0,31 0,78 0,01
m68 100,00 111,53 0,09 0,88 0,02 0,98 0,00
m69 100,000 111,27 0,17 0,79 0,54 0,56° 0,04
m70 100,00 111,36 0,32 0,64 0,37 0,69° 0,04
m71 100,006 111,23 0,34 0,62 0,64 0,50° 0,08
m72 100,00 111,26 0,12 0,8% 0,57 0,558° 0,04
m73 100,00 110,96 -0,14 0,82 1,12 0,2% 0,14
m74 100,000 111,55 0,18 0,79 -0,015 0,98 0,01
m75 100,00 111,42 -0,09 0,89 0,24 0,79 0,01
m76 100,000 111,11 -0,72 0,28 0,79 0,60° 0,18
m77 100,00 111,13 -0,68 0,30 0,75 0,58 0,16
m 78 0,12 110,94 -1,14 0,08 1,113 0,2% 0,43
m 79 0,04* 110,76 -1,36 0,04* 1,42 0’12 0,62
m 80 0,14 111,02 -1,17 0,08 0,95 0,30¢° 0,40
m 81 0,32 111,14 -0,90 0,18 0,71 0,558 0,23
m 82 0,3 111,33 -0,99 0,18 0,37 0,69 0,23
m83 100,00 111,25 -0,35 0,69 0,55 0,56° 0,06

m 84 100,00 111,32 -0,33 0,62 0,42 0,66° 0,04
"s * @ ** . NAo significativos, significativos a 5%1%, respectivamente.
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Apéndice 3.Analise da metodologia da marca simples por meigegressdo linear
para os 84 marcadores, referente a uma repeticao.

Marca  Prob(F) BO Bl Prob(t) B2 Prob(t) R2(%)
mil 0,00 110,38 3,71 0,00** 1,87 0,04~ 3,29
m 2 0,00** 109,89 4,23 0,00** 2,85 0,00** 4,59
m3 0,00** 109,45 5,18 0,00** 3,65 0,00** 7,02
m4 0,00** 108,43 6,24 0,00** 5,65 0,00** 11,34
mb5 0,00** 107,95 6,80 0,00** 6,47 0,00** 13,69
m 6 0,00** 107,81 7,74 0,00** 6,70 0,00** 16,81
m7 0,00** 107,29 7,99 0,00** 7,83 0,00** 19,48
m 8 0,00** 107,04 8,67 0,00** 8,12 0,00** 21,98
m 9 0,00** 106,98 9,08 0,00** 7,84 0,00** 22,11
m 10 0,00 107,25 9,24 0,00** 7,35 0,00** 21,90
m 11 0,00** 106,91 9,25 0,00** 8,02 0,00** 23,13
m 12 0,00~ 107,31 9,32 0,00** 7,65 0,00** 23,73
m 13 0,00** 107,27 8,85 0,00** 7,83 0,00** 22,52
m 14 0,00~ 107,08 8,94 0,00** 8,16 0,00** 23,32
m 15 0,00** 107,70 8,09 0,00** 7,25 0,00** 19,36
m 16 0,00 108,30 7,30 0,00** 5,98 0,00** 14,86
m 17 0,00** 108,49 6,82 0,00** 5,83 0,00** 13,55
m 18 0,00 109,46 6,11 0,0** 4,00 0,00** 9,77
m 19 0,00** 109,87 5,30 0,00** 2,95 0,00** 6,74
m 20 0,00~ 110,83 4,05 0,00** 1,31 06 3,76
m 21 0,00 110,29 3,36 0,00** 2,29 0,01~ 3,02
m 22 0,00** 110,50 3,93 0,00** 1,98 0,03* 3,70
m 23 0,00~ 110,43 4,64 0,00** 2,32 0,01~ 5,22
m 24 0,00** 110,16 5,03 0,00** 3,02 0,00** 6,70
m 25 0,00 109,98 5,50 0,00** 3,41 0,00** 8,10
m 26 0,00** 109,68 6,01 0,00** 3,95 0,00** 9,76
m 27 0,00 109,12 6,94 0,00** 4,85 0,00** 13,00
m 28 0,00** 108,62 7,07 0,00** 5,63 0,00** 14,03
m 29 0,00 108,34 7,08 0,00** 5,97 0,00** 14,26
m 30 0,00** 109,14 6,45 0,00** 4,28 0,00** 10,67
m 31 0,00 109,20 6,02 0,00** 4,05 0,00** 9,17
m 32 0,00** 109,20 6,21 0,00** 4,07 0,00** 9,66
m 33 0,00 109,56 5,96 0,00** 3,66 0,00** 8,93
m 34 0,00 109,63 6,04 0,00** 3,33 0,00** 8,65
m 35 0,00** 110,25 6,26 0,00** 2,17 0,01* 8,59
m 36 0,00 109,87 6,20 0,00** 2,93 0,00** 8,66
m 37 0,00** 109,95 5,24 0,00** 2,83 0,00** 6,46
m 38 0,00 110,25 4,44 0,00** 2,24 0,01~ 4,61
m 39 0,00** 110,31 4,22 0,00** 2,12 0,02* 4,16
m 40 0,00~ 110,48 4,13 0,00** 1,70 0,67 3,75
m 41 0,00** 111,00 3,68 0,00** 0,71 053 2,72
m 42 0,00 111,07 3,49 0,00** 0,53 0,58 2,46
m 43 0,34 111,72 0,95 0,16 -0,52 0,59 0,21
m 44 0,14 111,23 1,40 0,04* 0,34 0,72 0,38
m 45 0,09 110,86 1,30 0,06 1,08 0,26 0,46
m 46 0,02* 110,62 1,60 0,02* 1,50 011 0,74
m 47 0,00~ 110,84 2,33 0,00** 1,10 0,25 1,22
m 48 0,00** 110,06 2,93 0,00** 2,68 0,00** 2,56
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Apéndice 3. Continuacao.

m 49 0,00** 109,45 4,07 0,00** 3,77 0,00** 4,89
m 50 0,00 109,11 3,83 0,00** 4,35 0,00** 4,93
m 51 0,00** 109,13 3,32 0,00** 4,49 0,00** 4,47
m 52 0,00 109,01 2,88 0,00** 4,94 0,00** 4,51
m 53 0,00** 109,57 2,96 0,00** 3,84 0,00** 3,55
m 54 0,00** 109,46 3,22 0,00** 4,04 0,00** 4,07
m 55 0,00 109,61 3,50 0,00** 3,63 0,00** 4,02
m 56 0,00** 109,47 3,69 0,00** 3,84 0,00** 4,43
m 57 0,00 109,34 3,45 0,00** 4,09 0,00** 4,33
m 58 0,00** 109,89 3,29 0,00** 3,05 0,00** 3,27
m 59 0,00~ 110,48 2,37 0,00** 1,83 0,65 1,50
m 60 0,04* 110,85 1,52 0,03* 1,16 0723 0,61
m 61 0,03* 110,68 1,42 0,04* 1,49 012 0,67
m 62 0,1% 111,04 1,24 0,07 0,85 0,62 0,41
m 63 0,1F 111,26 1,43 0,03* 0,40 0,68 0,44
m64 100,00 111,34 0,09 0,88 0,20 0,82 0,00
m 65 100,00 111,50 0,32 0,62 -0,10 0,9F 0,02
m 66 100,00 111,75 0,51 0,54 -0,58 0,55 0,09
m 67 100,00 111,14 -0,14 0,88 0,60 0,5% 0,04
m 68 100,00 111,41 -0,23 0,78 0,05 0,95 0,01
m 69 100,00 111,71 0,47 0,59 -0,50 0,6T 0,07
m 70 100,00 111,28 0,57 0,59 0,37 0,70 0,09
m71 100,00 111,24 0,41 0,53 0,44 0,65 0,06
m 72 100,00 111,80 -0,04 0,94 -0,69 0,52 0,05
m 73 100,00 111,73 -0,39 0,87 -0,56 0,56 0,06
m74 100,00 111,99 -0,47 0,56 -1,06 0,26 0,16
m 75 100,00 111,60 -0,12 0,85 -0,30 0,78 0,01
m 76 100,00 111,21 -0,30 0,66 0,45 0,64 0,04
m 77 100,00 111,09 -0,36 0,61 0,67 0,5F 0,07
m 78 100,00 111,58 -0,22 0,73 -0,27 0,77 0,01
m 79 100,00 111,26 0,17 0,79 0,36 0,7F 0,02
m 80 100,00 111,37 -0,19 0,78 0,14 0,87 0,01
m 81 100,00 111,49 -0,08 0,96 -0,09 0,92 0,00
m 82 100,00 111,66 0,28 0,68 -0,40 0,68 0,03
m 83 100,00 111,29 0,45 0,81 0,32 0,7% 0,05
m 84 0,25° 111,86 0,91 0,17 -0,88 0,63 0,27
"S* e ** - N&o significativos, significativos a 5#1%, respectivamente.

118



