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RESUMO

RESENDE JUNIOR, Marcio Fernando Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, Abril de 2010. Selecdo gendmica ampla no melhoramento vegetal.
Orientador: Cosme Damido Cruz. Coorientadores: Marcos Deon Vilela de
Resende e Fabyano Fonseca e Silva.

A selecdo gendmica ampla (GWS) foi idealizada no ano de 2001 como
forma de predizer o fenétipo futuro de uma populacédo baseado em informagdes de
marcadores moleculares, cujos efeitos genéticos aditivos, que estes explicam, ja
foram previamente estimados. Esta tecnologia ja € pesquisada e integrada aos
programas de melhoramento animal. Embora em plantas nenhum trabalho com
dados reais tenha sido descrito, a GWS tem grandes perspectivas de utilizagao
também no melhoramento genético vegetal, o que pode permitir melhores
acuracias e selegao precoce. O objetivo deste trabalho foi, em um primeiro
momento, fornecer subsidios para melhor entender a selecdo gendmica ampla e
fazer uma comparagdo de sua utilizagdo com marcadores dominantes e
codominantes. Em uma segunda etapa, a aplicacédo dessa tecnologia foi entao
proposta em Eucalyptus e seu impacto foi avaliado no melhoramento florestal.
Foram simuladas uma caracteristica de controle oligogénico e outra controlada por
muitos genes em diferentes situagbes de desequilibrio de ligagdo com os
marcadores. Em cada caracteristica, o numero de locos que controlava o caracter
foi estabelecido entre 100, 200 e 400 e as herdabilidades entre 20%, 30% e 40%.
Foi avaliada a correlacdo dos valores fenotipicos observados com os valores
fenotipicos preditos via informacdo de marcadores e a acuaracia de selecdo. A
partir das estimativas de acuracia, calculou-se também o ganho de sele¢ao por
unidade de tempo comparado com a selecdo fenotipica. Os resultados das
simulagdes demonstraram altos valores de acuracias que proporcionaram ganhos
de até 500% caso o tempo do ciclo de geragao seja reduzido. Observou-se que se
o0 numero de marcadores dominantes disponiveis foi superior ao numero de
marcadores codominantes, essa maior densidade proporciona acuracias maiores.
A segunda etapa do trabalho foi realizada em duas populagbes de Eucalipto
utilizando marcadores dominantes DArTs e avaliando as caracteristicas Altura

total, Diametro a Altura do Peito (DAP) e penetragdo do Pilody. As acuracias



maximas obtidas foram de 0,67 para Altura e 0,69 para DAP em uma populacéao, e
de 0,53, 0,62, e 0,53 para Altura, DAP e Pilodyn, respectivamente, na segunda
populagdo. Estes valores proporcionaram ganhos que variaram entre 430% e
723% caso o ciclo de geracédo seja reduzido em 7 anos, situagdo possivel no
melhoramento de Eucalipto. Este trabalho demonstrou resultados animadores e o
uso GWS se mostrou factivel em plantas nas simulagdes e no conjunto de dados

reais.



ABSTRACT

RESENDE JUNIOR, Marcio Fernando Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, April 2010. Genome wide selection in plant breeding. Advisor: Cosme
Damido Cruz. Co-Advisors: Marcos Deon Vilela de Resende and Fabyano
Fonseca e Silva.

The Genome Wide selection was proposed in 2001 to predict the phenotype
values based in molecular markers information. In a previus step, the effect of each
of each marker in controlling the genetic variance is estimated. This technology
has already been used in animals, however, no report of its use was made for
plants. This work aimed to study the impact of GWS, first in a simulated dataset,
then in two Eucalyptus populations. Besides that, on the simulated data, it was
compared the efficiency of using dominant markers versus the use of codominant
ones. The simulation generated one population controlled by many genes
(polygenic) and one population with olligogenic control. There were different
situations of linkage disequilibrium among the marker and the QTL, different
number of markers controlling the trait and heritabilities of 20, 30 and 40%. It was
evaluated the prediction ability and the accuracy of the GWS. The results of
accuracy were high, which turn in to a selection gain of up to 500% in the selection
dataset and the use dominant markers at higher densities is more efficient than the
use of dominant markers with lower densities. The Euvalyptus populations were
genotyped for total height, diameter at breast height (DBH) and Pilodyn. The
values of accuracy were 0,67 for height and 0,69 for DBH in the first population
and ,53, 0,62, and 0,53 for total height, DBH and Pilodyn respectively. Those result
turn in to a selection gain that varied from 430% to 723% with a reduction of 7
years in the breeding cycle. This showed significant results and gave evidences
that the use of GWS in plants is possible to improve the way plant breeding is

actually performed.
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INTRODUGCAO GERAL

O melhoramento genético, associado as pesquisas de praticas agricolas e
silviculturais como o manejo do solo, controle de pragas e doengas dentre outros,
proporcionou avangos consideraveis para a agricultura e para o setor florestal.
Embora estas tecnologias continuam, ainda hoje, a proporcionar ganhos para as
culturas, o advento da biotecnologia gerou expectativas de aumentar ou maximizar
estas melhorias dos materiais para as diferentes caracteristicas de interesse.

A partir de pesquisas de biologia molecular e genémica, foram identificados
marcadores genéticos com potencial de aplicagdo na localizagdo de regides
gendmicas que controlam caracteristicas de interesse (QTLs). Estes marcadores
podem ser utilizados para elucidar a arquitetura genética de caracteres complexos
em plantas via mapeamento genético e detecgdo de QTLs. Sua aplicagao foi
vislumbrada para auxiliar os procedimentos de selegdo no melhoramento
convencional, o que foi chamado de melhoramento gendémico.

No entanto, até os dias atuais, a operacionalizagdo do uso de marcadores
moleculares se deu principalmente em medidas de controle de qualidade para
deteccdo de cruzamentos contaminantes e protecao varietal, uma vez que essas
aplicagdes requerem um baixo numero de marcadores disponiveis, ao contrario do
melhoramento gendmico que requer a genotipagem de um grande numero de
marcadores para que este seja efeciente.

Para que esta integracdo se torne viavel e eficiente, varios foram os
esforgos de pesquisa que culminaram com o desenvolvimento de tecnologias de
genotipagem em larga escala a um custo muitas vezes inferior ao inicialmente
proposto e um método de utilizacdo destes marcadores conhecido como selecao
genOmica ampla. Com isso, o panorama atual demonstra perpectivas da
integracdo dos marcadores moleculares nos programas de melhoramento
genético vegetal, fato que ja vem sendo feito no setor animal.

O objetivo deste trabalho foi, em um primeiro momento, fornecer subsidios
para melhor entender a selecdo gendmica ampla, técnica que permite a selegao
de individuos baseado apenas na informacado dos seus marcadores. Em uma
segunda etapa, a aplicagao dessa tecnologia foi entdo proposta em Eucalyptus,. e

o impacto de seu uso no melhoramento florestal foi avaliado.
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1. INTRODUCAO

O melhoramento genético tem, a varios anos, proporcionado, com muito
sucesso, o aumento de produtividade e a melhoria de varias outras caracteristicas
de interesse na agricultura e na pecuaria. Embora muitos métodos surgiram ao
longo dos anos, a estratégia basica utilizada foi a de predizer o valor genético do
individuo, baseado em informacdes fenotipicas e em alguns casos de genealogia.
No entanto, com o desenvolvimento dos marcadores moleculares e o avango em
técnicas de biologia molecular, criou-se a expectativa de que as informagdes
genotipicas dos marcadores moleculares, uma vez correlacionados com
caracteristicas fenotipicas de interesse, pudessem ser amplamente utilizadas na
obtencdo e selegcdo de individuos com maior valor genético. Esta técnica ficou
conhecida como selegdo assistida por marcadores moleculares (MAS - Marker
Assisted Selection).

Com a perspectiva de um aumento nos ganhos de selegcdo e redugao nos
ciclos de melhoramento via selecdo assitida por marcadores, muitas pesquisas
foram feitas e QTLs foram detectados e mapeados nas mais variadas culturas
(Frary, et. al. 2000; Yano et. al. 2000; Takahashi et. al. 2001; EI-Din El-Assal et. al.
2001; Liu et. al, 2002). No entanto, grande parte destes QTLs detectados e
mapeados em cada espécie, ndo foram aplicados de forma pratica nos seus
programas de melhoramento (Bernardo et al. 2008)

As principais causas deste insucesso foram a necessidade do
estabelecimento de associagdes entre os marcadores e os QTLs para cada familia
avaliada e o fato de serem feitas apenas a deteccdo de um pequeno numero de
QTLs de grande efeito, os quais, devido a natureza poligénica e a alta influéncia
ambiental dos caracteres quantitativos, ndo explicam suficientemente toda a
variagao genética (Dekkers, 2004). Além disso, pode se destacar, também, que a
selecado baseada em marcadores moleculares sé € superior em relagao a selegao
fenotipica quando esta é aplicada em uma familia com tamanho superior a 500
individuos. (Resende, 2007)



A partir do inicio do século XXI, os avangos de tecnologias de genotipagem
em larga escala, a descoberta de novos marcadores como os SNPs e a
automacgdo do processo de genotipagem de marcadores (Jenkins and Gibson,
2002) proporcionaram a redugado do prego por data point e permitiram que um
grande numero de marcadores fosse usado para varias culturas.

Uma vez gerado um grande numero de marcadores espalhados por todo o
genoma de um individuo, alguns destes marcadores estardo muito perto do QTL e
em desequilibrio de ligacdo (LD) com este (Hastbacka et. al., 1994). O conceito de
desequilibrio de ligagao refere-se a associagao nao aleatoria entre dois genes ou
entre um QTL e um loco marcador. Quando as frequiéncias alélicas e genotipicas
de um ou mais locos autossdmicos sao constantes de uma geragao para a outra e
as frequéncias genotipicas sdo determinadas pelas frequéncias alélicas, diz se
que este loco se encontra em equilibrio de ligacdo. Com a ligagao génica, dois
genes ligados apresentam uma associagdo que nao se da ao acaso e estdo em
desequilibrio de ligacdo. Com os eventos de recombinagio, a cada nova geragao,
os locos tendem a uma situagéo de equilibrio, e o tamanho de um dado segmento
cromossdmico que contém dois locos quaisquer e que nao sofreu recombinacao
diminui, o que consequentemente reduz o LD. Por essa razao, o uso eficiente de
marcadores moleculares para auxiliar o melhoramento genético requer grande
numero, para que, mesmo em uma populagéo que ja passou por varias geracoes
e sucessivas recombinagdes histéricas, exista um marcador tdo proximo do QTL
que apresente uma associagao com este que nado tem razéo aleatéria.

Uma vez que um marcador se encontra em LD com o QTL, alguns alelos
destes marcadores, estardo correlacionados com efeitos positivos dos QTLs em
todas as familias e podem ser utilizados sem que seja necessario o
estabelecimento da fase de ligagdo em cada familia. (Meuwissen et.al., 2001).
Além disso, caracteristicas quantitativas sdo controladas por muitos genes e para
que se tenha grande parte da variagdo genética explicada pelos marcadores
moleculares, € preciso obter um marcador em desequilibrio de ligagdo com cada
loco controlador da caracteristica quantitativa.

A selegdo gendbmica ampla (Genome Wide Selection - GWS), proposta

inicialmente no ano de 2001 por Meuwissen et. al. (2001), consiste na analise de
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um grande numero de marcadores amplamente distribuidos no genoma. Apos a
obtencdo destes marcadores, seus efeitos sdo estimados baseados em dados
fenotipicos de uma populagcao conhecida como populagédo de estimacédo. Uma vez
que seus efeitos sdo modelados e estimados, estes sdo testados em uma
populacao de validacéo e ,entdo, seleciona-se os marcadores que explicam parte
da varidncia genética do carater em estudo para que sua informagao seja
efetivamente incorporada a etapa de sele¢édo do programa de melhoramento.

Na populacao de validacao, utiliza-se um conjunto de dados menor do que
aquele da populagdo de estimagdo e contempla individuos genotipados e
fenotipados para a caracteristica de interesse. Esta amostra independente é
utilizada para testar e verificar as acuracias das equacodes de predicao de valores
genéticos gendmicos. Para computar essa acuracia, os valores genéticos
gendmicos sao preditos (usando os efeitos estimados na populagao de estimagéo)
e submetidos a analise de correlagdo com os valores fenotipicos observados.
Como a amostra de validagdo n&o foi envolvida na predicdo dos efeitos dos
marcadores, 0s erros nas estimativas dos valores genéticos gendmicos e dos
valores fenotipicos sao independentes e toda covariancia entre esses valores é de
natureza genética (Resende, 2007, 2008).

O ponto chave da anadlise destes marcadores é a estimacdo de seus
efeitos, uma vez que o numero de parametros que precisam ser estimados é muito
superior ao numero de observagdes fenotipicas disponiveis. Varios métodos de
predicdo de valores genéticos genémicos foram propostos, dos quais se pode
destacar o de quadrados minimos, BLUP/GWS, BayesA e BayesB (Meuwissen et
al., 2001), aprendizado de maquina (AM de Long et al., 2007), regressdao RKHS
(Reproducing Kernel Hilbert Spaces) (Gianola et al., 2008), LASSO Bayesiano (de
los Campos, 2009), Bayes C (Gredler et al., 2009), Bayes B Acelerado
(Meuwissen, 2009), Regresséao via Quadrados Minimos Parciais (PLSR) (Solberg
et al., 2009) e Regressédo via Componentes Principais (PCR) (Solberg et al.,
2009).

A GWS tem sido amplamente pesquisada e desenvolvida para aplicagdo na
pecuaria sendo que varios estudos analisaram as perspectivas da Selecao

Genbmica avaliando pardmetros e procedimentos analitcos que influenciam na

5



predigdo dos valores genbmicos e qual seriam o impacto de seu uso no
melhoramento animal (Calus et al. 2008; Dekkers 2007; Long et al. 2007; Muir
2007; Schaeffer 2006; Solberg et al. 2008). Em plantas, esta técnica tem também
possibilidades de grandes impactos e revisdes e pesquisas recentes, com dados
simulados, demonstraram excelentes resultados na utilizacdo desta tecnologia em
diferentes culturas (Bernardo & Yu 2007; Resende et. al. 2008; Wong & Bernardo
2008; Heffner et al. 2009; Zhong et al. 2009). No entanto, até o presente momento,
nenhum trabalho com o uso da selegédo gendmica foi descrito com aplicagdo em
dados reais de culturas vegetais.

No melhoramento animal, os marcadores moleculares utilizados para as
pesquisas e aplicagcdes da GWS sao os polimorfismos de base unica, SNPs, uma
vez que um grande numero destes marcadores ja esta disponivel e sao
comercializados em painéis de varios milhares de marcas (Matukumalli et. al.,
2009).

Recentemente, um novo tipo de marcador conhecido como DArTs (Diversity
Array Technology) foi desenvolvido com perspectivas para aplicagdo em analises
de selegcdo gendmica ampla. Este marcador apresenta como caracteristica a
genotipagem em larga escala baseada em analises de micro arranjo, o baixo custo
de desenvolvimento e de genotipagem e sua natureza dominante (Wenzl et al.,
2004). Para cada amostra de DNA estudada, sdo desenvolvidas representagdes
gendmicas através da digestdo do DNA gendbmica com enzimas de restricdo. Os
framentos amplificados por PCR sao clonados e arranjados em um suporte sélido
(microarranjo) resultando em um arranjo de descoberta. Representagbes
genbmicas preparadas a partir de genomas individuais alvo de estudo s&o
hibridizados a esse arranjo de descoberta para identificagdo de polimorfismos. Os
clones polimoérficos (marcadores DArT) mostram intensidade de sinais de
hibridizagao variaveis para diferentes individuos conforme os diferentes genétipos
(Jaccoud et al., 2001).

Este marcador tem se mostrado como uma alternativa disponivel para a
aplicacdo de selecdo gendmica em culturas vegetais que nado tém painéis de
SNPs desenvolvidos, como é o caso do Eucalipto. Os DArTs podem reduzir as

implicagbes de uma das limitagdes para a aplicagao pratica da selegdo genémica
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que é o custo desde o desenvolvimento de um grande numero de marcadores até
a genotipagem de um grande numero de individuos. No entanto, nenhuma
pesquisa foi encontrada utilizando este tipo de marcador, principalmente devido ao
fato de as pesquisas de GWS na area vegetal ainda serem limitadas e de que as
pesquisas animais se concentram em marcadores SNPs. Assim, o objetivo deste
trabalho foi fazer uma primeira avaliagédo, via dados simulados, sobre o uso da
selecdo gendbmica ampla e sua perspectiva no melhoramento de plantas,

avaliando a acuracia da GWS utilizando marcadores dominantes e codominantes.



2. MATERIAL E METODOS

Nos estudos genéticos, caracteres quantitativos sado, em geral, regulados por
varios genes com pequena magnitude de efeitos, ao passo que os caracteres
qualitativos sdo controlados por alguns poucos genes de maior efeito.

As estratégias de melhoramento genético aplicada a caracteristicas
quantitativas como produgao de gréos e volume de madeira podem ser diferentes
das estratégias utilizadas no melhoramento de caracteristicas oligogénicas como a
resisténcia a doengas. Dessa forma, para estudar o impacto da selegao genémica
ampla em caracteristicas de controle poligénico e oligogénico, foram realizadas
duas simulag¢des, uma com magnitude dos efeitos genéticos semelhantes e outra
com alguns poucos genes de maior efeito reponsaveis por grande parte da

variagao geneética da caracteristica
2.1 SIMULACAO DOS DADOS GENOTIPICOS E FENOTIPICOS

Para proceder as anadlises de selecao genOmica, foram simulados dados
genotipicos e fenotipicos considerando auséncia de dominéancia, diferentes
herdabilidades, desequilibrios de ligacdo, numero de locos controlando a
caracteristica e tipos de marcadores.

A simulacdo dos dados foi feita de dois modos diferentes. Em ambas as
situacdes, o carater quantitativo foi simulado em trés situagdes, considerando dois
alelos por loco, efeitos aditivos e o controle por 100, 200 e 400 locos. No primeiro
caso, o efeito do alelo favoravel em cada loco foi simulado como sendo

L-1

T EL +1§

em que L refere-se ao L-ésimo QTL. (Lande e Thompson ,1990 e Bernardo e Yu,
2007) (Figura 1). O efeito do alelo menos favoravel foi tomado como —a,. Foram
simulados 1000 individuos com fendétipos gerados segundo o modelo f = g+e, em
que g sao os efeitos genéticos totais dados pelo somatério dos efeitos genéticos

em cada loco e e sdo os efeitos ambientais, gerados segundo uma distribuicdo



normal com média 10 e varidncia compativel com as trés herdabilidades testadas:

20%, 30% e 40% de acordo com a férmula:
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Figura 1 — Distribuigdo dos efeitos dos alelos favoraveis de cada marcadore simulados de acordo

com Lande e Thompson (1990).

No segundo caso, a simulagdo foi feita considerando novamente as trés
situacdes de 100, 200 e 400 locos. No entanto, os efeitos foram simulados de

acordo com a expressao

@ = >
LT pipaad

em que L refere-se ao L-ésimo QTL. A distribuicdo dos efeitos a,, neste
caso, se assemelha mais a uma situacéo biolégica de caracteristica oligogénica e
qualitativa, uma vez que, embora a caracteristica seja controlada por varios genes,
existem alguns poucos QTLs de maior efeito e a grande maioria tem efeitos
proximos de zero como pode ser observado na figura 2, O numero de individuos, o
modelo para simulagao dos fendtipos e as herdabilidades testadas foram as

mesmas da primeira simulacéo.
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Figura 2 — Distribui¢cdo dos efeitos de “a” de acordo com a segunda simulagao.

Em cada individuo, gendtipos do tipo A1A1, A1Az, ou AA, foram sorteados
aleatoriamente em cada loco e codificados como 0, 1 e 2, respectivamente. O
namero 1 dos gendtipos do tipo A1A1 e A1A; denotam o alelo desfavoravel e o
numero 2 denota o alelo favoravel.

Para avaliar o efeito da densidade de marcadores utilizados e do nivel de
desequilibrio de ligagao (LD) obtido entre o QTL e pelo menos um marcador foram
simuladas quatro situag¢des de LD igual a 0,5; 0,7; 0,9 e 1,0, Nesta simulagao, o
objetivo nao foi representar o LD médio da populagdo e sim uma densidade
hipotética de marcadores capaz de explicar 50, 70, 90 e 100% dos QTLs
controladores da caracteristica. Dessa forma, em cada situagcdo, o valor de LD
simbolizou a porcentagem de locos marcadores que estavam em desequilibrio de
ligagdo com um QTL e a proprorgdo da variancia genética que estava sendo
explicada pelos marcadores. Nas situagbées em que o loco marcador estava em
desequilibrio de ligagao, foi considerado que este marcador & efetivamente um
QTN (Quantitative Trait Nucleotide) estando diretamente ligado ao QTL e tendo
efeito igual ao do QTL. Na situagéo oposta, em que foi observado equilibrio de
ligagdo do marcador com o QTL, o gendtipo do marcador teve seu efeito atribuido
como zero. Sendo assim, considerando o gendtipo A1A; do QTL, teve seu efeito

associado ao genotipo M{M1 do marcador quando estes se encontravam em LD.
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Neste caso, o efeito do marcador M{M1 foi o mesmo do efeito do QTL. Na situagao
contraria, o gendtipo A4A+ teve seu efeito aleatoriamente associado a qualquer um
dos gendtipos MMz, ou MM, representando uma associagao aleatéria, conceito
de equilibrio de ligacéo.

Embora em uma situagao pratica para uma aplicacao eficiente da Selecao
Gendmica Ampla o numero de marcadores necessarios seja grande e superior ao
numero de QTLs que controlam a caracteristica, nesta simulagdo, o numero de
marcadores simulados foi fixado como o numero de locos utilzados em cada
cenario para explicar a caracteristica quantitativa. No entanto, a avaliacdo da
densidade de marcadores utilizada pode ser extrapolada pelo nivel de LD
considerado, ou seja, uma situagcao de LD igual a 0,5 sera obtida quando um
pequeno numero de marcadores for utilizado de modo a apenas 50% deles se
encontrar em LD com o QTL. Quando muitos marcadores forem utilizados, sera
possivel obter uma marca em LD com cada QTL (LD = 1).

A simulagcédo dos marcadores dominantes foi realizada da mesma maneira
que o método descrito acima. No entanto, ao final da simulagdo, todos os
gendtipos de codigo 2 (gendtipo AzA;) foram substituidos pelo codigo 1 de
maneira que o conjunto de dados dispds apenas de 2 classes, 0 e 1, e a ultima
com as informagdes confundidas do gendtipo heterozigoto (A1A2) e do gendtipo

homozigoto para o alelo 2.

2.2 METODOLOGIA DE ANALISE

A partir dos dados fenotipicos gerados, foram estimados os efeitos de cada
um dos locos marcadores que somados, compdem o valor genético genémico
predito de cada individuo. Em situagdes praticas, o numero de marcadores
genotipados € maior que o numero de fendtipos avaliados. A estimagdo dos
efeitos do elevado numero de parametros (locos) a partir de um numero limitado
de dados fenotipicos conduz ao problema da estimagédo por quadrados minimos
com numero insuficiente de graus de liberdade para ajustar todos esses efeitos
simultaneamente. Assim, os efeitos foram preditos por meio do procedimento

BLUP/GWS que permite ajustar todos os efeitos alélicos simultaneamente.
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O seguinte modelo linear misto geral foi usado para estimar os efeitos dos

marcadores, conforme Resende (2008):
y=Xb +Zh + e,

em que y é o vetor de observacdes fenotipicas, b é o vetor de efeitos fixos, h € o
vetor dos efeitos aleatérios dos marcadores e e refere-se ao vetor de residuos
aleatorios. X e Z sdo as matrizes de incidéncia para b e h. A estrutura de médias e

variancias no modelo em questao é definida como:

h~N(, G) E(y) = Xb

e~N(0, R=1c)) Var(y) =V =ZGZ '+R
G=> loi=lo?

As equagdes de modelo misto gendbmicas para a predigdo de h via o
método BLUP/GWS equivalem a:

X'X X'Z 6 X
2% 7741 ol " :{ y} em que o—; refere-se a variancia genética total do
(o2/n) | Lh] L2y

carater e 5?2 € a variancia residual. O valor genético genémico global do individuo |

é dado por VGG =§, =7, ,

em que Z; equivale a 0, 1 ou 2 para os gendtipos AiA1, AlA2 e AA
respectivamente, para marcadores bialélicos e codominantes. Para marcadores
dominantes, A1A; e A2A; ficam confundidos. Neste caso, foram testados quatro
valores para um peso médio constante k que foi inserido na matriz Z para tentar
explicar melhor a estrutura dos dados genotipicos. Dessa forma, a matriz Z
quando marcadores dominantes foram utilizados foi composta pelos valores 0 e k.
Os 4 valores de k testados foram: (1) k assumiu um valor de 1 o que seria
equivalente a considerar que todos os individuos que receberam codigo 1
possuiam gendtipo heterozigoto, (2) k assumiu o valor de 1,33 que seria 0 peso
meédio a se inserir na matriz Z em uma situagéo de equilibrio de Hardy e Weinberg,
dado por 0,33 x 2 + 0,66 x 1, (3) k assumiu o valor de 1,5, em que foi considerado

uma situagao intermediaria, e (4) k assumindo o valor de 2, equivalente a dizer
12



que todos os individuos da populagdo com o cddigo na matriz Z diferente de zero

eram na realidade homozigotos do tipo 22.

As equagdes de predigao apresentadas acima assumiram a priori que todos

os locos explicam iguais quantidades da variacdo genética. Assim, a variagao
geneética explicada por cada loco € dada por o /n, em que o; € a variacao

genética total e n € o numero de marcadores utilizados em cada um dos cenarios
com os trés tipos de selecdo de marcadores testados. Essa estratégia foi adotada
por Meuwissen et al. (2001), Muir (2007), Bernardo (2007) e Kolbehdari et al.
(2007).

Na predigdo dos efeitos aleatérios via BLUP/GWS, n&o ha necessidade de
uso da matriz de parentesco (Schaeffer, 2006). A matriz de parentesco baseada
em pedigree usada no BLUP tradicional foi substituida pela propria matriz Z'Z que
€ uma matriz de parentesco estimada pelos marcadores.

A selecao genOGmica ampla requer o uso de uma populagéo de estimagao
para estimar os efeitos dos marcadores e uma populacdo de validagao, para
analisar a eficiéncia da estimacdo destes efeitos na recuperagcdo do valor
gendmico em uma populacao independente. Apos a validagao e estimagao de um
conjunto de marcadores, estes serdo utilizados em uma populagdo que dispde

apenas de genotipagem (Figura 3).

Populagdo de Estimacdo Aplicacdo na Sele¢do Gendmica Precoce
Amostra da Populagdo de Selegdo Apenas Genotipagem

Fenotipagem e Genotipagem Popula¢do de Melhoramento
Populag¢do >500 individuos
A

v

Y=Xb+Zh+e

Estimacdo dos efeitos dos marcadores
Geragdo das equacgdes de predicao

Populagdo de Valida¢ao
Fenotipagem e Genotipagem

\ 4

Figura 3 — Esquema de aplicagdo da selegdo genémica ampla em um programa de melhoramento

genético.
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Cada populagao de 1000 individuos foi separada em 10 grupos de 100
individuos. A analise foi repetida 10 vezes de acordo com um procedimento
Jacknife de maneira que em cada repeticdo, um grupo era removido do conjunto
de dados para compor a populagao de validagao e os outros 900 individuos eram
utilizados na estimagao dos valores gendmicos preditos. Uma vez estimados todos
os efeitos, estes eram aplicados na populagcédo de validagao para predizer o valor
gendmico e somados a média geral estimada para compor o fen6tipo realizado na
populacédo de validagdo. Uma vez que em cada repeticdo, um grupo era utilizado
na validacdo, ao final da analise obteve-se o fendétipo realizado para todos os 1000
individuos, no entanto, sem que isso comprometesse a independéncia necessaria

entre a estimacao e a validagao.

2.3 NUMERO DE MARCADORES UTILIZADOS NA GWS

Quando um grande numero de marcadores sao genotipados, varios destes
nao apresentam nenhuma associacdo com nenhum QTL. Em um primeiro estudo,
€ necessario a genotipagem de um maximo de marcadores possivel, uma vez que
a informacgao prévia da associacdo ou ndo destes com o QTL n&o é conhecida. No
entanto, apés uma primeira analise de associacao e de estimacao dos efeitos, o
pesquisador pode selecionar apenas marcadores que tiveram sua associagao

detectada por algum teste estatistico especifico.

2.3.1 UTILIZACAO DE TODOS OS MARCADORES

A escolha do numero de marcadores selecionados para estimacao de seus
efeitos foi feita de diferentes formas. Em um primeiro cenario, todos os
marcadores genotipados foram utilizados na analise, independente de seus efeitos
estarem associados ou n&o ao QTL. Neste caso, todos os efeitos dos marcadores

sao estimados, o0 que acarreta a estimagcdo de um numero maior de parametros.
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2.3.2 TESTE DE ASSOCIACAO VIA MARCA SIMPLES E TESTE F.

Em uma segunda abordagem, os marcadores foram préviamente testados
quanto a associagado da caracteristica com a marca por um teste estatistico. Para
isso, foi avaliada a associagdo via regressdao em marcas simples. O seguinte
modelo de regressdo em marcas simples foi empregado para testar a associagao

entre marcador e QTL, conforme Resende (2008).
Y =1u+ Xm +e

Em que y é o vetor de observagdes fenotipicas, 1 € um vetor com valores 1,
u € o escalar referente a média geral, m é o efeito fixo do marcador e e refere-se
ao vetor de residuos aleatérios. X € a matriz de incidéncia para m. As equacgdes
de quadrados minimos para a estimagcdo dos efeitos da média geral e do

marcador equivalem a:

1 3010

A hipotese da nulidade, ou seja, de que o marcador ndo apresenta qualquer
efeito sobre o carater, pode ser avaliado pelo teste F cuja estatistica € calculada

de acordo com a féormula:

gMEegressie _ A e 81— (1mp(L )

B far e =R A =B e d Sl =2

F =

A hipétese alternativa € a de que o marcador afeta o carater, ou seja, de
que o marcador e QTL encontram-se em desequilibrio de ligacdo e existe uma
associacao entre eles. A comparagao com o valor tabelado de F foi feita a um
nivel de significancia de 40%. Os marcadores que demonstraram associagao com
o QTL e foram considerados significativos pelo teste F, foram selecionados para

as analises de estimacao de seus efeitos.
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2.3.3 CRITERIO DA TAXA DE FALSA DESCOBERTA (FDR).

Uma das questdes a serem consideradas quando se realizam testes
conjuntos para varias marcas moleculares é o estabelecimento do nivel critico de
significdncia. Neste caso, o nivel nominal de significancia adotado para cada teste
nao corresponde aquele realizado em todo o experimento.

O terceiro cenario considerado foi o de avaliar o modo de selegédo dos
marcadores a terem seus efeitos estimados baseado no teste F e no critério da
taxa de descobertas falsas (FDR). Este critério propde controlar a razao de falsas
descobertas, ou seja, a proporgao de hipoteses nulas verdadeiras entre as

hipoteses nulas rejeitadas. (Benjamini e Rochberg, 1995; Cruz, 2000).

2.4 AVALIACAO DOS DADOS
‘ Ao estimar os efeitos de cada marcador, o fendtipo dos individuos séo
preditos, multiplicando a matriz de incidéncia Z, que corresponde aos genoétipos
dos marcadores para a populagao, pelos efeitos estimados de cada marcador e
somando a média geral estimada. Como na validagao dos resultados, o valor
fenotipico € conhecido, a Selecdo Genbmica e cada situagdo testada foram
avaliadas ao calcular a correlagdo do valor genético predito com o fendtipo
observado nos 1000 individuos. Esta correlagcdo é conhecida como capacidade

preditiva (r,) da selecdo gendmica em estimar os fendtipos e ela é dada

teoricamente pela acuracia de selecao (rg@) multiplicada pela raiz quadrada da
herdabilidade individual (h) ou, em outras palavras, g = Togh (Resende, 2008).

Assim, foi isolado dessa equacéao o valor de "6 a0 dividir a correlacao pela raiz
quadrada da herdabilidade e foi também avaliada a acuracia de selecao,
removendo a influéncia da herdabilidade na capacidade de predicao.

A selegao gendmica foi ainda comparada com a selegéo fenotipica quanto
ao ganho de selegdo por unidade de tempo. Os unicos parametros variaveis no
calculo do ganho de selegdo ao comparar a selegdo genémica com a fenotipica

sdo a acuracia de selegcdo e, possivelmente, o tempo de selecdo. Assim, as
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acuracias obtidas pela GWS foram comparadas com o valor maximo de acuracia
possivel de se obter via selegéo fenotipica (0,68 para a sele¢ao de individuos em
testes de progénie e herdabilidade igual a 0,2) (Resende, 2002). A relagao foi
avaliada considerando a expectatica de redugao do tempo de geracdo em 'z e %
ao utilizar a selegéo precoce via dados genotipicos.

2.5 FERRAMENTAS DE ANALISES

Todas as analises, tanto de simulacdo quanto de estimacdo foram
desenvolvidas e serdo futuramente implementadas como um pacote do software
R, que é uma linguagem e um ambiente distribuido gratuitamente e utilizado para
computacao estatistica e elaboragao de graficos.

Além disso, foi implementado no R (R Development Core Team, 2009) trés
técnicas de analise Bayesiana: BayesA, BayesB (Meuwissen et al., 2001) e Bayes
B Acelerado (Meuwissen, 2009). No entanto, estes métodos, da forma como foram
implementados necessitam de uma grande demanda computacional ndo sendo
possivel a analise dos diferentes cenarios e sendo necessarias melhorias na

programacao para que estas se tornem viaveis do ponto de vista pratico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1CARACTERISTICA SIMULADA COM LOCOS DE MAIOR EFEITO
(OLIGOGENICA)

As caracteristicas simuladas foram analisadas quanto ao numero de
marcadores significativos pelo teste de associacdo entre o marcador e a
caracteristica fenotipica, quanto a capacidade preditiva da selegdo gendmica

(medida via correlagao) e quanto a acuracia de selegao.

3.1.1 NUMERO DE MARCADORES SIGNIFICATIVOS EM LD IGUAL A 1

Ao avaliar o impacto da Selecdo Genbmica no melhoramento de uma
caracteristica controlado por locos de maior efeito, como pode ser o caso da
resisténcia de plantas a doencgas, avaliou-se: O numero de marcadores em que foi
possivel detectar associagcdo com o QTL, ou seja que eram significativos pelo
teste estatistico F, as acuracias obtidas via selecdo baseada nos marcadores e 0s
ganhos de seleg¢ao por unidade de tempo comparados com a selegao fenotipica.

Pbdde se observar, quando o desequilibrio de ligagdo considerado foi igual a
um, que o numero de marcadores significativos avaliados pela estatistica F a um
nivel de significancia de 40% variou entre 40 a 48% do total de marcadores
codominantes utilizados. A mesma amplitude de variagdo pode ser observada
quando foram utilizados marcadores do tipo dominante. (Tabela 1)

Quando o critério da taxa de falsa descoberta (FDR) foi utilizado o numero
de marcadores significativos, variou, para ambos os tipos de marcadores, de 6 a 9
% quando foram avaliados 100 locos marcadores, de 2 a 3% quando foram
avaliados 200 locos, e de 1 a 3% quando 400 locos marcadores foram utilzados

na genotipagem. (Tabela 1)
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Tabela 1 — Numero médio de marcadores significativos em cada um dos tipos de marcadores
(Dominante e Codominante) e utilizando apenas o teste F e o critério de FDR. Desequilibrio de
ligacéo foi igual a 1

Numero de | Herdabilidade | Marcador Codominante = Marcador dominante
Locos (h?) Tipo: SNP Tipo: DARTs
Teste F FDR Teste F FDR
0,2 46,1 9,8 44,9 6,7
100 0,3 42,2 6,4 41,2 8
0,4 47,9 6,8 47,3 9,6
0,2 91,6 6,2 93,6 54
200 0,3 82,6 7,5 86,5 4,7
0,4 89,6 6,5 87,1 6,9
0,2 163,1 11,6 160,6 15,9
400 0,3 168,1 5,9 161,8 7.1
0,4 161,5 11,3 165 11,6

E possivel observar na tabela 1 que o nimero de marcadores significativos
em cada cenario de 100, 200 e 400 locos simulados foi aproximadamente
constante em todas as herdabilidades e proporcional ao numero de locos. De
maneira analoga, observou-se que o teste FDR detectou em todos os cenarios,
um numero de marcadores significativos constantes e proximos de dez em todos
os cenarios. A razao destes valores constantes é o fato da simulagao ter uma
distribuicdo que se assemelha a uma caracteristica oligogénica. Assim, a soma de
50% dos locos de menor efeito representam apenas 2% da variagdo genotipica
para 100 locos, 1% para 200 locos, e 0,5% para os 400 marcadores simulados. O
poder dos testes de associagao para detectar um QTL pelo uso de marcadores € a
probabilidade de que o experimento rejeitara corretamente a hipotese de nulidade
quando um QTL realmente existe na populagdo. De acordo com Hayes (2009),
dois dos fatores, dentre outros que influenciam este poder, sdo a proporcéo da
variancia fenotipica total explicada pelo QTL e o numero de observagoes

fenotipicas. Embora, mesmo na situagao de desequilibrio de ligagédo igual a um,
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em que os marcadores moleculares sao simulados diretamente ligados aos QTLs,
a associagao nao € detectada devido a magnitude dos efeitos.

A mesma explicagdo pode ser extrapolada para a significancia via o critério
de FDR. Dessa forma, os 10 primeiros locos representaram 85, 84 e 83% da
variagao genética nas situagdes de 100, 200 e 400 locos, respectivamente. Como
a razao de falsa descoberta considera um nivel de significaAncia mais rigoroso e
pela propor¢gdo da variancia total explicada pelos primeiros locos ser
aproximadamente a mesma nos trés casos, um numero menor, €
aproximadamente constante de marcas foram detectadas como significativas.

No entanto, embora os marcadores SNPs, por serem codominantes, séo
mais informativos, o teste de significancia via regressdo em marca simples foi
capaz de detectar a associacdo em aproximadamente o0 mesmo numero de
marcas do tipo DArTs. Este foi considerado como o primeiro indicio da

aplicabilidade dos marcadores dominantes nos estudos de associagao.

3.1.2 NUMERO DE MARCADORES SIGNIFICATIVOS EM LD DIFERENTE DE 1

Ao analisar os cenarios cuja populagdo simulada apresentava um
desequilibrio de ligagdo com os marcadores inferior a um, observou-se uma
redugdo no numero de marcadores significativos. Este numero variou de 36 a 45%
do total de marcadores utilizados do tipo codominante. Ao avaliar os marcadores
dominantes, este numero variou de 33 a 43%, com excessao de um unico caso,
de desequilibrio de ligagao igual a 0,7, herdabilidade igual a 0,2 e 100 locos
simulados que o numero de marcadores significativos foi 48% do valor total de
marcadores (Tabela 2).

Quando o critério FDR foi utilizado, novamente o numero de marcadores
significativos foi inferior a situagdo de desesquilibrio de ligagédo igual a 1, Estes
valores variaram de 0,02 a 14 % (Tabela 2), sendo possivel observar, em varias
repeticdes em diferentes casos, um numero de marcadores nao significativos
iguais ao numero total de marcadores simulados, especialmente para o LD igual a
0,5.
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Tabela 2 — Numero de marcadores significativos considerando o desequilibrio de ligagéo (LD) igual

a 0,5, 0,7 € 0,9 para os marcadores tipo SNPs e DArTs em diferentes herdabilidades.

SNPs DARTs

N° de

Locos LD h? Teste F FDR Teste F FDR
100 0,2 41,6 0,5 33,6 0,3
100 0,4 36,7 1,0 39,3 0,1
200 0,2 80,9 1,8 73,2 1,8
200 0,5 0,4 73,1 1,8 80,3 2,1
400 0,2 170,8 2,3 173,9 2,8
400 0,4 164,4 0,1 158,8 2,6
100 0,2 45 5,4 48 14,3
100 0,4 41,1 6,3 39,9 55
200 0,2 81,9 4,8 81,6 2,8
200 0,7 0,4 76,4 4,1 79,1 3,7
400 0,2 165 2,5 150,9 2,7
400 0,4 166,6 3,2 162,4 1,9
100 0,2 41,5 4,5 58,1 4,8
100 0,4 40,7 7,5 56,1 5,9
200 0,2 88,8 6,1 80,1 7
200 0,9 0,4 82,7 8,8 84,2 6,2
400 0,2 161,2 5,8 156,6 6,2
400 0,4 160,1 6,7 158,1 5,8

Quando os casos de desequilibrio de ligagdo diferentes de um foram
analisados, o numero de marcadores significativos reduziu mais ainda. Pritchard e
Przeworski (2001) declararam ainda que a medida de desequilibrio de ligagao é

outro fator que afeta o poder de detecgdo de um QTL via um marcador.
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3.1.3 ESTIMATIVAS DE ACURACIA E CORRELACAO

Apoés ser feita a genotipagem na populagdo de estimacdo e validagéo, o
numero de marcadores que tiveram seus efeitos estimados para posterior
validagao foi escolhido de acordo com os tratamentos testados. Ao todo foram
analisadas 11 formas de selecionar os marcadores para a etapa de estimacao,
das quais algumas nao foram apresentadas neste trabalho. No conjunto de dados
que apresentava desequilibrio de ligacdo completo, isto €, igual a um, as
estimativas de correlacdo entre o valor fenotipico real e o valor fenotipico
recuperado a partir das informagdes genotipicas e fenotipicas da populagdo de
estimacgéao variaram entre 0,19 e 0,64, As acuracias da selegao gendmica ampla,
calculadas apods dividir as estimativas de correlagdo pela raiz quadrada da
herdabilidade variaram de 0,44 a 0,99.

Nesta simulagdo de caracteristica oligogénica, em todos os casos testados,
para os diferentes marcadores e valores de constantes K utilizados, as acuracias
de selecdo se mostraram menores quando foi feita a analise com todos os
marcadores genotipados, do que a analise baseada em uma selegao prévia dos
marcadores via teste F (Tabela 3). A razdo desta inferioridade foi porque muitos
dos QTLs explicam uma fragcdo muito pequena da variacdo genética. Neste caso,
mesmo quando sdo obtidos marcadores ligados a estes QTLs, o erro na
estimagcdo dos efeitos é maior que o ganho que estes efeitos poderiam

proporcionar a acuracia realizada.

22



Tabela 3 — Acuracias de selegdo utilizando todos os marcadores e utilizando apenas aqueles
significativos pelo teste F com nivel de significancia igual a 40%. D_K significa o marcador
dominante do tipo DArT, e a constante K testada. N indica o numero total de locos genotipados.

Selecao baseada em todos os Selecao baseada nos marcadores

N | H? Marcadores significativos pelo teste F

SNPs D1 D 1,33 D15 D 2|SNPs D1 D 1,33 D 1,5 D2

100 0,2 0,90 0,75 0,76 0,76 0,76| 0,91 0,75 0,75 0,74 0,72
100| 0,3 0,83 0,70 0,70 0,70 0,68 0,88 0,71 0,71 0,71 0,69
100| 0,4, 0,92 0,82 0,82 0,81 080|095 0,86 0,86 0,85 0,84

200| 0,2| 0,70 0,56 0,55 0,55 0,52| 0,74 0,56 0,55 0,55 0,53
200( 0,3| 0,75 0,63 0,04 064 0,63| 080 065 0,65 0,65 0,63
200| 0,4/ 0,85 0,69 069 068 065 091 0,72 0,71 0,69 0,62

400, 0,2 0,62 0,52 0,53 0,54 054|066 055 0,55 0,55 0,54
400 0,3/ 0,64 049 049 049 045 0,74 0,60 0,59 0,59 0,55
400 0,4, 0,70 0,60 0,060 0,60 056| 0,77 0,65 0,64 0,63 0,59

E possivel observar na Tabela 3 que, de maneira geral, a medida que o
numero de locos aumenta, a acuracia reduz. Como os primeiros locos simulados,
sdo os que explicam a maior parte da variancia genética, a medida que o numero
de parametros a serem estimados aumentam, e os efeitos relacionados a estes
locos tém magnitude muito pequena, a acuracia reduz pela mesma razédo que as
acuracias estimadas quando todos os marcadores foram utilizados foi inferior.

No total, foram analisadas 45 situagdes onde a selegdo foi baseada
somente no teste F, e 45 situagdes em que a selegao foi baseada no critério de
FRD. De um total de 45 comparacgdes, a acuracia da selecdo dos marcadores
apo6s ser considerado o critério de FDR foi superior em 44 vezes, num total de
98%.

O resultado comparando a multiplicacdo da matriz de incidéncia Z, pela
contante K para tentar explicar melhor a estrutura da populagdo, demonstrou que
de um total de 115 comparacgdes, o valor de K igual a um se mostrou melhor em
valor absoluto em 76% das vezes e o valor de K igual a 1,33 se mostrou superior

em 16% das vezes. No entanto, estas diferengas entre K igual a 1, 1,33, e 1,5
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foram praticamente nulas. A diferengca entre a acuracia obtida com o uso de
marcadores codominantes, tipo SNPs, e o0 uso de marcadores DArTs, variou entre
zero e 0,29, com média igual a 0,13.

O valor de constante K que gerou os melhores resultados analisados foi
quando a matriz Z foi multiplicada por 1. Este resultado foi diferente do esperado,
uma vez que a o sorteio dos gendtipos no procedimento de simulagéao, foi feito de
forma aleatéria, com P(A1A+) = P(A1A2) = P(A2A2) = 1/3. Dessa forma, a frequéncia
de gendtipos confundidos na classe de codigo 1 € P(A1A2) = P(A2Az) = V2 e o0 valor
de K esperado seria entdo 2 x 1 + 2 x 2 = 1,5. Embora as diferengas entre os
valores de acuracias para cada constante K tenha sido muito pequena, a
alternativa de multiplicar a matriz Z por um peso, mesmo que este explique a
estrutura da populagdo, ndo parece ser aconselhada nestas populacdes
simuladas. Entretanto, os resultados para K igual a 1, 1,33 e 1,5 foram

praticamente idénticos.

3.1.4 OUTRAS MEDIDAS DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

A analise dos dados simulados com desequilibrio de ligagao diferente de 1,
foi feitas apenas para os métodos utilizando o Teste F e a protecdo de FDR, uma
vez que estes métodos se mostraram superiores. A constante utilizada para K foi
apenas o valor 1 e foram consideradas as herdabilidades de cada extremo, 0,2 e
0,4.

Em algumas situagdes quando o desequilibrio de ligagao foi igual a 0,2 e a
taxa de falsa descoberta foi considerada, a correlagao e acuracia ndo puderam ser
estimadas. A razdo disto foi o fato de que, em algumas repeticdes do Jacknife,
todos os marcadores foram néao significativos, o que impossibilitou a recuperagéo
dos valores fenotipicos para este grupo, uma vez que ndo havia marcadores pra
terem seus efeitos estimados. Como a correlacdo e a acuracia foi estimada,
baseada em todos os individuos, a auséncia de fenétipo para alguns grupos de
individuos nédo permitiu a estimativa (Tabela 5).

Assim como na situacdo de desequilibrio de ligagdo igual a 1, as

estimativas de correlacdo e de acuracias foram superiores quando o critério de
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FDR foi adotado ao comparar com a situacdo em que apenas a estatistica F foi
utilizada (Tabela 5). As estimativas de correlagao variaram de -0,09 a 0,48 e as

estimativas de acuracia variaram de -0,13 a 0,77.

Tabela 5 — Estimativas de acuracia da selegdo gendmica em diferentes desequilibrios de ligagédo

(LD) e considerando dois critérios de significancia: Teste F e FDR.

SNPs DArTs

N° de

Locos LD h? Teste F FDR Teste F FDR
100 0,2 -0,09 -0,10 -0,07 -
100 0,4 -0,14 0,19 -0,08 -
200 0,2 0,02 0,17 0,06 0,10
200 0,5 0,4 0,05 0,13 0,11 0,06
400 0,2 0,07 - 0,19 -
400 0,4 0,07 - 0,05 -0,04
100 0,2 0,19 0,35 0,33 0,31
100 0,4 0,48 0,50 0,34 0,40
200 0,2 0,23 0,39 0,07 0,21
200 0,7 0,4 0,29 0,47 0,2 0,42
400 0,2 0,20 0,55 0,06 0,40
400 0,4 0,14 0,38 0,08 0,35
100 0,2 0,51 0,64 0,48 0,62
100 0,4 0,65 0,71 0,57 0,61
200 0,2 0,45 0,65 0,28 0,53
200 0,9 0,4 0,63 0,72 0,5 0,60
400 0,2 0,46 0,77 0,35 0,56
400 0,4 0,59 0,76 0,46 0,63

3.1.5 GANHOS DE SELECAO.

Os ganhos de selecao foram calculados em relagdo a acuracia de 0,68 que
€ a acuracia maxima obtida via selegcao fenotipica (Resende, 2002; Resende,
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2007a). Em espécies de ciclo longo, como o Eucalipto, uma das vantagens da
selecdo gendbmica pode ser a redugdo do ciclo de selegcdo ao fazer a selegao
precoce. Assim, o ganho por unidade de tempo foi avaliado considerando a
reducédo de 0, 25, 50, 75 e 88,5% no tempo do ciclo de melhoramento o que
potencializou os ganhos (Figura 4).
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Figura 4 — Grafico com eficiéncia da GWS em relagéo a selegao fenotipica. (a) — Valor maximo de
acuracia obtido ao analisar casos com os 3 numeros de locos e 3 herdabilidades e ainda LD igual a
1 (b) — Valor minimo de acuréacia quando LD foi igual a 1; (c) e (d) — Valor maximo e minimo de

acuracia quando o LD foi igual a 0,9; (e) e (f) — Valor maximo e minimo para LD igual a 0,7.

Percebe se aqui, o impacto que a selecdo gendémica pode ter
principalmente em espécies de ciclo longo como as perenes com ganhos que
chegam a 200% caso o ciclo seja reduzido para a metade do tempo usual. Nesta

situac&o, apos o mapeamento de poucos QTLs de maior efeito, metodologias que

26



abordam a descoberta de genes candidatos poderiam ser aplicadas para
identificagdo de marcadores diretamente ligados a estes genes e aplicacdo da
MAS. No entanto, o grupo de QTLs de pequenos efeitos possivelmente nao seria

detectado, o que reduziria os ganhos.

3.2 CARACTERISTICA SIMULADA COM EFEITOS INFINITESIMAIS
(POLIGENICA)

A simulagéo realizada de acordo com Lande e Thompson (1990) obteve um
numero de marcadores significativos pelo teste F que variou de 33 a 75% no caso
dos marcadores dominantes tipo DArT, e de 34 a 85% nos casos dos marcadores
codominantes tipo SNP. Apds a aplicagcdo da protecdo de razdo de falsa
descoberta, o numero de marcadores signicativos diminuiu, e variou de 0 a 68%,
para os DArTs e 0 a 81% para os SNPs (Tabela 7).

Quando foi avaliada a variagcdo em porcentagem separada por numero de
locos marcadores, estes valores ficaram entre 35 e 85% para 100 locos, 33 e 70%
para 200 locos e 38 e 57% para 400 locos. Padrao semelhante foi observado ao
avaliar o teste FDR, que obteve variagbes de 0 a 80%, de 0 a 51% e de 0 a 20%
para 100, 200 e 400 locos respectivamente.

Na tabela 7 pode-se observar que o numero de marcas significativas, tanto
pelo teste F quanto pelo critério FDR, aumentou ao comparar com a caracteristica
oligogénica, uma vez que os locos que explicavam pequenas propor¢des da

variagao fenotipica total eram poucos.
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Tabela 7 — Numero de marcadores significativos avaliados em diferentes situacdes de

herdabilidade, desequilibrio de ligagéo igual a 0,5, 0,7, 0,9 e 1, e 100, 200 e 400 locos controlando

o caracter quantitativo.

Significativos pelo teste FDR

N h? DARTs SNPs

0,5 0,7 0,9 1 0,5 0,7 0,9 1
100 0,2 21 209 14,8 461 3 19 229 46,6
100 0,3 0 71 459 509 | 0,1 6,8 50,2 67,3
100 0,4 2,5 14 548 684 | 13 254 66,6 805
200 0,2 5,8 9,2 14 30,2 | 59 11,9 257 45,2
200 0,3 0 46 159 494 0 12,1 43 77
200 0,4 3 10,3 596 784 | 1,3 16,4 70,1 102,8
400 0,2 6,7 0,4 45 126 | 6,6 0,1 13,8 38,5
400 0,3 0 1,4 46,2 304 0 0,1 58 62,4
400 0,4 0,5 6,6 53,1 759 | 0,1 12 69,7 81,8

Significativos Via o Teste F (a = 0,4)
N h2 DARTs SNPs

0,5 0,7 0,9 1 0,5 0,7 0,9 1
100 0,2 44,7 57 51,2 643 | 443 557 56,4 68
100 0,3 37,6 40,1 64 70,2 | 358 458 694 75,6
100 0,4 45,7 54 69,3 751 | 41,8 57,6 76 84,6
200 0,2 80,8 92,6 1034 102,1| 82,5 92 111,3 112,3
200 0,3 66,1 91,7 104,6 109,5| 69,7 98 1164 127,5
200 0,4 90,2 88,9 114,8 129,7| 94,7 934 117,3 140,8
400 0,2 176,5 156,8 175,6 189,4| 168,8 153,6 182,3 202,9
400 0,3 173,1 177,3 203,7 204,5| 164,7 183,2 208,2 217,8
400 0,4 154,2 180,4 1994 211,4| 153 179,2 220,9 231,3

3.2.1 ESTIMATIVAS DE ACURACIAS E CORRELACAO
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As estimativas de correlagcdo e acuracia de selecdo na simulacdo de dados
que se assemelhou, do ponto de vista biolégico, a uma caracteristica quantitativa,
variaram de -0,14 a 0,59 para correlagao e 0 a 0,93 para a acuracia.

Nesta simulagdo, em que nenhum QTL de efeito maior e diferenciado dos
outros foi simulado, as estiimativas de correlagdo e acuracia calculadas apods
aplicar critério do FDR foram inferiores as estimativas calculadas apds a selegao
via teste F. Este ultimo por sua vez, obteve acuracias inferiores as estimativas
obtidas quando todos os marcadores foram utilizados. Esta situacdo pode ser
vizualizada na Tabela 8, que ilustra a acuracia obtida via marcadores SNPs nas
situacbes de desequilibrio de ligagao igual a 0, 9 e 1,0. Os demais desequilibrios
de ligacéo obtiveram resultados de acuracia baixo, variando de 0 a 0,24 para LD

igual a 0,5 e de 0 a 0,44 para LD igual a 0,7 (Resultados ndo apresentados).

Tabela 8 — Estimativas de Acuracia obtidas via selegcdo baseada em todos os marcadores, selegcao
dos marcadores significativos via teste F e via FDR. Desequilibrios de ligagdo igual a 0,9 e 1,
Marcador SNP

Todas as
Marcas Teste F FDR
N h? 0,9 1 0,9 1 0,9 1

100 0,2 0,51 0,82 0,48 0,81 0,32 0,76
100 0,3 0,63 0,89 0,60 0,85 0,55 0,83
100 0,4 0,63 0,93 0,55 0,91 0,52 0,89
200 0,2 0,56 0,65 0,41 0,47 0,27 0,42
200 0,3 0,47 0,75 0,39 0,67 0,21 0,54
200 0,4 0,60 0,80 0,58 0,64 0,50 0,53
400 0,2 0,50 0,68 0,48 0,57 0,21 0,31
400 0,3 0,52 0,70 0,56 0,62 0,34 0,29
400 0,4 0,56 0,69 0,51 0,60 0,35 0,45

Nesta situacdo, péde se observar também, que as acuracias foram muito
afetadas pela h? individual, uma vez que muitos locos contribuiram na variagao
fenotipica e a herdabilidade foi entdo gerada a partir da herdabilidade individual de

muitos marcadores, 0 que alterou as estimativas.
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Os valores altos de acuracia obtidos indicam a possibilidade de aplicacao da
selegcdo genOmica com ambos os tipos de marcador. Os resultados obtidos
concordam com os valores obtidos via abordagem deterministica feita por
Resende (2008). O melhor método de selegéo foi quando a sele¢cdo genémica foi
realizada considerando todos os marcadores. Como o objetivo da selecéo
gendmica € maximizar o ganho de selegcéo e consequentemente a acuracia, nesta
situac&o quantitativa, em que muitos locos controlam o caracter com magnitudes
de efeitos semelhantes, o fato de utilizar marcas que se encontram em LD, mesmo
gue a associagao nao tenha sido detectada, maximiza estes ganhos. Quando a
simulagao foi feita com LD igual a um, existiu um marcador que estava em
desequilibrio de ligagdo com cada QTL. No entanto, é importante ressaltar que,
em situagbes reais, para que seja genotipado um marcador dentro do bloco
gendmico que se encontra em LD com cada QTL €& necessaria a saturacéo do
genoma com um grande numero de marcas para que se tenha a densidade
suficiente e obter estes marcadores em LD. Uma vez que ndo se tem
conhecimento do posicionamento dos QTLs no genoma, esta genotipagem tem
que ser ampla, o que acarreta também na genotipagem de marcas que nao estéo
em associagdo nenhuma com nenhum QTL. Nesta situagdo pode ser necessario
descartar alguns marcadores, os quais nado foi observada a associagao para
reduzir o numero de parametros que serao estimados.

Outra observacao interessante foi a respeito da comparagéo entre
marcadores codominantes e dominantes. Obviamente que quando analisados em
situagdes idénticas, os marcadores SNPs proporcionam maior acuracia, por serem
mais informativos. No entanto, considerando a disponibilidade de um numero de
SNPs com densidade suficiente para obter 90% dos QTLs em associacdo com
pelo menos um marcador (LD = 0,9), e um numero maior de DArTs neste mesmo
genoma, com densidade de marcadores suficientes para detectar associagédo com
todos os QTLs, as acuracias obtidas via marcadores DArTs foram superiores.

A metodologia BLUP se adequou bem as analises de selecdo gendbmica e
demonstrou potencial em sua aplicagdo. Outras metodologias foram relatadas
como superiores (Meuwissen, 2001, Meuwissen, 2009) fato também observado e

relatado no proximo capitulo com a metodologia BayesA na analise de dados reais
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em Eucalipto. O modelo pode ainda conter o efeito poligénico, quando alguns
locos nao estiverem sendo explicados por marcadores (Hayes, 2009)

Os ganhos de selegao foram calculados para os desequilibrios de ligagcao
de 0,9 e 1. Embora em alguns casos a acuracia obtida via Selegdo Gendmica foi
menor que 0 maximo possivel para a selegdo fenotipica, quando o ganho é
calculado em fungao do tempo de selecéao, é possivel observar uma superioridade.
Para o LD igual a 0,9, o ganho com a redugao do ciclo em 50% variou de -32 a
62% no caso de DArTs e de 46 a 84% no caso de SNPs. Quando o LD foi igual a
1,0, a variagao foi de 90 a 134% para SNPs e de 27 a 131% para DArTs (Figura
5). Pode se observar nesse caso que a GWS pode impactar o melhoramento
genético com grandes possibilidades de ganho, sendo no entanto necessario o

uso de um grande numero de marcadores.
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Figura 5 — Eficiéncia da GWS em relagédo a selegéo fenotipica quando foi considerado: (a) e (b)
Valores maximos e minimos de acuracia para os cenarios testados com LD igual a 1; (c) e (d)

Valores maximos e minimos para os cenarios com LD igual a 0,9
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4. CONCLUSAO

A partir deste estudo, pdde se concluir que a selecao gendmica ampla tem
perspectivas de serem aplicadas em quaisquer organismos. A real concretizagédo
desta tecnologia pode alterar completamente a maneira como o melhoramento
genético € feito. No entanto, ainda sdo necessarios a disponibilidade de um
grande numero de marcadores cobrindo de maneira ampla, todo o genoma. Nos
préximos anos, algumas espécies terao seus genomas sequenciados, situagao
esta que permite a descoberta de um numero quase infinito de marcadores SNPs.
Entretanto, espécies que ndo tém esta disponibilidade, podem perfeitamente,
desenvolver marcadores dominantes do tipo DArTs para utilizagcdo na GWS.

Novos estudos precisam ser realizados, avaliando o custo de aplicagao,
considerando taxas reais de desequilibrio de ligagdo em culturas vegetais e
testando novas metodologias. Este estudo demonstrou, no entanto que a
metodologia BLUP atende bem as analises e pode ser utilizada como forma de

estimacao dos efeitos.
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1. INTRODUCAO

Atualmente as espécies do género Eucalyptus s&o as mais utilizadas em
plantagcdes florestais no pais, sendo que o Brasil ocupa lugar de destaque como
um dos paises de maior area plantada com eucalipto do mundo. Estas plantagdes
de rapido crescimento sdo o suporte para uma industria multimilionaria baseada
na producao de papel, celulose, carvao vegetal e produtos solidos (Grattapaglia et
al., 2009).

Os programas de melhoramento de eucalipto sdo em geral baseados na
obtencdo de hibridos interespecificos férteis que capitalizam os efeitos da
heterose para os caracteres de crescimento e a propagagao clonal que explora,
além dos efeitos aditivos, os efeitos devido a dominancia (Resende e Assis, 2008).
A estratégia de selegdo utilizada é a selegao recorrente reciproca interespecifica,
e o0 processo de recomendagao que inicia na hibridacdo, passa por testes de
progénie e testes clonais para entdo indicagcdo de um material comercial. Esse
processo demanda em média, de 12 a 16 anos.

Assim, em espécies florestais, as perspectivas do uso de marcadores
moleculares para auxilio no melhoramento genético (Selegdo assitida por
marcadores — MAS) sdo ainda maiores. Nestes casos, a selegdo precoce
permitiia a selegdo nos primeiros estagios das mudas, ndo sendo necessario
aguardar até que as arvores expressassem o fendtipo desejado o que poderia
entdo, representar um substituto para a selegao fenotipica (Dekkers, 2004). No
caso de Eucalyptus, os testes clonais amplos derivados do intercruzamento de
algumas dezenas de parentais elites de diferentes espécies se apresentam como
uma condicao favoravel a MAS (Grattapaglia 2007; Grattapaglia and Kirst 2008),
pois geram grande quantidade de LD. Com o uso da selegéo precoce assitida por
marcadores é possivel aumentar o ganho genético por unidade de tempo. Esta
oportunidade € rara em espécies anuais, mas € evidente em espécies perenes
com longo ciclo de vida. No caso de Eucalyptus, este ganho € ainda maior pelo

fato da selecéo precoce permitir a instalagdo imediata de testes clonais a partir de
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mudas jovens antes mesmo de estas serem submetidas a teste de progénie
convencional.

Varios trabalhos descreveram o sucesso na identificacdo de QTLs para
componentes de produtividade (crescimento volumétrico, forma), qualidade da
madeira (densidade basica, teor de lignina, rendimento em celulose), resisténcia a
estresses abioticos (tolerdncia ao frio, a seca) e resisténcia a patdgenos,
principalmente fungos (O' Malley et al. 1996; Sewell e Neale 2000; Neale e
Savolainen 2004; Grattapaglia e Kirst 2008). No entanto, apesar de dezenas ou
mesmo centenas de QTLs terem sido mapeados, a informagao gerada nao tem
sido imediatamente util para a selecédo assistida no melhoramento. A razao deste
insucesso pode ser extrapolada de estudos de associacdo entre varios
marcadores e diferentes caracteristicas (Eckert et al. 2009; Gonzalez Martinez et
al. 2007; Gonzalez Martinez et al. 2008). A magnitude dos efeitos da associagao
individual destes marcadores, raramente excedeu 5 a 10% da variancia genética.
Estes resultados sao similares aos obtidos em estudos de associagdo em
humanos (Visscher e Montgomery, 2009), animais domésticos (Goddard e Hayes
2009) e plantas (Buckler et al. 2009) e demonstram a natureza complexa das
caracteristicas quantitativas e questionam o uso de algumas poucas associagdes
discretas na melhoria de caracteres quantitativos em espécies florestais. Para que
a selegao assistida por marcadores possa ser eficiente, € necessaria a captura
simultdnea de uma grande proporcdo da variagdo genotipica de uma
caracteristica.

Para efetivamente alcangar esse beneficio um novo método de selecao
denominado selegdo gendémica (GS) ou selegdo gendmica ampla (GWS) foi
proposto (Meuwissen et al. 2001). A GWS pode ser aplicada em todas as familias
em avaliagdo nos programas de melhoramento genético de espécies alégamas,
apresenta alta acuracia seletiva para a selegcao baseada exclusivamente em
marcadores (apds terem seus efeitos genéticos estimados a partir de dados
fenotipicos em uma amostra da populacdo de selegcdo) e nao exige prévio
conhecimento das posi¢coes (mapa) dos QTLs (Resende et al. 2008).

A maior limitacdo na implementagdo da selegcdo genémica € o grande

nuamero de marcadores necessarios e os altos custos de genotipagem (Goddard
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and Hayes 2007). No entanto, uma abordagem que permite a genotipagem
paralela de eucalipto a baixo custo e dado os altos niveis de polimorfismo no
genoma do eucalipto (Grattapaglia and Kirst 2008) € o marcador DArT (Diversity
Array Technology) (Jaccoud et al. 2001; Wenzl et al. 2006). Uma vez disponivel
um elevado numero de marcadores, a probabilidade de se encontrar um QTL em
LD com pelo menos um marcador é muito alta. Este aspecto € extremamente
importante uma vez que somente os marcadores em LD com os QTLs ser&o uteis
na determinacgéo dos fenotipos e na explicagdo da variagéo genética.

E importante salientar que o desequilibrio de ligacdo entre dois locos é
afetado pela freqliéncia alélica, pelas taxas de recombinacdes e pelo tamanho
efetivo populacional (Flint-Garcia et. al, 2003). As taxas de recombinagao entre um
QTL e um marcador podem ser controladas pela densidade de marcadores, uma
vez que com um grande numero de marcadores, espera-se encontrar um
marcador mais proximo do QTL e, consequentemete, com menor taxa de
recombinacgado. No entanto, o tamanho efetivo populacional é uma caracteristica da
populacdo de melhoramento que tém algumas limitagdes quanto a redugdo muito
acentuada do tamanho efetivo com eventual perda de variabilidade genética.

Assim, este trabalho relata a implementac&o da selecédo genémica em duas
populacdes elites de Eucalyptus com diferentes tamanhos efetivos utilizando um
grande numero de marcadores DArTs. Trabalhos semelhantes ja foram realizados
no melhoramento animal (Van Raden et al., 2009; Hayes et al. 2009), no entanto

este € o primeiro estudo de selecdo gendmica com dados reais de plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

Neste primeiro experimento de prova de conceito da GWS em Eucalyptus,
duas populagdes foram utilizadas na estimacgédo de efeitos genéticos e validagao
dos marcadores DArTs. Uma populagao, oriunda da CENIBRA S.A., foi composta
por 783 individuos amostrados aleatoriamente de 51 familias derivadas de 11
parentais (Ne igual a 11). Todos os individuos foram fenotipados para altura total e
diametro a altura do peito (DAP) aos trés anos e genotipados com 2343
marcadores DArTs de alta qualidade. A segunda populagdo foi oriunda da
empresa FIBRIA S.A., e foi composta por 920 individuos amostrados em uma
populacdo com um tamanho efetivo de 120. O fenétipo de todos os individuos foi
coletado para as caracteristicas altura total, DAP, e densidade basica avaliada via
Pilodyn. A genotipagem envolveu 3564 marcadores DArTs de alta qualidade.

Os marcadores DArTs foram gerados na Australia como parte da
dissertacdo de doutorado dos estudantes da Universidade de Brasilia, César
Petroli e Carolina Sansaloni, sob orientacdo do pesquisador da EMBRAPA -
CENARGEN, Dr. Dario Grattapaglia.

Os valores fenotipicos foram derregressados (deregressed) corrigindo os
dados da CENIBRA para efeitos de blocos e efeitos de parcela e os dados da
FIBRIA para efeitos de blocos, parcela e falhas no experimento. Analises de
associagao individual baseada em regressédo em marca simples foram conduzidas

considerando os efeitos de marcadores como fixos.

2.1 METODOLOGIA DE ANALISE

Foram obtidas as acuracias da selecdo gendmica baseada em dois
métodos de estimacdo dos efeitos de marcadores propostos por Meuwissen
(2001): BLUP/GWS e BayesA. Em ambos os casos, a validagcédo foi realizada
através da reamostragem de um grupo de individuos via procedimento Jacknife. A
metodoloia generalizada do Jacknife baseia-se na divisdo do conjunto de N dados
amostrais em g grupos de tamanho igual a k, de forma que N = gk. A populagao

da CENIBRA foi dividida em 9 grupos de 87 individuos de maneira que a mesma
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analise foi realizada nove vezes. Em cada repeticdo, um grupo foi removido da
populacao e utilizado para a formacgao da populacao de validacédo e 696 individuos
(8 grupos x 87 individuos) foram utilizados na populagao de estimagao dos efeitos
dos marcadores. O mesmo procedimento foi adotado na populagédo da FIBRIA,
neste caso, foram separados 10 grupos com 92 individuos em cada e 9 grupos
foram utilizados na estimacgao dos efeitos dos marcadores.

No modelo Jacknife, a validagédo é feita em uma populagéo independente,
pertencente a mesma populagao e as mesmas familias. No caso da populagdo da
FIBRIA, outra forma de validacao dos efeitos estimados dos marcadores foi feita.
A validacao foi realizada em uma populagao independente pertencente a mesma
populacdo, porém pertencente a diferentes familias. Assim foram removidos da
populacao de 920 individuos, todos aqueles que pertenciam a familias oriundas de
quatro genitores aleatoriamente selecionados. Dessa forma, um grupo de 102
individuos formou a populagao de validacido pertencente a diferentes familias da
populacéao utilizada na estimagao. Esta validagcado € considerada mais precisa pois
retrata o padrdo de desequilibrio de ligagédo que é permanente na populagédo, sem

ser afetado pela genealogia.

2.2 ESTIMACAO DOS EFEITOS DE MARCADORES VIA BLUP/GWS

Os marcadores que tiveram seus efeitos estimados a partir dos dados
fenotipicos foram selecionados apdés uma andlise de associagao individual via
regressdo em marca simples e a associagao declarada pela estatistica F a um
nivel de significancia de 5%, conforme descrito no capitulo anterior. O valor da
constante k utilizada para compor a matriz Z foi igual a 1,0. Analises anteriormente
realizadas demonstraram que as acuracias foram inferiores quando todos os
marcadores foram utilizados e quando diferentes valores da constante k foram
selecionados. De um total de 2343 marcadores utilizados na populagdo da
CENIBRA, 555 marcadores tiveram sua associagdo declarada como significativa
para altura total e 944 para DAP. Quando o teste FDR foi aplicado a 5%, o numero
de marcadores significativos caiu para 210 e 757 para altura e DAP,

respectivamente. Ja na populacdo da FIBRIA, o numero de marcadores
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significativos pelo teste F foi de 1081,1414 e 816, respectivamente, para altura,
DAP e Pilodyn e apds as analises de FDR, esse numero caiu para 624, 1041 e
308 marcadores. Estes resultados sugerem que a caracteristica DAP é
possivelmente controlada por um numero maior de locos nestas populagdes. Em
todas as situagdes, os resultados de acuracia da selegcdo gendmica com os
marcadores selecionados apdés o teste FDR foram inferiores a situagdo onde
apenas o teste F foi aplicado e os resultados entdo ndo sao aqui apresentados.
Estes resultados concordam com os obtidos no capitulo anterior ao calcular as
acuracias da GWS na simulagcdo de caracteristicas quantitativas. A possivel
explicagao para este fato é que o nivel de significancia global utilizado é rigoroso a
ponto de ndo detectar algumas associagdes que auxiliam no incremento da
acuracia.

Os efeitos dos marcadores significativos foram estimados pelo
procedimento BLUP proposto por Meuwissen et. al. (2001).

O modelo linear misto usado conforme Resende(2008) foi :
y=Xb+Zm + e,
onde y € um vetor de observagdes fenotipicas, b € um vetor de efeitos fixos, m é o
vetor de efeitos dos marcadores assumidos como aleatérios e e se refere ao vetor
de erros aleatorios. X e Z sdo as matrizes de incidéncia para b e m.

A equacao de modelos mistos para a predigcdo dos valores genémicos é
dada por:

ZXx 22+1-2 || . |=] 5
(o2 /ny | LM] L2y

2
% a variancia residual. O valor genédmico do individuo é dado por:

2
onde 9 se refere a variancia genetica da

caracteristica e

GBV =¥, => Zi
02
O valor de 9 foi estimado via metodologia REML através do software
SELEGEN (Resende 2007b) e também a partir de diferentes valores de
herdabilidade relatados na literatura como padrdo para cada caracteristica em

estudo
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2.3 ESTIMACAO DOS EFEITOS DE MARCADORES VIA BayesA.

O método BayesA equivale ao método BLUP com variancias heterogéneas,
pois as variancias dos segmentos cromossémicos diferem para cada segmento e
sdao estimadas sob esse modelo, considerando a informagcdo combinada dos
dados e da distribuigdo a priori para estas variancias. Essa distribuicdo € tomada
como uma qui-quadrado invertida e escalonada. Para obtengédo dessa informagéao
combinada ou da distribuicdo das varidncias, adota-se o procedimento de
amostragem de Gibbs.

O seguinte modelo foi utilizado
y = Xb + Zg + e, onde:
y : vetor de dados fenotipicos.
b : vetor de efeitos fixos.
g : vetor de valores aleatérios dos marcadores
e : vetor de erros.
X, Z : matrizes de incidéncia que associam b e h aos dados fenotipicos (y).

De maneira resumida, os passos para estimacao de cada efeito podem ser
apresentados da seguinte forma, conforme Resende (2008).

1, Foram fornecidos os valores iniciais dos parametros de locagao e dispersao

do modelo. A média geral ¥ como o Unico efeito fixo, foi inicialmente calculada
como a meédia aritmética das observagdes. O vetor dos efeitos de marcadores foi
inicializado com um numero positivo e de pequena magnitude igual a 0,01.

2, Os valores da variancia o2

4 Para o i-esimo segmento cromossomico, foi

amostrado da distribuigdo condicional completa P(c|g,)=x"(v +a,S%+g;'9;)

com v =4.012 e $? =0.002 conforme Meuwissen et al (2001).

3, Dados gi e Y, foi calculado os valores de e via e=(y-xb—zg), emque Z é a
matriz de incidéncia para os efeitos de marcadores. Entédo, atualize a variancia

—2 1
residual por meio da amostragem de # (n-2¢"¢) )

4, A média geral foi amostrada de uma distribuicdo normal com média (1/n)

2In

(y-Zg) e variancia e apos a variancia residual ter sido atualizada
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5, Por fim, os efeitos dos marcadores gj foram amostrados de uma distribuigéo

Z;y—2;20;,—Z;l,u

2 2
Z;Z;+o,loy

normal com média

e variancia o} I(Z;Z; +o¢lo}), dado a

2
amostragem mais recente da média, ¢ e o-gzi, em que Zij € o vetor coluna de Z

com efeitos gj e, g;=0 equivale a g com efeito gij igualado a zero.

6, Os passos de (2) a (5) foram repetidos 10 mil vezes. Apos todas as iteragdes,

foram descartados os 2000 primeiros ciclos e selecionados um valor de cada

- 2
parametro, Y, o2, %¢, e e gi, a cada 100 ciclos de modo que ao final da analise

gi
obteve-se 80 repeticdes. Uma analise visual do grafico identificou convergéncia
nas estimagdes. A partir dai, o valor dos efeitos estimados para cada marcador
foram calculados pela média aritmética das 80 iteragdes.

Este algotirmo foi implementado no software R, no entanto, a analise de
cada repeticdo do procedimento Jacknife demorou aproximadamente 12 dias em
um servidor quad core, 2,33Ghz com 12 Gb de memdria RAM. Dessa forma, esta
metodologia foi utilizada apenas para a caracteristica altura total na populagao da

CENIBRA.

2.4 AVALIACAO DOS DADOS
‘ A avaliacdo dos dados foi realizada baseada na correlacdo do valor
genético predito com o fendtipo observado. Foi isolado também a acuracia de
selecao, removendo a influéncia da herdabilidade na capacidade de predicao.

A selegao gendmica foi ainda comparada com a selegéo fenotipica quanto
ao ganho de selegdo por unidade de tempo. Os unicos parametros variaveis no
calculo do ganho de selecdo ao comparar a selegcdo gendmica com a fenotipica
sdo a acuracia de selecdo e possivelmente o tempo de selegdo. Assim, as
acurdacias obtidas pela GWS foram comparadas com o valor maximo de acuracia
possivel de se obter via selecéo fenotipica e a relacao foi avaliada considerando a
expectatica de redugcédo do tempo de geragdo em 2 e % ao utilizar a selegao

precoce via dados genotipicos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 POPULACAO CENIBRA

3.1.1 ACURACIAS CALCULADAS NA POPULACAO DE ESTIMACAO

As acuracias obtidas na predicdo dos valores gendmicos aditivos na
populagéo de estimagao foram obtidas via a variancia do erro de predicéo (PEV) e
inversdo da matriz dos coeficientes da equacdo de modelos mistos e sao
demonstradas na Tabela 1. Estes valores representam o valor maximo que pode

se obter de acuracia nesta populacdo da CENIBRA.

Tabela 1, Acuracias realizadas na populagdo de estimagao obtidas via PEV e inversao da matriz

dos coeficientes da equagao de modelos mistos sob diferentes herdabilidades

H? Altura total DAP
2343 Marcadores | 2343 Marcadores

0,20 0,70 0,66

0,30 0,74 0,67

0,40 0,77 0,70

Os resultados na Tabela 1 indicam pequena superioridade nas acuracias
obtidas para Altura, em fungdo do menor numero de marcadores com efeitos
significativos o que proporciona menor numero de parametro a serem estimados.
As analises foram feitas considerando as herdabilidades individuais de arvores e
variou no intervalo das estimativas comumente relatadas na literatura para estas
caracteristicas em Eucalyptus em condi¢des experimentais similares.

Para comparar as acuracias realizadas foram gerados os valores de
acuracias esperadas utilizando a abordagem deterministica proposta por Resende
et. al (2008) para estimar a acuracia esperada da selegdo gendmica. Os
parametros utilizados foram uma populagdo com tamanho efetivo Ne igual a 10 e
a distancia entre marcadores igual a 0,005M (2 marcadores a cada cM) (Tabela 2).

Esta distancia entre marcadores foi escolhida, pois equivale a aproximadamente
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2400 marcadores analisados em eucalipto, uma vez que o tamanho do genoma do

eucalipto € igual a 1200cM (D. Gratappaglia, comunicagao pessoal).

Tabela 2, Acuracias esperadas através de simulagbes deterministicas para uma populagdo com
Ne= 10, distancia entre marcadores de 0,005 Morgans, herdabilidade de 20%, 30% e 40%, um
numero variavel de locos (N) controlando a caracteristica um nivel de LD igual a 0,83 (proporgéo

da variagao genética explicada pelos marcadores (r2mq ).

Herdabilidade N Acurécia Pmg Distancia entre
(h2) marcas(M)
0,2 50 0,77 0,83 0,005
0,2 100 0,67 0,83 0,005
0,2 150 0,61 0,83 0,005
0,2 200 0,56 0,83 0,005
0,2 300 0,49 0,83 0,005
0,3 50 0,81 0,83 0,005
0,3 100 0,73 0,83 0,005
0,3 150 0,68 0,83 0,005
0,3 200 0,63 0,83 0,005
0,3 300 0,56 0,83 0,005
0,4 50 0,83 0,83 0,005
0,4 100 0,77 0,83 0,005
0,4 150 0,72 0,83 0,005
0,4 200 0,68 0,83 0,005
0,4 300 0,61 0,83 0,005

Comparando a Tabela 1 com 2343 marcadores com a Tabela 2 para
herdabilidade igual a 20%, € possivel inferir que o nUmero mais provavel de locos
que controlam as duas caracteristicas € um numero préximo de 100 para a altura
(acuracia de 67% na Tabela 2, préximo de 70% na Tabela 1) e entre 100 e 150
locos para DAP (acuracia de 67% e 61% na tabela 2, proximo de 66% obtido na

tabela 1). Para a herdabilidade de 30%, a mesma analise indica que
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aproximadamente 100 locos controlam altura (acuracia de 73% na tabela 2 e de
74% na tabela 1) e 150 locos para DAP ( acuracia de 68% na Tabela 2 e de 67%
na Tabela 1). Mais uma vez, para herdabilidade igual a 40% pdde-se observar o
mesmo padrao de 100 locos para altura total (acuracia de 77% em ambas as
tabelas) e de 150 locos para DAP (acuracia de 72% na tabela 2 de 70% na tabela
1).

Estes resultados reforcam a hipotese de que um numero maior de locos
controlam a caracteristica DAP quando comparado com a caracteristica altura

total nesta populacao.

3.1.2 VALIDACAO CRUZADA: POPULACAO DE ESTIMACAO vs
POPULACAO DE VALIDACAO

Para a validacao cruzada foram utilizados 83 individuos para a validacao e
696 individuos na populacdo de estimagao via uma estratégia de reamostragem
Jacknife, o que forneceu independéncia entre os dados de estimagao e validacao.
Neste esquema, todos os fendtipos dos 783 individuos foram usados na validagao
da populagao e submetidos as analises de correlagdo com os valores gendmicos
preditos usando os efeitos dos marcadores estimados

Na Tabela 3 sdao mostrados os resultados de correlagdo entre os valores
gendmicos preditos e os fendtipos dos individuos na populagdo de validagao
associados as trés diferentes medidas de herdabilidades. Nesta analise, calculou-
se as medidas de correlagdo quando um numero variavel de marcadores

significativos foram utilizados na estimagéao dos efeitos.
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Tabela 3, Capacidade de predigdo do fendtipo pela selegdo gendmica. Correlagéo entre os valores
gendmicos preditos e os fendtipos dos individuos na populagdo de validagdo associados a
herdabilidades de 20, 30 e 40% e um numero de marcadores variando de um até o total de marcas

significativas.

2343 Marcadores

Numero de | Altura Altura Altura DAP DAP DAP
marcadores | h?=20% | h?=30% | h= 40% | h*=20% | h?’=30% | h?=40%

1 -0,03 -0,01 -0,01 -0,05 -0,07 -0,07

5 0,09 0,07 0,08 0,06 0,01 -0,01

10 0,12 0,08 0,07 0,15 0,09 0,06

20 0,17 0,10 0,09 0,20 0,19 0,17

30 0,20 0,14 0,12 0,22 0,23 0,23

40 0,22 0,19 0,16 0,25 0,25 0,26

50 0,24 0,21 0,18 0,27 0,27 0,28

100 0,28 0,27 0,26 0,32 0,33 0,32

200 0,29 0,30 0,29 0,39 0,39 0,39

300 0,30 0,31 0,30 0,41 0,41 0,42

400 0,30 0,31 0,30 0,42 0,43 0,44

600 - - - 0,42 0,43 0,44

900 - - - 0,42 0,43 0,44

Estes resultados demonstram que as correlagdes estabilizaram quando
foram utilizados os 200 marcadores de maiores efeitos para altura e os 300
marcadores para DAP (Figura 1). Estes resultados também mostram que o valor
maximo das correlagdes variou entre 0,30, 0,31 e 0,30 para a altura e 0,42, 0,43, e
0,44 para DAP associados as herdabilidades de 20, 30 e 40%, respectivamente.
Isto demonstra que as medidas de correlagdes sao robustas para a incerteza
sobre o valor paramétrico da herdabilidade.

Os valores de correlagao foram maiores para DAP, o que sugere que esta
caracteristica, embora seja controlada por um numero maior de locos tenha

herdabilidade mais alta. Estes resultados indicam que 200 marcadores para altura
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e 300 para DAP estao explicando, respectivamente, 100 locos para altura e 150
para DAP.
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Figura 1 — Correlagdes entre os valores gendmicos preditos e os valores fenotipicos (Altura e DAP,

respectivamente) associados as herdabilidades de 20% para altura e 40% para DAP.

E importante salientar que os valores de correlagdo da Tabela 3 n3o sdo as
acuracias da selegdo genémica. Estas correlagbes sdo chamadas de capacidade
preditiva da selegdo genOmica e sua acuracia € calculada ao remover a influéncia
da herdabilidade dividindo a correlagcdo pela raiz quadrada da herdabilidade

associada.
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Tabela 4, Acuracias da selegdo genébmica ampla calculadas na populacéo de validacao associadas
a herdabilidades de 20, 30 e 40% e numero de marcadores utilizados variando de um até o total de

marcadores significativos.

2343 marcadores

Numero de | Altura Altura Altura DAP DAP DAP
marcadores | h2= 20% | h?=30% | h= 40% | h*=20% | h?’=30% | h?=40%
1 -0,06 -0,02 -0,01 -0,12 -0,13 -0,12

5 0,20 0,13 0,13 0,14 0,01 -0,02
10 0,26 0,15 0,12 0,33 0,16 0,10

20 0,39 0,17 0,14 0,44 0,34 0,28

30 0,45 0,26 0,20 0,49 0,42 0,36

40 0,50 0,35 0,25 0,57 0,46 0,41

50 0,54 0,39 0,29 0,60 0,49 0,44
100 0,63 0,50 0,41 0,72 0,60 0,51
200 0,65 0,54 0,46 0,86 0,71 0,62
300 0,67 0,56 0,47 0,91 0,75 0,67
400 0,67 0,57 0,48 0,94 0,78 0,70
600 - - - 0,94 0,78 0,69
900 - - - 0,93 0,78 0,69

Ao transformar a capacidade preditiva na acuracia de selecdo pbéde-se
observar o impacto que a herdabilidade causa nos valores de acuracia. Para
altura, a acuracia na validacdo foi de 67% na herdabilidade de 20%, 57% na
herdabilidade de 30% e 48% na herdabilidade de 40%. Todos estes valores s&o
consistentes com o valor maximo de acuracia obtido anteriormente via PEV na
populacao de estimagao os quais gerou 70, 74 e 77% nas trés herdabilidades.

Observando a proximidade entre os valores de 67% na validagao e de 70%
na populagao de estimagado para herdabilidade igual a 20% conclui-se que esta
parece ser a herdabilidade mais plausivel para a caracteristica altura. Assim, 67%
pode ser considerada como a acuracia mais provavel para a selecao genémica no
crescimento em altura. Este resultado é coerente com as expectativas teoricas

apresentadas na Tabela 2 para uma herdabilidade de 20%, um numero
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aproximado de 100 locos controlando a caracteristica, um Ne de 10 e uma
distancia entre marcadores de 0,005M.

Para DAP, a acuracia na populagao de validagao variou entre 93, 78 e 69%
para as herdabilidades de 20, 30 e 40%, respectivamente. Nem todos estes
resultados s&o plausiveis uma vez que o valor maximo de acuracia possivel obtido
via PEV (Tabela 1) foi de 66, 67 e 70%, respectivamente para as trés
herdabilidades testadas. Apenas os valores de acuracia quando a herdabilidade
foi de 40% teve resultados coerentes. Nos outros casos os valores sdo
superestimados. Observando a proximidade dos valores de 69% na validagao e de
70% na estimagao pdde-se concluir que esta parece ser a herdabilidade desta
caracteristica nesta populagdo. Assim, 69% pode ser considerado como o valor
mais provavel de acuracia da selegdo gendmica ampla para a caracteristica DAP.
Mais uma vez esses resultados sdo coerentes com as expectativas teodricas
(Tabela 2) para uma caracteristica com h? de 40%, controle por aproximadamente
150 a 200 locos, Ne igual a 10 e distancia entre marcadores igual a 0,005M.

E importante apontar que estas seriam as herdabilidades ajustadas, uma
vez que os dados fenotipicos foram inicialmente ajustados pela corregcado para os
efeitos macro ambientais e os efeitos para as capacidades especificas de
combinacgéo.

As herdabilidades estimadas no experimento de campo inteiro de onde as
arvores foram amostradas foram de 27 e 37%, respectivamente, para altura e
DAP. Usando estes valores as acuracias na populagao de validagao seriam 60% e
72%, respectivamente.

Quando a caracteristica altura foi submetida a analise bayesiana pelo
método BayesA, os efeitos dos marcadores estimados proporcionaram valores
superiores de acuracia que variaram de 0,83 para herdabilidade de 20 % e 0,68 e
0,59 para as herdabilidades de 30 e 40 %. Estes valores s&o coerentes com os
estudos de Meuwissen et al, (2001) que obtiveram acuracias pela metodologia

Bayes A de 0,80, superiores também as acuracias de 0,73 obtidas vias BLUP.
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3.2 POPULACAO DA FIBRIA.

3.2.1 ACURACIA REALIZADA NA POPULACAO DE ESTIMACAO

As acuracias obtidas via Varidncia do Erro de Predigdo (PEV) foram
superiores as obtidas para a populagdo da CENIBRA (Tabela 5). Como as
herdabilidades estimadas a partir dos dados do experimento de campo completo
de onde foram amostrados os individuos foram superiores aos padrdes
observados na literatura, estas estimativas, de 0,6 para Altura total e Pilodyn, e 0,7
para DAP foram utilizadas em todos os calculos. E importante salientar que estes
valores de herdabilidade foram ajustados para o efeito de falhas, razéo pela qual a

herdabilidade estimada é mais alta que o padréo.

Tabela 5, - Acuracias realizadas na populagéo de estimagao obtidas via PEV e inversao da matriz
dos coeficientes da equagdo de modelos mistos associadas as herdabilidades calculadas a partir

dos dados obtidos no experimento de campo.

Hz | Altura DAP Pilodyn

3564 marcadores | 3564 marcadores | 3564 marcadores
0,6 0,89 - 0,87
0,7 - 0,83 -

Nesta populacdo foi observado mais uma vez que a caracteristica DAP
parece ser controlada por um numero maior de locos por obter acuracias mais
baixas. Era esperado que os valores de acuracia esperado fossem inferiores uma
vez que quanto menor o desequilibrio de ligagdo, menores as acuracias
esperadas e o desequilibrio de ligagao € inversamente proporcional ao tamanho
efetivo. Uma possivel explicagao para esse fato € a composicao da populagao que
foi formada por hibridos de varias espécies de Eucalyptus. Esta hibridacéao,
principalmente interespecifica, gera desequilibrio de ligacdo, embora este ndo seja
permanente de uma geragao para a outra. Dessa maneira, nao foi possivel fazer
uma comparagao das acuracias obtidas via PEV com as expectativas de acuracias
obtidas na abordagem deterministica de Resende et al. (2008). (Tabela 6). Isto

acontece porque a abordagem deterministica de Resende et al. (2008) foi feita
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baseada na formula E(r?) = 1/(1+4Ncc) proposta por Sved (1971) para o calculo da
medida de desequilibrio de ligagdo r>: em que N, € o tamanho efetivo populacional
e c é a taxa de recombinacéo entre o marcador e o QTL. Esta formula é utilizada
para calcular o LD entre dois locos em uma situagdo em que a populagao, apés
muitas geracgdes, que se encontra em equlibrio. Como a estrutura da populagéo da
FIBRIA foi gerada por uma hibridacédo interespecifica, foi gerado também um

desequilibrio transitério, que ndo permanece na geragao subsequente.

Tabela 6 - Acuracias esperadas através de simulagbes deterministicas para uma populagdo com
distancia entre marcadores de 0,0036 Morgans, herdabilidade de 60% e 70%, um numero variavel
de locos (N) controlando a caracteristica € um nivel de LD igual a 0,36 e 0,9 (proporgao da

variagao genética explicada pelos marcadores (r2mq )).

2

Caractere | Herdabilidade | N Acuracia Mg Distancia entre
(h?) marcas(M)
0,6 100 0,53 0,36 0,0036
ALT
0,6 100 0,88 0,9 0,0036
0,7 150 0,52 0,36 0,0036
DAP 0,7 200 0,50 0,36 0,0036
0,7 200 0,83 0,9 0,0036

Pbde-se observar ao analisar a Tabela 6 que as acuracias esperadas
considerando uma distancia entre marcadores de 0,0036M, um numero pré
estabelecido de 100 e 150 locos baseado no conhecimento da outra populagao
estudada, uma herdabilidade de 0,6 para Altura e Pilodyn e 0,7 para DAP e para
uma medida de r’nq (proporcéo da variancia genética explicada pelos marcadores)
derivada de um tamanho efetivo de 120 foi de 0,53 e 0,52, Com os valores
observados de acuracia via PEV e fixando o mesmo numero de locos que
controlou as caracteristicas na populagao da CENIBRA, concluiu-se que o valor de
”mg €m ambos os casos foi de 0,9, Entretanto, este r*> € transitorio e néo

permanece na préxima geragao.
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3,2,2 VALIDACAO CRUZADA

A Tabela 7 mostra os resultados da capacidade preditiva da SG ao avaliar a
correlacdo entre o fendtipo observado e o fendtipo predito a partir dos efeitos

estimados dos marcadores.

Tabela 7 — Capacidade preditiva dos fenodtipos via selecdo gendmica ampla calculadas na
populagao de validacado associadas a herdabilidades de 50, 60 e 70% e numero de marcadores

utilizados variando de um até o total de marcadores significativos.

3564 Marcadores
Numero de Altura — DAP — Pilodyn — Pilodyn —
Marcadores h?=0,6 h?=0,7 h?=0,6 h?=0,5
1 0,01 0,05 -0,04 -0,03
10 0,07 0,11 0,07 0,06
20 0,12 0,20 0,18 0,13
30 0,18 0,27 0,24 0,15
40 0,20 0,30 0,28 0,17
50 0,22 0,32 0,29 0,19
100 0,30 0,42 0,35 0,30
200 0,35 0,47 0,34 0,34
300 0,37 0,50 0,34 0,35
400 0,38 0,51 0,34 0,35
600 0,39 0,52 0,34 0,35
900 0,40 0,51 0,34 0,35
2000 0,40 0,51 - -
3000 - - - -

Pbde-se observar na Tabela 7, que assim como na populagdo da
CENIBRA, a medida de correlagao foi robusta e praticamente nao alterou ao variar
a herdabilidade da caracteristica Pilodyn de 0,5 para 0,6 (0,34 para h? igual 0,50%

e 0,35 para h? igual a 60%). A magnitude da correlagdo € maior quando o valor
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paramétrico da herdabilidade é maior pois o fenétipo observado reflete de maneira
mais precisa o valor genético. Assim, € possivel concluir que a variavel DAP
realmente tem um valor paramétrico de herdabilidade superior as demais
caracteristicas. Por esta mesma razdo, uma nova analise foi realizada para a
caracteristica Pilodyn com herdabilidade 0,5 uma vez que as correlagbes desta
variavel foram inferiores quando comparadas a variavel altura total em um mesmo
valor de herdabilidade (0,6).

A Tabela 8 mostra os resultados da acuracia de selegdo para as trés
caracteristicas, Altura, DAP e Pilodyn, obtidas apds a estimagao dos efeitos de um
numero variavel de marcadores. Pdde-se observar que as acuracias na Tabela 8
foram inferiores as acuracias obtidas via PEV na populagédo de estimagéao (0,89,
0,83 e 0,87 para Altura, DAP e Pilodyn) uma vez que esta ultima apresentou
valores altos e diferentes do esperado devido a estrutura da populagao.

Os valores observados na Tabela 8 estabilizaram seu cresimento quando
aproximadamente 300 marcadores foram utilizados nas caracteristicas Altura e
DAP e 200 marcadores utilizados na caracteristica Pilodyn. Este resultado indica
que um numero menor de marcadores explica a caracteristica Pilodyn ao ser

comparado com a variavel Altura e DAP
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Tabela 8 - Acuracias da selecdo gendmica ampla calculadas na populagédo de validagao
associadas a herdabilidades de 50, 60 e 70% e niumero de marcadores utilizados variando de um
até o total de marcadores significativos.

3564 Marcadores
Numero de Altura— h? = DAP-h?= | Pilodyn — h? = [Pilodyn — h? =
Marcadores 0,6 0,7 0,6 0,5
1 0,00 0,06 -0,04 -0,05
10 0,10 0,13 0,08 0,10
20 0,16 0,24 0,17 0,25
30 0,22 0,32 0,20 0,34
40 0,25 0,36 0,22 0,39
50 0,29 0,39 0,24 0,42
100 0,39 0,50 0,39 0,49
200 0,44 0,56 0,44 0,48
300 0,47 0,60 0,46 0,47
400 0,49 0,61 0,45 0,48
600 0,51 0,62 0,45 0,48
900 0,51 0,61 0,45 0,48
2000 0,51 0,61 - -
3000 - - - -

3.2.3 VALIDACAO EM POPULACAO COM FAMILIAS DIFERENTES

Para fazer a validacdo em individuos oriundos de familias diferentes das
familias utilizadas na populagdo de estimagao, foram removidos 102 individuos
que juntos compuseram a populacdo de validacdo. Os demais 818 individuos
formaram a populagdo de estimacéo. Os valores das correlagdes estimadas para
as trés caracteristicas baseado nas herdabilidades de 0,6, 0,7, e 0,6 para Altura,

DAP e Pilodyn, respectivamente, sdo mostrados na Tabela 9,
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Tabela 9 — Capacidade preditiva da selegdo genbmica ampla calculadas na populagéo de
validagdo associadas a herdabilidades de 50, 60 e 70% e numero de marcadores utilizados

variando de um até o total de marcadores significativos.

3564 Marcadores
Numero de Altura— h? = DAP-h?= | Pilodyn — h? = [Pilodyn — h? =
Marcadores 0,6 0,7 0,6 0,5
1 0,10 0,22 0,10 0,10
10 0,14 0,22 0,15 0,12
20 0,21 0,33 0,22 0,18
30 0,21 0,36 0,30 0,26
40 0,29 0,41 0,29 0,31
50 0,32 0,44 0,30 0,30
100 0,31 0,50 0,41 0,42
200 0,40 0,52 0,42 0,41
300 0,42 0,53 0,40 0,42
400 0,41 0,52 0,40 0,41
600 0,41 0,53 0,40 0,41
900 0,41 0,53 - -
2000 - - - -

As medidas de correlacbes observadas na Tabela 9 sdo praticamente
iguais as medidas obtidas na validagdo cruzada dependente. para as variaveis
altura total e DAP (Tabela 7). Os valores de correlagdo para a variavel Pilodyn,
embora constantes nas duas herdabilidades testadas, foram um pouco superiores
aos obtidos na Tabela 7 para validagdo cruzada dependente. E possivel que os
valores obtidos via jacknife na validagdo cruzada (0,34 para a variavel Pilodyn)
sejam melhor estimados uma vez que foram utilizados 10 repeticdes, ao contrario
desta validacao independente, onde apenas uma repeticao foi feita.

Os valores das acuracias de selecao estimada para as trés caracteristicas

sdo apresentados na Tabela 10, Neste caso, as andlises de selecao gendmica
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ampla nao foram realizadas na herdabilidade 0,5 para a caracteristica Pilodyn uma

vez que altura e Pilodyn obtiveram os mesmos valores de correlagao (0,41).

Tabela 10 - . Acuracias da selegdao genémica ampla calculadas na populagdo de validagao
associadas a herdabilidades de 60 e70% e numero de marcadores utilizados variando de um até o

total de marcadores significativos.

3564 Marcadores
Numero de Marcadores | Altura— h?=0,6 | DAP-h?=0,7 Pilodyn — h? =
0,6
Marcadores 1081 1414 816
significativos -
1 0,12 0,26 0,14
10 0,19 0,33 0,15
20 0,27 0,40 0,23
30 0,27 0,41 0,33
40 0,37 0,42 0,40
50 0,42 0,44 0,39
100 0,40 0,56 0,54
200 0,52 0,60 0,53
300 0,54 0,62 0,54
400 0,53 0,62 0,53
600 0,53 0,63 0,53
900 0,53 0,62 0,53
2000 0,53 0,62 -
3000 - - -

Nesta validagédo, os valores de acuracias se estabilizaram quando foram
utilizados 200 marcadores para as caracteristicas de Altura e DAP e 100
marcadores para a caracteristica Pilodyn. Estes resultados, diferente do esperado,
foram proximos, porém inferiores dos valores estimados na validagdo cruzada

dependente. Uma possivel razdo para este fato € o uso de repeticbes para
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estimacdes dos valores na validagao cruzada, fato que ndo pode ser realizado
nesta validacdo. De qualquer maneira, os resultados revelam a eficiéncia do
procedimento Jacknife em produzir uma validagao independente.

Uma vez que estas acuracias foram obtidas nesta populacédo de validagao
independente, conclui-se que estes valores poderiam ser também obtidos caso a
selegcdo gendmica fosse aplicada em todo o teste de progénie de onde estes
individuos foram amostrados. Novos estudos devem agora ser conduzidos, para
que uma nova validagao seja feita nesta mesma populagdo, porém na proxima
geragao de recombinagdo. Assim, isto permite que uma vez estimado os efeitos
dos marcadores e devidamente validados, apdés a proxima recombinacdo e
montagem do préximo teste de progénie, estas progénies podem ser selecionadas
em estagios iniciais de mudas com a acuracia esperada obtida nesta populagao
de validagao de segunda geracéo.

Em préximos estudos considerando estas duas populagdes da FIBRIA e da
CENIBRA, serdao comparados quantos dos marcadores significativos para uma
determinada caracteristica em uma populagdo foi também significativa para a
outra. Sera feito ainda a validacdo do modelo predito em uma empresa, na
populacdo da outra empresa. Espera-se que esta validacdo ndo proporcionara
estimativas de acuracias altas, pois em diferentes populagdes, diferentes alelos
podem estar presentes e os efeitos de marcadores estimados em uma populagao
provavelmente ndo terdo efeito em outra. No entanto, para algumas
caracteristicas, como resisténcia a doengas que sdo controlados por um numero
menor de genes, pode-se obter um modelo generalizado para aplicacdo em

diferentes regides do pais.

3.3 GANHOS DE SELECAO

As estimativas de ganho de selecdo foram calculadas ao comparar a
eficiéncia da selecdo gendmica ampla com o valor maximo obtido com a selecao
fenotipica. Como uma das aplicagdes da GWS ¢é a selegao precoce, o ganho foi
avaliado por unidade de tempo, considerando assim a reducdo no ciclo de
melhoramento de 25, 50 e 75% (Tabela 11).
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Tabela 11 — Superioridade da selegdo genémica ampla em relagdo a acuracia maxima possivel de
obter via selegéo fenotipica (Acur F — 0,68 para h? igual a 20% e 0,80 para h? igual a 60%) e em
fungéo da redugao do tempo de geragao convencional em anos do melhoramento fenotipico (Temp

F) para tempos menores (Temp G)

Pop. CENIBRA Pop. Fibria
Acur | Temp | Temp | ALT/ DAP/ | Acur | ALT/ DAP/ Pilodyn/
F F G 0,67 0,70 F 0,53 0,62 0,53
0,68 8 4 97,06 105,88 | 0,80 | 32,50 55,00 32,50
0,68 8 3 162,75 174,51 | 0,80 | 76,67 106,67 76,67
0,68 8 2 294,12 311,76 | 0,80 | 165,00 210,00 165,00
0,68 8 1 688,24 723,53 | 0,80 | 430,00 520,00 430,00

E possivel observar, que com a densidade de marcadores usada, os
valores de acuracias obtidos via selecdo genOmica s&o inferiores aos valores
maximos obtidos na selecdo fenotipica. Neste experimento piloto, o grande
impacto que esta tecnologia pode trazer € a possibilidade de selecdo genémica
precoce, que proporciona ganhos em torno de 100% na populagdo da CENIBRA e
de 40-50% na populagado da FIBRIA, caso o ciclo de geragdo de novos materiais
seja reduzido pela metade.

Considerando novas pesquisas sobre alguns fatores cruciais para a
aplicacdo da GWS como formas de induzir o florescimento precoce para
recombinagdo dos genitores selecionados no teste de progénie, a precocidade da
selecéo pode reduzir o tempo de geragdo em um programa de melhoramento em
até 7 anos. Esta redugao proporciona ganhos por unidade de tempo de até 724%.

Percebe-se que aqui a GWS pode revolucionar a forma como € feita a
selecdo nos programas de melhoramento, principalmente de espécies perenes. E
importante salientar ainda que, com o desenvolvimento de um numero maior de
marcadores, o desequilibrio de ligacdo entre o loco e um marcador aumenta, o
que proporciona medidas de acuracias que podem, per se, ultrapassarem os

valores de acuracia via selecgao fenotipica.
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4. CONCLUSAO

Com este estudo pioneiro em espécies vegetais, péde-se concluir que a
selecdo gendbmica ampla tem grande potencial de aplicacédo e pode gerar um
elevado ganho, principalmente em programas de melhoramento de espécies de
longo ciclo onde a selegéo precoce tem um maior potencial na geragéo de ganhos.

Além disso, percebe-se que, em aplicagbes praticas, € necessario a
genotipagem do numero maximo de marcadores disponiveis para aumentar a
probabilidade de se encontrar varios marcadores em LD com os QTLs. No
entanto, apds a estimagao dos efeitos dos marcadores, a acuracia maxima ja €
obtida com a estimacdo baseada no uso de um numero menor de marcadores.
Neste caso, em genotipagens futuras, é necessaria a genotipagem apenas destes
marcadores, que além de terem sido significativos para o teste de associagdo com
o fenotipo, geraram estimativas de acuracias de magnitude aproximadamente
igual as acuracias obtidas quando todos os marcadores foram utilizados.

Pb&de se concluir também, que o procedimento Jacknife, cuja aplicagao foi
avaliada neste trabalho para obter um modo eficiente de validacao, foi efetivo e
pode ser utilizado para validar os efeitos estimados de marcadores.

Além disso, observou-se neste trabalho que os ganhos de selecéo
comparados apenas pela magnitude da acuracia e da diminuigdo do tempo de
selecdo foram expressivos. No entanto, novos estudos devem ser feitos, pois o
valor agregado e competitivo de se liberar um material selecionado 8 anos antes
de um concorrente pode atingir escalas muito altas aumentando ainda mais o

impacto que o uso da GWS pode ter no melhoramento florestal.
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