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RESUMO

SILVA, Admilson da Costa e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2008. Mapeamento de marcas moleculares e identificacdo de QTL com
base em desequilibrio de fase gamética. Orientador: José Marcelo
Soriano Viana. Co-orientadores: Cosme Damido Cruz e Fabyano Fonseca e
Silva.

No estudo de ligagcado entre dois locos marcadores e analise de QTL é
preciso realizar cruzamentos apropriados para o mapeamento das populacdes.
No entanto, a realizacdo de cruzamentos pode ser dificil em algumas espécies.
Nestes casos, tem-se utilizado desequilibrio de ligagdo (LD) ou de fase
gamética. Este trabalho, realizado por meio de simulagédo de dados, teve como
objetivos avaliar a eficiéncia do mapeamento de marcas moleculares e
identificar o QTL em populagdes ndo-endogamicas e nao-estruturadas em
familias, com base em desequilibrio de fase gamética. Para o mapeamento de
marcas moleculares foram simulados genomas com nivel de saturagdo alto
(distdncia menor que 5 cM) e aleatdrio (distancia entre 0 e 20 cM), cinco grupos
de ligacdo e 20 marcas por grupo. Para obtengdo dos genomas amostrais
foram simulados compostos de segunda geragédo, com 1.000 e 200 individuos,
derivados do cruzamento entre duas populacdes parentais, com tamanho 200,
sob quatro niveis (1,0, 0,9, 0,8 e 0,7) de diferenga minima de frequéncia de

mesma marca entre os genitores. A partir dos genomas amostrais foi avaliada



a eficiéncia de recuperagao dos genomas parameétricos. Na deteccédo de QTL,
seguiu-se 0 mesmo processo para simulagdo dos genomas e dos compostos,
porém com algumas particularidades. Foram simulados genomas com dez
grupos de ligagao, devendo ser ressaltado que em cada genoma somente o
grupo de ligagao 1 foi simulado com cinco locos marcadores. Nestes grupos
também foram distribuidos 200 genes controladores de caracteristicas
quantitativas. Porém, somente no grupo de ligagdo 1 foram alocados QTL e 19
genes de efeito menor. Em cada um dos demais grupos de ligagdo foram
alocados mais 20 genes de efeito menor. Na analise de QTL, incluindo
deteccdo e estimagao dos efeitos de substituicdo e desvios de dominancia,
foram idealizadas trés caracteristicas quantitativas, com um QTL controlando
cada caracteristica. As caracteristicas foram: produc¢ao (g/espiga), com diregcéo
de dominancia positiva; capacidade de expansao (ml/g), com direcdo de
dominéncia bidirecional; e crescimento liquido relativo (%), com direcédo de
dominéncia negativa. Neste trabalho, foi empregado o método das marcas
simples com base em analise de regressao. A avaliagcao do poder de detecgéo
de QTL e os efeitos de substituigdo foram obtidos por regressao linear,
enquanto os efeitos de dominéncia foram obtidos por regressao polinomial,
incluindo o termo quadratico. No mapeamento de marcas moleculares,
verificou-se que os grupos de ligagao foram recuperados de forma satisfatéria,
com algumas exceg¢des. Maior viés na recuperagao dos genomas paramétricos
foi verificado a medida que se diminuiu a diferenga de frequéncia de mesma
marca entre os genitores de 1,0 para 0,7. Com base no porcentual de marcas
ordenadas corretamente o mapeamento foi eficiente, apresentando valores
superiores a 86%. Diante dos resultados obtidos concluiu-se que a populagéo
mais eficiente para o mapeamento é a equivalente a uma F,. Quanto a
deteccdo de QTL, de modo geral, o poder de detecgcdo foi satisfatério,
independentemente do carater idealizado. A analise do efeito de substituicdo
de marca revelou maior magnitude de efeito para as marcas mais proximas ao
QTL. Em relacado ao teste de dominancia nos locos marcadores, foi verificada
eficiéncia na detecgcdao de dominéncia apenas nos compostos obtidos do
cruzamento entre genitores com diferenga de frequéncia de mesma marca
maior ou igual a 0,9 e com tamanho de amostra igual 1.000. Avaliando o sinal

do efeito de dominancia, para a caracteristica producao, verificou-se que os
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efeitos estimados nos locos marcadores foram consistentes em revelar a
diregdo de dominancia no loco do QTL, com algumas exceg¢des quando
dominancia completa. Para caracteristica capacidade de expansao, em virtude
de ter sido considerada sob direcdo de dominancia bidirecional, n&do foi
possivel a determinagao de quais marcas tém efeito positivo ou negativo. Para
a caracteristica crescimento liquido relativo, as estimativas dos efeitos de
dominancia nos marcadores revelaram, quase sem excecdo, a direcao de
dominancia no loco do QTL. E importante ressaltar que os resultados obtidos
neste trabalho, para o mapeamento de QTL, sdo validos para QTLs que

expliguem entre 10 e 30% a variagao fenotipica do carater.
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ABSTRACT

SILVA, Admilson da Costa e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March
2008. Constructing genetic map and indentifying QTL based on linkage
disequilibrium. Advisor: José Marcelo Soriano Viana. Co-advisors: Cosme
Damido Cruz and Fabyano Fonseca e Silva.

In the study of genetic linkage between two marker loci or between
markers and a QTL it is usually necessary to have appropriate designed
populations (experimental populations). However, for some species such
designed populations could be hard to obtain. In this scenario, the linkage
disequilibrium (LD) has been used to build genetic map and to identify QTL. In
this work, we used simulation to evaluate the efficiency of LD to construct
genetic maps (LD-genetic map) of molecular markers as well as to map QTL
(LD-QTL mapping) in non-structured families of outbreed populations. As for the
LD-genetic map study, we designed genomes with high saturation level
(markers apart from each other less than 5 cM), and random saturation level
(markers apart from each other ranging from 0 to 20 cM), five linkage groups
and 20 markers per linkage group. We simulated compounds of second
generation with 200 and 1000 individuals, derived from the mating of two
parental populations of size 200, under four levels (1.0, 0.9, 0.8 and 0.7) of
difference in the frequency of each marker (marker-frequency difference)

between parental populations. These compounds were used to obtain the
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sampled genomes, which were compared with the designed genomes to
measure the efficiency of LD to construct genetic map. In the LD-QTL mapping
study, we adopted, with slightly modifications, the steps to obtain the designed
genome and the compounds as described above. We designed genomes with
ten linkage groups, each with 20 markers, but for linkage group 1 which had just
five markers. We distributed 200 genes controlling quantitative traits along the
ten linkage groups. However, only the linkage group 1 had a major QTL along
with 19 minor genes. All other linkage groups had 20 minor genes each. In the
LD-QTL mapping study, for the detection, estimation of substitution effects and
of dominance, we idealized three quantitative traits, each being affected by a
major QTL. The trait yield (g/ear) had a QTL with positive dominance; the trait
expansion capacity (mL/g) had a QTL with bidirectional dominance; and the trait
relative liquid growth (%) had a QTL with negative dominance. We used the
method of single marker analysis base on regression to model the QTL effects.
The analyses of power for QTL identification and substitution effect estimation
were done by linear regression. On the other hand, the analysis of dominance
effect was done by polynomial regression with the quadratic term included in
the model. In the LD-genetic map study the linkage groups were satisfactory
recovered, with only few exceptions. The bias in recovering the designed
genome increased with the decreasing of the marker-frequency difference
between parental populations from 1.0 to 0.7. Based on the percentage of
correct ordered markers in the genome, we found that the LD-genetic map was
efficient, with correct ordering of markers superior to 86%. Our results support
that the most efficient population for LD-genetic map was the one equivalent to
an F, intercross population. With respect to the QTL detection, in general, the
power of detection was satisfactory, independent of the quantitative trait
simulated. The results of effect substitution of marker revealed that markers
closer to the QTL had bigger effects. The detections of dominance effects were
efficient only on the compounds from the mating of parental populations with
marker-frequency difference superior than 0.9 and sample size of 1.000. The
results of dominance direction analyses on the markers for the trait yield were
efficient in determining the direction of dominance of QTL, with few exceptions
where complete dominance was present. For the trait expansion capacity, the

specification of which markers had positive or negative effect was not possible
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because of the bidirectional nature of the simulated dominance effects. For the
trait liquid growth the estimated effects of dominance at markers often revealed
the correct dominance effects direction of the QTL. It is important to point out
that the results of our LD-QTL mapping study were based on traits in which the
phenotypic variance explained by the QTL is between 10 and 30% of the total

phenotypic variance.
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1- INTRODUGCAO

O desenvolvimento e o uso de marcadores moleculares para detecgao e
exploracao de polimorfismos de DNA em plantas e animais sdo uns dos mais
significantes avangos na area de biologia molecular e biotecnologia. Os dois
fendmenos envolvidos com a geracao de polimorfismos genotipico, detectados
por marcadores moleculares, sdo a mutagao e a recombinacgao. A deteccéo de
ligacdo e o historico do polimorfismo de DNA tém sido o centro de diversos
estudos com marcadores moleculares (NORDBORG e TAVARE, 2002).
Entretanto, para o estudo de ligacdo € preciso realizar cruzamentos
apropriados antes do desenvolvimento do mapa das populagdes. Esta é, em
alguns casos, uma séria limitagdo ao uso de marcadores moleculares, pois 0s
cruzamentos podem ser de dificil realizacdo, como nas espécies perenes, e,
ou, a populacao de mapeamento a ser utilizada pode ser muito pequena, com
apenas dois alelos por loco amostrados.

Assim, métodos alternativos tém sido desenvolvidos e usados para
estudar o fendbmeno da ligacédo e recombinacdo e o historico de mutagdes da
populagdo. O método com base na quantificagdo do desequilibrio de ligacao
(LD) por analise de associagdo tem recebido, nos ultimos anos, atencéo

especial dos geneticistas. Esta metodologia tem o potencial ndo apenas de



identificar e mapear QTL (Quantitative Trait Loci), mas também de identificar as
causas de polimorfismos de dentro do gene, que seja responsavel pela
diferencga entre dois fenotipos (PALAISA et al., 2003).

A construgdo de mapas genéticos € extremamente importante no
melhoramento genético de plantas e animais. Estes mapas possibilitam a
cobertura completa e a analise de genomas, a decomposigdo de caracteres
complexos em seus componentes mendelianos simples e a localizagdo de
regides do genoma responsaveis pelo controle da expressado de caracteres
importantes, sejam eles qualitativos ou quantitativos (SILVA, 2005).

No melhoramento de plantas o mapeamento por LD tem varias
vantagens sobre a analise de ligacdo classica, usando populagdes
segregantes. Em primeiro lugar, a ampla variabilidade genética na populagéo,
de origem mais representativa, pode ser incluida nas analises. Segundo, o
mapeamento pode atingir uma resolucdo mais alta. Terceiro, podem ser
utilizados dados fenotipicos de varios experimentos armazenados em bancos
de dados, juntamente com dados moleculares (KRAAKMAN et al., 2004).

Populagdes derivadas de cruzamentos controlados ou endogémicas
como Fj, retrocruzamentos, duplo-hapldéides e Ilinhas endogamicas
recombinantes (RILs — Recombinant Inbred Lines) tém sido as principais
populagdes utilizadas na obtengdo de mapas de ligagdo e no mapeamento de
QTL. Populagdes exogamicas, estruturadas em familias, também tém recebido
atencdo, devendo ser ressaltado que cada uma tem suas vantagens e
desvantagens.

Em populagbes né&o-naturais, onde nao existe a estruturagdo em
familias, ndo é possivel a realizagao de trabalhos semelhantes aos que
geralmente sao feitos em populagbes oriundas de cruzamentos controlados,
que se baseiam apenas na analise de ligagdo classica, ou seja, na frequéncia
de recombinagao génica. Portanto, estudos com base em LD sdo de extrema
importancia na obtencao de mapas e deteccdo de QTL nessas populacoes.

Diante do exposto, este trabalho, realizado por meio de simulagdo de
dados, teve como objetivos avaliar a eficiéncia do mapeamento de marcas
moleculares e identificar o QTL em populagbes nao-endogamicas e né&o-

estruturadas em familias, com base no desequilibrio de fase gamética.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Desequilibrio de Ligacéo

O termo desequilibrio de ligacao (linkage disequilibrium-LD), também
conhecido como desequilibrio de fase gamética (FLINT-GARCIA et al., 2003), é
normalmente confundido com mapeamento de associagdo (association
mapping). Entretanto, enquanto mapeamento de associacdo refere-se a
associagao significativa do marcador molecular com a caracteristica fenotipica,
LD refere-se a associagao nao-aleatéria entre dois marcadores ou genes /
QTL. Assim, o mapeamento de associagdo é atualmente um dos varios usos
do LD. No sentido estatistico, associacido se refere a covariancia entre o
marcador polimorfico e a caracteristica de interesse, enquanto o LD representa
a covariancia entre o polimorfismo exibido entre dois marcadores
moleculares/genes (GUPTA et al., 2005). Os termos ligacéo e LD também sé&o
frequentemente confundidos. Embora sejam relacionados, eles sdo termos
distintos. Ligacao refere-se a heranga correlacionada dos locos através de uma
conexao fisica em um cromossomo, enquanto LD refere-se a correlagcédo entre
alelos na populacgao. De forma simplificada, LD é a associagao nao-aleatoria de
alelos de locos diferentes. A confusdo ocorre porque uma forte ligagdo pode
resultar em altos niveis de LD (FLINT-GARCIA et al., 2003).
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Diferentes metodologias para estimar os niveis de LD em plantas tém
sido descritas em recentes revisdes sobre LD em plantas (FLINT-GARCIA et
al., 2003; GUPTA et al., 2005). Em algumas revisdes sédo descritos os métodos
disponiveis, a estatistica utilizada para se testar a significancia das medidas
obtidas e as estimativas obtidas que envolvem locos multialélicos e condi¢des
multilocos (GORELICK e LAUBICHLER, 2004; GUPTA et al., 2005).

As duas estatisticas mais comuns para medir o LD s&o: r* e D’. Estas
estimativas refletem diferentes aspectos do LD e comportam-se diferentemente
sob condigdes variadas (FLINT-GARCIA et al., 2003). Dois locos, com dois

alelos cada, ou seja, A e a, e B e b, com frequéncias alélicas 7a, 7a, T8 € T,
respectivamente, resultardo nas frequiéncias gaméticas mag, map, Tag € Tap. O
componente basico para o calculo de desequilibrio € a diferenga entre as
freqUéncias esperada e observada dos gametas, dada por:

D ab = (788 - 7a . 7B)

A primeira medida do desequilibrio (r?), também descrita como A?, é
dada por:

o __ (D)
T a7 4 7g 7L,

E conveniente considerar r* como o quadrado do coeficiente de
correlagdo entre dois locos. Entretanto, a menos que os dois locos tenham
frequéncias alélicas idénticas, o valor 1 ndo é possivel (FLINT-GARCIA et al.,
2003).

Alternativamente, a estatistica D’ é calculada como:

2
D] =— (D,) paraD, <0
min(z ,z,, 7,7 )
2
D= (Day) para D, >0

min(;zAﬂB,ﬂazrb)

O valor de D’ é baseado nas frequéncias alélicas observadas, e ira variar

entre 0 e 1 se as frequéncias alélicas diferirem entre os locos. D’ podera ser

menor do que 1 apenas se todos os quatro possiveis gametas forem

observados, consequentemente assumindo que eventos de recombinacio
ocorreram entre os locos (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Varios fatores influenciam o LD. Alguns sao responsaveis pelo aumento

no LD, incluindo autofecundagdes, pequenos tamanhos de populagdes,
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isolamento genético entre linhagens, subdivisdo populacional, baixa taxa de
recombinacgao, mistura populacional, sele¢cao artificial e natural, dentre outros.
Alguns outros fatores s&o responsaveis pela queda ou quebra do LD, incluindo
acasalamento ao acaso, elevadas taxas de recombinacgao, elevadas taxas de
mutacdes, dentre outros. Existem fatores que podem aumentar ou quebrar o
LD, ou podem aumentar o LD entre determinado par de alelos e diminuir o LD
entre outros pares de alelos. Por exemplo, a mutacdo pode romper o LD entre
pares de alelos que envolvem alelos selvagens, e promover LD entre os pares
de alelos dos mutantes envolvidos. Outros fatores que afetam o LD, incluindo
estrutura populacional, epistasia e conversao génica, ndao tém recebido atengao
desejada nas revisdes realizadas (GUPTA et al., 2005).

De forma resumida, os fatores explicados por Flint-Garcia et al. (2003)
que afetam o LD s&o apresentados a seguir.

A frequéncia alélica e a recombinagcdo entre locos, assim como as
mutagdes, afetam o LD. A recombinagéo € o principal fenbmeno que diminui o
LD intracromossOmico, enquanto o LD intercromossémico diminui com a
distribuicao independente. O tamanho populacional também tem importante
papel, pois em pequenas populacdes os efeitos da deriva genética resultam em
perda consistente de combinagdes alélicas raras, o que aumenta os niveis de
LD.

Os sistemas de acasalamento e misturas também podem fortemente
influenciar o LD. Geralmente o LD diminui mais rapidamente em espécies
albgamas, comparadas com espécies autdgamas. Isto porque a recombinagéo
€ menos efetiva em espécies que se autofecundam, em que os individuos sao
mais semelhantes por serem homozigotos, do que em espécies de fecundagao
cruzada. A mistura é fluxo de genes entre individuos geneticamente distintos,
seguida por intercruzamentos. Ela resulta na introdugédo de genes de diferentes
ancestrais e mudanga de frequéncias alélicas. Porém, em geral, o LD
resultante cai rapidamente com os cruzamentos aleatoérios.

O LD pode também ser criado em populagdes que tiveram recentemente
seu tamanho populacional reduzido devido ao afunilamento genético
(bottleneck). Durante o afunilamento, apenas poucos alelos combinados sao

passados para geragdes futuras, o que pode gerar um LD consideravel.



A selecdo, que causa afunilamento genético para locos especificos,
também pode criar LD entre o alelo selecionado e o loco ligado. Além disso, a
selegdo a favor ou contra um fendtipo determinado por dois genes néo-ligados
pode criar um LD, embora os locos nédo estejam fisicamente ligados.
Finalmente, o fluxo génico entre populagdes pode introduzir novas
combinagdes cromossdmicas e diferentes frequéncias alélicas, resultando em
LD.

2.1.1- Desequilibrio de ligacdo em genémica de plantas

Segundo Flint-Garcia et al. (2003), pesquisas sobre desequilibrio de
ligagdo tém sido realizadas mais extensivamente em sistemas animais e de
forma mais restrita em plantas. A maioria das pesquisas sobre LD em plantas
foi conduzida em milho e Arabidopsis.

O desequilibrio de ligacao pode ser utilizado para varios propoésitos em
pesquisas gendmicas em plantas. Uma das maiores utilizagbes atuais e futuras
do LD em plantas provavelmente sera no estudo da associagdo marcador -
caracteristica (sem o uso de mapeamento de populagdes), seguido de selegéo
assistida por marcadores. Outras utilizagcbes importantes encontram-se no
estudo de diversidade genética em populagbes naturais e colegdes de
germoplasma, em estudos de genética de populagdes e em programas de
melhoramento de plantas (GUPTA et al., 2005).

A associagdo entre caracteristica-marcador em plantas é geralmente
feita por analise de ligacédo, utilizando analise de regressdo simples e
mapeamento de QTL por intervalo simples ou composto. Algumas limitagdes
desses métodos tém sido superadas com o mapeamento de associagao com
base no LD. Para o estudo de associagao caracteristica — marcador usando o
LD, as metodologias diferem para caracteres quantitativos e caracteres
discretos (qualitativos), embora ocasionalmente os caracteres quantitativos
possam ser tratados como caracteres qualitativos. Dois métodos tém sido
comumente usados para caracteres discretos em humanos, para mapeamento
de genes controladores de doencgas: (i) case-control (CC) e (ii) teste de
transmissado de desequilibrio (TDT) (SPIELMAN et al., 1993). Metodologias

similares, mas nao idénticas, tém sido usadas em plantas. Como exemplos de
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estudos que envolvem caracteristicas qualitativas em plantas, podem-se citar
dois trabalhos conduzidos em milho. Um foi realizado por Palaisa et al. (2003),
buscando associagdo entre polimorfismo do gene yl e coloragdo do
endosperma. A metodologia usada nesse estudo é comparavel a usada nos
estudos de CC em humanos. Outro foi conduzido por Kumar et al. (2004), no
qual 200 familias de irmaos completos foram usadas para estudar associagao
marcador — caracteristica em pinus. Nesse estudo os gendtipos dos parentais
foram também considerados durante as analises, e esse método pode ser
comparado com TDT em humanos.

O uso do LD para mapeamento de QTL para caracteres quantitativos &
mais problematico, porém é também mais recompensador, uma vez que ele
permite localizar a posi¢cao do QTL que controla a caracteristica de interesse de
forma mais precisa. Mackay (2001a) e Glazier et al. (2002) sugerem que se
utilize analise de ligagao para uma localizagao preliminar do QTL e depois se

use o LD para localizagdo mais precisa.

2.2- Marcadores moleculares

O termo marcador genético corresponde a uma caracteristica do
organismo que pode ser facilmente detectada a olho nu, ou com a ajuda de
algum aparato tecnologico, e que co-segrega com genes de interesse. Uma
caracteristica, para ser util como marcador, deve evidenciar diferencas entre os
individuos analisados e, além disso, ser reproduzida com precisdao na prole
(SILVA, 2005). Esses marcadores podem ser classificados em quatro tipos:
morfoldgicos, citolégicos, bioquimicos e moleculares (BOREM e MIRANDA,
2005).

Até meados da década de 1960, nos estudos de genética e
melhoramento eram utilizados basicamente marcadores morfolégicos, em geral
fendtipos de facil identificagao visual, como nanismo, cor de pétala, morfologia
foliar, entre outros. Estes marcadores contribuiram bastante para o
desenvolvimento tedrico da analise de ligagdo génica e para a construgao das
primeiras versdes de mapas genéticos. Contudo, devido ao reduzido numero
de marcadores morfolégicos polimdrficos, a probabilidade de encontrar

associacbes entre esses marcadores e caracteristicas de interesse era



reduzida, limitando sua utilizagdo em analises genéticas (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998; GUIMARAES e MOREIRA, 2005).

Com o advento das técnicas de biologia molecular tornou-se possivel a
manipulagdo do DNA, que culminou no surgimento dos varios tipos de
marcadores moleculares disponiveis atualmente. Se um marcador apresentar
comportamento de acordo com as leis basicas de heranga, enunciadas por
Mendel, ele sera um “marcador genético” e podera ser monitorado ao longo
das geracoes (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares apresentam algumas vantagens em relagao
aos marcadores morfoldgicos, como: o nivel de polimorfismo é geralmente alto
para cada loco estudado, facilitando o desenvolvimento de mapas genéticos a
partir de populagdes segregantes de cruzamentos especificos; e a neutralidade
em relacao aos efeitos de ambiente, com pouco ou nenhum efeito de epistasia
ou pleiotropismo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,1998; LANZA et al., 2000).

Os marcadores moleculares mais utilizados em estudos genéticos de
plantas e melhoramento sdo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Um tipo mais recente, também bastante utilizado, sédo os
marcadores baseados em polimorfismo de base unica (SNPs - Single
Nucleotide Polymorphism) (SOUZA, 2001; CAIXETA et al., 2006).

Durante algum tempo, os marcadores RFLP foram bastante utilizados
para detectar polimorfismos na molécula de DNA. Como possuem expressao
co-dominante, possibilitam a identificacdo de gendtipos homozigotos e
heterozigotos. Esse tipo de marcador tem sido utilizado na construgdo de
mapas genéticos de diversas espécies, como cana (GUIMARAES et AL.,
1999), milho (CARDINAL et al., 2001), feijao (MIKLAS et al., 2001) e soja
(NJITI et al., 2002).

Microssatélites ou SSR consistem de pequenas sequéncias com um a
quatro nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem no genoma. Devido
a expressao co-dominante desses marcadores e ao seu multialelismo, eles
podem ser aplicados a todos os tipos de populagdes segregantes empregadas
no mapeamento genético e estudos de ligagdo (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Esses marcadores tém sido amplamente utilizados



em analise genética, uma vez que se baseia na detecgao da variagao existente
em locos de sequéncias repetitivas (di-nucleotideos AG/TC ou tri-nucleotideos
ATT/TAA, por exemplo). As sequéncias que flanqueiam esses locos sdo mais
conservadas, permitindo que primers especificos a elas sejam sintetizados e
utiizados para amplificar especificamente essa regido, via PCR. Os
marcadores microssatélites sdo altamente informativos, permitindo detectar
polimorfismo molecular com grande eficacia (LITT e LUTY, 1989). Em trabalhos
como os de Brondani et al. (2001), sobre mapeamento em arroz; Sibov et al.
(2003a), sobre construgdao de mapa genético em milho; Salla et al. (2002),
sobre variabilidade genética em acerola; Liu et al, 2003, sobre diversidade
genética em milho; Radmann et al. (2006), sobre caracterizagao e diversidade
genética em morangueiro; Sibov et al. (2003b), Garcia (2003), Mangolin et al.
(2004), Jardim et al. (2005) e Lima (2006), sobre mapeamento de QTL em
milho; Santos et al. (2006), sobre identificacdo de QTL em soja; e Mathias et al.
(2007), sobre avaliacdo de germoplasma de batata, foram empregados
marcadores microssatélites.

Os marcadores RAPD requerem uma pequena quantidade de DNA para
analise, além do fato de um simples primer poder revelar muitos locos de uma
s6 vez, cada loco correspondendo a uma regido diferente do genoma
analisado. Por serem dominantes, ndo permitem distinguir o gendtipo
homozigoto dominante do heterozigoto. Esses marcadores também tém sido
utilizados por diversos pesquisadores no mapeamento genético de feijao
(FALEIRO et al., 2003) e de fruteiras (OLIVEIRA et al., 2004); na identificac&o
de linhagens de feijao resistentes a doencas (ALZATE-MARIN et al., 2003); e
na determinacéo da diversidade genética em gergelim (ARRIEL et al., 2006) e
laranja (BASTIANEL et al., 2006).

O AFLP é outro tipo de marcador amplamente empregado em analises
genéticas. Estes marcadores apresentam como vantagem o grande poder de
deteccdo de variabilidade genética, uma vez que a técnica explora
polimorfismos de restricdo e de amplificacdo. Dessa forma, € resolvido um
grande numero de fragmentos polimorficos em um unico gel. Como os primers
utilizados nas etapas de amplificagdo sdo longos, em torno de 20 pb, a
especificidade das reagdes € significativamente aumentada, quando

comparada com o RAPD. Assim, o AFLP alia a vantagem de explorar regides



gendmicas arbitrarias, sem a necessidade do conhecimento prévio das
sequéncias do DNA, com a elevada especificidade da técnica de PCR (LANZA
et al., 2000). Outro ponto positivo é que s&o distribuidos aleatoriamente pelo
genoma, fazendo com que tenham grande potencial para assistir diferentes
areas da genética e do melhoramento de plantas, como monitoramento da
heranca de caracteristicas de interesse agronémico, diagnostico de doengas,
analise de pedigree e de diversidade genética, assim como na selegéo
assistidas por marcadores (CAIXETA et al., 2006).

Os marcadores AFLP e RAPD podem ser clonados e convertidos em
marcadores especificos, denominados STS e SCAR respectivamente. Esses
marcadores, geralmente, sdo desenvolvidos a partir de sequéncias de genes
ou de marcadores associados a caracteristicas de interesse, como os
marcadores SCARF10 e SCARFBAS8, ligados a genes de resisténcia a
ferrugem do feijoeiro (FALEIRO et al., 2003).

Os SNPs ou polimorfismos simples de nucleotideos sdo o mais recente
tipo de marcador molecular conhecido. Sua existéncia foi evidenciada no
decorrer dos projetos de sequenciamento de genomas e de genes expressos,
ao se observar um grande numero de variagdes de nucleotideos. Sua
determinacdo corresponde a posicdbes onde existe uma alternancia dos
nucleotideos A, C, G, e T, em uma frequéncia alélica minima de 1%, em uma
dada populacgdo. Esses polimorfismos sdo analisados em grandes populagoes,
visando encontrar algum tipo de associagdo entre um polimorfismo e um
determinado fendtipo de interesse. Na area vegetal, o sequenciamento em
larga escala tem permitido evidenciar a presenca de SNPs em espécies
cultivadas (CAIXETA et al., 2006). Esses marcadores tém sido como uma fonte
inesgotavel de polimorfismos para uso no mapeamento genético de alta
resolugdo e para estudos em genética de associagcdo (RAFALSKI, 2002).
Trabalhos como os de Ching et al. (2002) e Palaisa et al. (2003), na estimagéao
da taxa de LD em milho, e ZHU et al., (2003), em soja, foram utilizados
marcadores SNPs.

Esses varios tipos de marcadores moleculares se diferenciam entre si
quanto a sua habilidade em detectar polimorfismo, ao custo de aplicacao,
facilidade de uso e a consisténcia de resultados (BOREM, 2006). A utilizagéo

de uma ou outra técnica de marcadores moleculares deve ser guiada pelo
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problema que efetivamente se apresenta no melhoramento de uma cultura ou
analise genética, levando em conta as vantagens e limitacdes de cada classe
de marcador disponivel. Ndo se deve dirigir somente pelo fato de esta ou
daquela tecnologia ser mais sofisticada ou estar em voga no momento
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

2.3- Mapas genéticos

Mapas de ligagdo ou genéticos sao representacdes graficas dos
cromossomos de uma espécie, obtidos por meio de analises estatisticas. Um
mapa de ligacdo € composto por varios grupos de ligagdo, sendo o numero
deles dependente da espécie em estudo. Dessa forma, um grupo de ligagao
contém locos ordenados, podendo estes ser genes (marcadores morfolégicos
ou isoenzimaticos) ou ndo (marcadores moleculares), alinhados ao longo de
um mesmo cromossomo, indicando as distancias relativas entre eles. Mapas
genéticos sao importantes em estudos genéticos, pois estruturam a base do
conhecimento gendémico, a partir do qual podem ser esclarecidos varios
aspectos referentes ao mapeamento de caracteres de interesse, a manipulagao
genética, a evolugdo das espécies e a expressao e fungdo génica (LYNCH e
WALSH, 1998).

O conceito utilizado na construcao de mapas de ligacdo baseia-se na
hipotese de que a co-transmissdo de dois genes reflete a proximidade entre
eles, uma vez que a probabilidade de ocorrer crossing-over, ou seja, de ocorrer
recombinacao, € tanto menor quanto mais préximos estiverem um do outro. As
freqUuéncias de recombinagdes na amostra sdo medidas, e determina-se o grau
de ligacéo entre os genes em estudo. A frequéncia de recombinacg&o entre dois
locos € fungdo da distancia entre eles. Quanto maior a distancia, maior a
probabilidade de ocorréncia de recombinagdao entre os locos. Assim, a
freqiéncia de recombinagao pode ser utilizada como uma medida de distancia
entre os genes (LIU, 1998).

As frequéncias de recombinagao sao estimativas das probabilidades de
ocorréncia de crossing-over e, como tais, ndo possuem a propriedade de
serem aditivas. Outro aspecto, o fendbmeno de interferéncia, isto €, a ocorréncia
de um crossing-over afetando a ocorréncia de um segundo em regides

adjacentes, torna menos precisa a utilizagdo da frequéncia de recombinacgéo
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para estimar a distancia entre os genes. Diante disso, faz-se necessaria a
transformacao de escala para o calculo das distancias entre genes, para tornar
as frequéncias de recombinacdo em medidas aditivas de distancia. Um
significativo numero de fungcbes de mapeamento, que relacionam medidas de
distancias as frequiéncias de recombinacao, foi desenvolvido. Contudo, as mais
utilizadas no mapeamento genético sao as fungbes de Haldane e Kosambi. A
primeira supbe auséncia de interferéncia e a segunda considera uma
interferéncia moderada (LANZA et al., 2000; SCHUSTER e CRUZ, 2004).

Para frequéncias de recombinacgao (inferior a 20%), ambas as fungdes
de mapeamento apresentam valores similares aos da frequéncia de
recombinacao. No entanto, a medida que a distancia entre dois locos aumenta,
ou seja, com o aumento da frequéncia de recombinagédo, mais discrepantes
tornam-se os valores obtidos pelas funcdes de Kosambi e Haldane, entre si e
em relacao a frequéncia de recombinagao (SCHUSTER e CRUZ, 2004).

2.4- Populacdes de mapeamento de QTL

Para o mapeamento genético, diferentes tipos de populagbes sao
empregadas. Estas populagdes sdo comumente chamadas de populagdes de
mapeamento. Elas se dividem em populagdes endogaémicas ou populagdes
derivadas de cruzamentos controlados e em populagdes exogamicas ou
populacdes naturais.

As populagdes endogamicas F, de retrocruzamento e linhagens
recombinantes (Recombinant Inbred Lines, RILs), sdo os tipos mais utilizados
para construgdo de mapas moleculares. Elas sao derivadas do cruzamento de
linhas puras, que originam uma geragao Fq que é autofecundada para obter a
geragdo F, ou retrocruzada com um dos parentais para produgdo de uma
geragcdo de retrocruzamento (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998;
BRONDANI et al., 2003). As populagdoes de RILs (BURR et al., 1988) séo
obtidas de autofecundagdes sucessivas (oito a nove ciclos) de uma F;, derivada
de progenitores endogamicos, obtendo-se, ao final do processo, uma série de
linhagens de cada planta F; original. Também podem ser utilizadas populagdes
Fn (n= 3, 4,...,0) e duplo-hapléides (DH) (BRONDANI et al., 2003; PEREIRA e
PEREIRA, 2006). A escolha da populagado deve levar em conta os objetivos do

pesquisador, além do tempo e dos recursos disponiveis (LANZA et al., 2000;
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SHUSTER e CRUZ, 2004). E importante ressaltar que nos individuos F; o
desequilibrio de ligacdo é maximo, e os estudos das populagdes derivadas a
partir desses individuos procuram explorar este desequilibrio (SCHUSTER e
CRUZ, 2004).

O desequilibrio pode ser decorrente de diversas causas, incluindo
selecdo e deriva genética. Entretanto, a causa predominante em populag¢des
segregantes, derivadas de cruzamentos entre linhagens, € a ligagao fisica dos
locos. Este tipo de desequilibrio de ligagao é bastante elevado nas populagdes
de cruzamentos controlados. Consequentemente, a capacidade de se detectar
a ligacao entre os dois locos fisicamente ligados também ¢é alta (LYNCH e
WALSH, 1998; COELHO, 2000). Na analise de QTL o desequilibrio de ligagao
entre o marcador genético e o QTL é a condigéo essencial para sua deteccéo e
localizagao.

Nas espécies florestais e outras perenes ou alégamas, a de obtengao e
manipulagdo de linhagens endogémicas a partir de cruzamentos controlados
nao € simples. Nestes casos deve-se, entdo, voltar para a analise e utilizacao
de populagdes exogamicas (LYNCH e WALSH, 1998). Estas populag¢des
podem estar estruturadas em familias de meios-irmaos ou de irmaos
completos, ou sem estrutura de familias.

As populagdes exogamicas sdo também de interesse, por razbes outras
que as limitacbes experimentais. Por exemplo, os QTLs detectados por
cruzamentos controlados, geralmente, representam diferengas fixas entre
linhas, ou muitas vezes entre espécies, e a relevancia destes resultados para
QTLs segregando dentro de populagdes permanece incerta. Essa fundamental
distincdo de que os cruzamentos controlados detectam QTLs responsaveis por
diferengas entre populagdes, enquanto os cruzamentos exogamicos detectam
QTL responsaveis por variagao dentro de populagdes, torna essas abordagens
mais complementares do que competitivas (LYNCH e WALSH, 1998).

A utilizacao da variacao dentro da populacédo, em oposig¢ao as diferengas
fixas entre populagdes, resulta em redugao significativa do poder de detecgao
de QTL. Com linhagens endogamicas, todos os parentais F1 tém gendtipos
idénticos (incluindo a mesma fase de ligagdo), portanto todos os individuos s&o
informativos e o desequilibrio de ligacdo € maximizado. Adicionalmente, os

efeitos dos QTLs s&o expressos como médias (o valor médio de cada gendtipo
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do QTL). Em contrapartida, os efeitos dos QTLs sao expressos como
variancias em cruzamentos exogamicos. Uma vez que a variéncia é estimada
com precisdo menor do que a média, as estimativas para populagdes

exogamicas sao tidas como menos precisas (LYNCH e WALSH, 1998).

2.5- Deteccéao de QTL

Mapear QTL consiste em analisar regides cromossdémicas que
contenham genes (ou locos) que influenciam a variagdo de caracteres
quantitativos. Analises desse tipo permitem identificar tanto o numero como a
distribuicdo dos QTL no genoma, além de identificar o tipo e a magnitude de
seus efeitos (LIU, 1998; LYNCH e WALSH, 1998).

Em geral, no mapeamento de QTL a heranga complexa dos caracteres
quantitativos € relacionada a herangca simples de caracteres qualitativos
conhecidos, com base em marcadores genéticos. Diversos métodos
estatisticos permitem quantificar essa relacédo, analisando a associacao entre a
variagdo de dados fenotipicos continuos e o padrdao de segregacao de
marcadores em populagdes segregantes. Associagdes significativas entre os
fendtipos e os marcadores indicam a existéncia de QTLs localizados proximos
a esses locos marcadores e permitem que sejam feitas inferéncias sobre os
QTL (LIU, 1998). A eficiéncia do mapeamento de QTL depende do método de
mapeamento empregado, do tipo de populagdo de mapeamento e da saturagao
do mapa de ligagéo, além do tamanho da populagdo e da herdabilidade do
carater a ser investigado (MACHAY, 2001b).

A seguir sao apresentados alguns trabalhos sobre mapeamento de QTL
em milho. Nesses trabalhos constou-se variagdo na quantidade de caracteres
para os quais foram mapeados QTLs, tipo e numero de marcadores
empregados, assim como métodos de analise empregados.

Austin e Lee (1998) estudaram a consisténcia de QTL para producao de
graos e quatro caracteres significativamente correlacionados a produgéo (peso
de sementes, numero de espigas por planta, comprimento e didmetro da
espiga), em 185 familias Fg.7 obtidas da populagdo Mo17 x H99, avaliadas em
1993 e 1994, em lowa, EUA. Também compararam os QTLs dessas familias
com familias F,.3 obtidas da mesma populagdo e no mesmo local, em 1989 e

1990. Para isso, empregaram o método de mapeamento por intervalo
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composto em um mapa genético constituido de 87 marcadores do tipo RFLP e
um marcador morfolégico. Nas familias Fg.7, encontraram entre 10 e 20 QTLs
para os caracteres correlacionados e oito QTLs para produgdo de graos,
considerando os dois ambientes. Os oito QTLs foram responsaveis por 27% da
variancia fenotipica e 68% da variancia genotipica do carater. Destes, apenas
um foi considerado comum aos dois ambientes e apenas trés apresentaram
efeito aditivo. A comparagao entre os dois grupos de familias resultou em trés
QTLs comuns, localizados nos cromossomos 3, 6 e 8.

Sibov et al. (2003a) mapearam QTLs associados a produgao de graos, a
altura de planta, a altura de espiga e ao teor de umidade nas progénies Fj.3
derivadas de plantas F, autofecundadas, utilizando o mesmo método de
mapeamento do trabalho citado anteriormente. Foram mapeados quatro QTLs
para produgao de graos, quatro para altura de planta e cinco para altura de
espiga. Os QTLs mapeados encontram-se distribuidos pelos cromossomos 1,
2,7,8¢e9. Os QTLs, em conjunto, foram responsaveis por aproximadamente
32,73, 24,76 e 20,91% da variacéo fenotipica para os caracteres produgao de
graos, altura de planta e altura de espiga, respectivamente. Os tipos de ag¢des
génicas mais freqlientes encontradas foram dominancia parcial e
sobredominancia. Alguns QTLs para altura da planta e de espiga foram
mapeados proximos aos QTL para produgdo de graos, indicando ligagédo ou
efeitos pleiotropicos nessas regides.

Mangolin et al. (2004) mapearam QTLs associados ao teor de 6leo em
sementes Fy3. Para isso, utilizaram 75 marcadores SSR e empregaram o
método de mapeamento por intervalo composto. Foram mapeados 13 QTLs,
distribuidos em oito cromossomos, responsaveis por 26,64% da variancia
genotipica. A contribuigdo principal para o carater foi proveniente dos QTLs
mapeados nos cromossomos 1, 5 e 6. Verificou-se o predominio de QTLs cujas
acdes génicas foram de dominéncia parcial, mas agbes aditiva e de
sobredominancia também foram observadas. Oito dos 13 QTLs mapeados ja
foram reportados em populagdes de milho temperado.

Lima (2006) mapeou QTLs associados com produgédo de graos, numero
de espigas por planta, acamamento, altura de planta, altura de espiga e
numero de folhas, em 256 progénies F».3 derivadas do cruzamento de duas

linhagens de milho tropical, avaliadas em cinco ambientes. Na constru¢éo do
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mapa genético foram utilizados 139 marcadores microssatélites. O
mapeamento QTL e a deteccdo da interagdo QTL x ambiente foram realizados
com o emprego da anadlise de mapeamento em ambientes multiplos (mCIM).
Foram mapeados 16 QTL para produgao de graos, oito para espiga por planta,
seis para acamamento, seis para altura de planta, seis para altura de espiga e
dois para numero de folhas, distribuidos em dez grupos de ligagdo. Os efeitos
genéticos dos QTLs variam em sinal e magnitude, indicando que cada QTL
contribui de forma particular para a expressao dos caracteres. A maioria dos
QTL mapeados apresentou agdo génica sobredominante e interacdo QTL X

ambiente significativa.

2.6- Métodos de mapeamento

De modo semelhante as metodologias de mapeamento genético, o
principio basico que fundamenta as andlises de mapeamento de QTL € a
existéncia de desequilibrio de ligagdo decorrente da redugao da frequéncia de
recombinagcao entre genes situados préximos entre si (COELHO, 2000). A
maximizagdo do desequilibrio de ligagao, aliada a possibilidade de construir
mapas de ligagao saturados, permite encontrar associagdes significativas entre
locos marcadores e QTL (LIU, 1998; LYNCH e WALSH, 1998).

As metodologias estatisticas empregadas no mapeamento de QTL
definem como utilizar o desequilibrio de ligacao e considerar a ligagéo entre os
locos marcadores e os QTLs. Dentre os diversos métodos de mapeamento
propostos, destacam-se: a analise de marcas simples (STUBER et al., 1987), o
mapeamento por intervalo (LANDER e BOTSTEIN, 1989), o mapeamento por
intervalo composto (JANSEN e STAM, 1994; ZENG, 1994) e o mapeamento de
multiplos intervalos (KAO et al., 1999). O método de analise de marcas simples
normalmente utiliza algum modelo linear, enquanto os métodos de
mapeamento por intervalo, por intervalo composto e de multiplos intervalos
utilizam métodos de maxima verossimilhnanca, baseados na informacédo da
distribuicdo conjunta dos marcadores e dos QTLs (LIU, 1998; LYNCH e
WALSH, 1998).

O método de analise de marca simples é utilizado para uma abordagem
inicial no mapeamento de QTL. Nessa analise, a distribuicdo dos valores do

carater é examinada separadamente, para cada loco marcador. Assim, cada
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teste de associagdo carater-marcador € realizado independentemente da
informagéo dos outros locos marcadores. Para um cromossomo com n marcas,
n testes sdo realizados. A estratégia para detectar QTL, nesta analise, &
fundamentada na comparagcdo entre os valores médios da caracteristica
associados aos diferentes gendtipos marcadores. Uma diferenca significativa
entre as meédias das classes genotipicas dos marcadores indica a possibilidade
da presenca de QTL associado ao marcador. Quando o delineamento
experimental apresenta apenas duas classes genotipicas, como em
retrocruzamentos, a comparacgao entre eles pode ser realizada através do teste
t. Havendo mais de duas classes genotipicas, as comparagdes séo realizadas
utilizando testes padrées da teoria de modelos lineares, como teste F em
analises de variancia ou modelos de regresséao linear (LIU, 1998; LYNCH e
WALSH, 1998).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Aspectos tedricos

3.1.1- Analise de desequilibrio de fase gamética

Embora, em geral, ndo reconhecido como o fundamento do mapeamento
de marcas moleculares e da identificagcdo e localizagdo de Quantitative Trait
Loci, o desequilibrio de fase gamética € o fenbmeno que permite a elaboragao
de mapas de marcas moleculares e a analise de QTL. No caso do
delineamento de F,, a medida do desequilibrio entre dois segmentos de DNA

(genes e, ou, marcas) é
1-2r . ~
A= | em caso de aproximacgao, e

A= —[1%4”) , em caso de repulsao,
sendo r a frequéncia de gametas recombinantes em relacdo aos dois
segmentos. Portanto, em relagdo a segmentos com distribuicdo independente
(r =7), ligados ou ndo, A= 0.
No ‘pool’ gamético de uma populagao (geragao -1), as probabilidades dos
gametas AB, Ab, aB e ab sdo (KEMPTHORNE, 1957):
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pD _p p A

oD _p g, ~aY

p(D g py ~aY

PD g qp +aCY

em que p e q sdo frequéncias alélicas e A

medida do desequilibrio de fase gamética.

(_

1)

1) (-1
=iy Vrgy”

1) (-1)
S RE

As probabilidades dos gendtipos na geracdo de acasalamento ao acaso

(geracao 0), a populacdo de analise de desequilibrio e a de analise de QTL

sdo:

(9 _p252 4 2p,pya [( )}
159 = 2p2py, + 20,0 —pp)a ™ 2 {A(_D}
(9 _p202 ~2p 0,2 [( )}

fl(g) = 2IOaqap% +2 (qa - pa)pbA(_l) me {A(_l) }

-1) (-1)

0
fl(lg =2p,0,4Ppap + 2papbA( +20,0pA

() _ -1) ()

(
11r = 2P393Ppdp —2P0pA +2q,PpA

+0)

(9~ 4202 ~2q,p,2Y {( )}
f(()l) = 203py 0y, _2qa(qb _pb)A(_l) —Z[A(_D}

19 —q2q2 + 20,0 {( )}
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em que fjj é a probabilidade do portador de i e j copias dos segmentos de DNA
A e B. Os indices ¢ e r identificam os duplo-heterozigotos em fase de
aproximacao e repulséo, respectivamente (VIANA, 2004).

Entdo, assumindo que A e B sdo marcas moleculares bi-alélicas, de

heranga co-dominante, é possivel estimar a medida do desequilibrio entre elas

-D_

e testar a hipétese de equilibrio (Ho: A 0). Analisando todos os possiveis

pares de marcas pode-se formar um ou mais grupos de desequilibrio. Em F; e
em compostos derivados do cruzamento entre duas ou mais populagdes (de
segunda geragao), os grupos de desequilibrio correspondem, teoricamente,
aos grupos de ligagcdo, o que viabiliza, embora com diferentes graus de
eficiéncia, o mapeamento de marcas moleculares e a localizagdo de um ou
mais QTL.

Empregando o método da maxima verossimilhanga, a fungdo de
verossimilhanca é:

(y1pgpp D)= N[0 22 [0

29! Noq ! N

em que N;j € o numero de individuos portadores de i e j copias dos segmentos

de DNA A e B, e N é o numero total de individuos genotipados.

Em razdo da complexidade dessa funcdo, os estimadores de maxima
verossimilhanga podem ser obtidos por grid search (procura pelo maximo),
usando a fungéo de verossimilhanga ou a fungao suporte (logaritmo natural da
funcao de verossimilhanga). Para minimizar o tempo de processamento, pode-
se primeiramente obter as estimativas de maxima verossimilhangca das
frequéncias das marcas moleculares, obtendo-se posteriormente, por grid
search, a estimativa da medida do desequilibrio.

Em relacdo a cada marca, tem-se (ELANDT-JOHNSON, 1971):

e estimador de maxima verossimilhanga de p: p = (freqiiéncia de

homozigotos) + (1/2). (frequiéncia de heterozigotos);

e limite inferior da variancia de p: V(p)> %; e

() _ 2

e conteudo médio de informagao por observagao: —.
Pq

N

20



Antes do teste de equilibrio de fase gamética deve-se testar se as duas
marcas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (teste qui-quadrado, com um
grau de liberdade). Para o teste de equilibrio de fase gamética pode-se
empregar teste qui-quadrado (com 4 graus de liberdade), LOD score ou teste

da razao de verossimilhanga, dados por (LIU, 1998):
2 _ .2 2 2
(%:0)‘11 La ™ Xp
sendo X12 o valor calculado ao admitir equilibrio de Hardy-Weinberg para as

duas marcas e equilibrio de fase gamética, e X% e X% os valores calculados

admitindo equilibrio de Hardy-Weinberg.

{y184 a7

LOD =lo
0Ty 1B,y
(D
Ll yID, By A
LR=20— ¢~ )2 cngl
Ly 15, By )

Como apenas a estimagao das distancias entre as marcas possibilita a
elaboracdo de mapas de marcas moleculares e a localizagdo de QTL, a
estimagdo de medidas de desequilibrio e a formagdo de grupos de
desequilibrio ndo sao tao relevantes, a nao ser, como acontece em F», que a
distancia seja uma fungdo da medida do desequilibrio e que os grupos de
desequilibrio sejam os grupos de ligagéo.

Como exemplos de populagdes alégamas em equilibrio de Hardy-
Weinberg e com desequilibrio de fase gamética, podem ser citados compostos
de duas ou mais populagdes (de segunda geragao), sintéticos de duas ou mais
linhagens (de segunda geracgéo) e populacdes derivadas de cruzamentos entre
hibridos simples, duplos ou triplos (de segunda geragao). Considerando como
populacdo de mapeamento e de identificagdo de QTL a segunda geracédo de
um composto de duas populagbes, o 'pool' gamético do hibrido

interpopulacional (geracao -1), em relagdo a duas marcas bi-alélicas, é:

1 2 1 2
(<) _|Pa*Pa||Pp*Pp| (1-2r ~ &)
P —{ + (p%l ‘pg)(p% ‘p%)‘ PaPp +A

2 2 4
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ap +ap

5 _ A(_l) — paqb _ A(_l)

oD _p.

1) _[9g+d -1 -1
Pél)[ ; ajpb_A( ) _qpp - AD

p(D _g g +alY

sendo p! e p? as freqliéncias de mesma marca nas populagdes genitoras.

Entdo, a medida do desequilibrio de fase gamética nessa populagdo é
funcdo da frequéncia de gametas recombinantes entre as marcas, e
consequentemente da distancia entre elas, e das diferencas de freqléncias de
mesma marca entre os genitores. O valor paramétrico revela que em um
composto os grupos de desequilibrio sdo os grupos de ligagédo, pois A= 0
quando r = Y. Para todo r < %2, seu valor € maximo quando as diferengas de
freqiéncias de mesma marca nas populagdes cruzadas sdo maximas (1 ou -1
para cada marca). Portanto, do ponto de vista tedrico, a analise de
desequilibrio e 0 mapeamento de marcas moleculares sdo mais eficientes em
Fo, que equivale a um composto de segunda geragcdo derivado de duas
populagées homozigéticas, uma vez que, para todo r < ', a medida do
desequilibrio € maximizada.

Como em um composto derivado de duas populacbes a medida do
desequilibrio de fase gamética entre duas marcas € uma fung¢ao da frequéncia
de gametas recombinantes, € possivel o mapeamento de marcas moleculares
com a genotipagem das populagbes genitoras. Usando as estimativas de
maxima verossimilhanca das frequéncias das marcas nas populacdes cruzadas
e da medida do desequilibrio entre elas, a distadncia entre duas marcas é

estimada por:
4AY
(6% - 52 )(pL - p2)

Infelizmente, vieses pequenos nas estimativas das freqiéncias de mesma

pollio
2

marca nos genitores e na estimativa da medida do desequilibrio tendem a

promover viés elevado na estimativa da distancia entre duas marcas. Por

exemplo, se p%= 0,7, pg =0,8, p%)= 0,5e p% = 0,6, entdo AU =0,0045. Se
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ndo ha viés nas estimativas dos parametros, f = 0,05. Assumindo viés de 10%
nas estimativas de cada parametro, ¥ = 0,09, uma estimativa com viés de 80%.
Mesmo que os vieses nas estimativas dos paréametros sejam reduzidos, o
mapeamento em um composto derivado de duas populagdes tende a ser
menos eficiente que em F,, uma vez que a medida do desequilibrio pode ser
muito pequena, inclusive para genes fisicamente muito proximos. Se as
diferencas de frequéncias de mesma marca nas populagdes genitoras s&o
pequenas, a medida do desequilibrio sera de magnitude reduzida, dificultando
declarar as duas marcas como ligadas (pertencentes ao mesmo grupo de
desequilibrio ou de ligagao).

Portanto, do ponto de vista teodrico, pode-se afirmar que a analise de
desequilibrio e o mapeamento de marcas moleculares tendem a ser mais
eficientes quanto maiores forem as diferencas de frequéncias de mesma marca
nas populagdes cruzadas, e quanto menores os vieses nas estimativas das
freqUéncias das marcas nos genitores e das medidas do desequilibrio de fase
gamética. E certo, entdo, que para o mesmo tamanho amostral o0 mapeamento
€ mais eficiente em F, do que em um composto derivado do cruzamento entre

duas populacdes.

3.1.2- Identificacdo de QTL pela anélise de marcas simples

Considere um carater quantitativo, determinado por k genes bi-alélicos,
sendo apenas um deles um Quantitative Trait Locus, e uma populacdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Os valores genotipicos médios dos individuos

QQ, Qq e qq sao:

k (i’ i) k (i’ #1)
Goq =E|M+24ja; + iElAi,+(—2qi2di)+ iElDi' =M+Aqq +Dog
k (i’ #i) k(i' i)
k (i’ #1) o\ K@)
Ggq =E[ M+ (-2p;o; )+ iElAi,+(—2pidi)+ % Dy =M+ Agq +Dgg
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sendo p e g frequéncias alélicas, a o efeito médio de uma substituicdo génica,
d o desvio de dominancia, A o valor genético aditivo e D o valor genético
devido a dominancia (LYNCH e WALSH, 1998). Admitindo uma marca
molecular bi-alélica de heranca co-dominante em desequilibrio da fase
gamética em relagédo ao QTL, as médias dos grupos MM+, M1M, e MM séo:

_ 1400 (0) (0)
GMlMl —g(fzz GQQ +1 GQq +f02 quj

RE) AT
pbqb]@qb“)+[pbqb} (‘qud)

=M+

=M+A +D
MMy = “MMy

1 (0) 0) . ¢(0) (0)
GMl ) = 2pbqb {fZl GQQ +(f11C +fllr )GQq +fOl qu}

A NENG
nn+[pbqb]@b"pb%*+[pbqb] (2ppapd)

=M+ A +D
MM, = " MM,

_ 1 (:(0) (0) (0)
GM2 5 _%(fZO GQQ +f10 GQq +f00 quj

M [A“” }(_zpbay {A‘” T (z024)

Ppap Ppap

oM, oM,

em que p, e g, sdo as frequéncias alélicas, e A e D sao os valores genéticos

aditivo e devido a dominancia, em relagdo ao loco do marcador do QTL. O

efeito de substituicdo da marca M, pela marca M, é:

a—ans a2 o o) | A | )oY
My Mj Ppdp b Ppdp b Ppdp

As diferengas entre as médias dos grupos sao:
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G -G —ong — 20,.d
MM MM, ~*M Apdm

G -G =204 —2l0n —pr )d
M;M; TP M, M, M (qb pb) M

G -G = Capy + 2Py, d
MM, ~PMoM, =M F PhiMm

A(_l)
Ppdp

2
sendo dM —[ ] d o desvio de dominadncia em relagdo ao loco do

marcador.

Entao, a significancia de um ou mais desses contrastes (teste t) evidencia
que o fragmento polimérfico € um marcador molecular de um QTL. Em caso de
rejeicdo da hipotese de nulidade, pode-se testar a hipétese de que ndo ha

dominancia no loco do marcador (teste t), a partir do contraste

.. _GMlMl *CM,M, »
172 2

Alternativamente ao teste t, pode-se identificar QTL por analise de
regressao (HALEY e KNOTT, 1992). Os resultados teoéricos da analise de
regressao sao fungcdo de componentes da variancia genotipica na populagao,
em relagcdo ao loco do marcador do QTL. Assim, a varidncia dos valores
genotipicos meédios dos individuos MMy, MiM, e MyM,, ou varidncia das
médias dos grupos, é:

2 4
(-1 -1

2 _ A 2 . an2q2| A 2

"Ga(M) Zpbqubqb] " +4pbqb{pbqb} d

_ a2 2
~CAM) T °D(m)
2 2 ~ ‘A . iy . \ . A .
em que GA(M) e SH(m) sdo as variancias aditiva e devido a dominancia no

loco do marcador.

As variancias dos valores genotipicos dos individuos em cada grupo séo:
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c5(23(M M )=G(23 Jrz[paqa_czq%JrC(qa_pa)qb]o‘2
11 1
+4[p§q§ - chqp +02(qa - pa)zq% +2Cpaqa(qa - pa)qb}d2

—8cay [paqa _Czq% +C(qa - pa)qb]o‘d

*

cFé(Mle) =cé2 +[2paqa _Cz(l_zpbqb)_c(qa _pa)(qb _pb)]o‘2
+4[p§q§ -cppag _Cz(qa _pa)zpbqb +Cpaqa(qa ‘pa)(qb _pb)}dz

~4clp,a, (ap ~pp )+ c2ppap ap —pp)-2¢(a, —py Jopap o

Gé(MZMZ) =Gé*3 * 2[paqa -c2pj _C(qa - pa)pb]o‘2
! 4[p§q§ - chpp + Cz(qa - pa)zp% - 2‘3paqa(qa - |Oa)|ob}d2

+8cpy, [paqa —cng _C(qa - pa)pb]ad

*

em que cé € a variancia genotipica relativa aos k — 1 genes menores, e P, ©

q, séo as freqUéncias alélicas do QTL.

A variancia média dentro de grupo é:

*

2 _ 22 2
°Gw(M) = °G T °G(QTL) ~ °Ga(Mm)

Logo, a variancia genotipica na populagao é:

oG = G(ZSa(M) +G<23w(|\/|)

O modelo de regressdo mais informativo em uma analise, visando a
identificacdo de marcadores moleculares associados a QTL, € o que relaciona
o fendtipo (P) do individuo com o numero de coépias da marca (X). Visando
adicionalmente inferir sobre dominancia no loco do QTL, o modelo adequado é:

Modelo (1) Py, =Bo +B1X +B2X2 +e,

sendo X, p. ex., 0 numero de copias da marca M4 (0, 1 ou 2) e € 0 erro ou

residuo. Alternativamente, pode-se ajustar o modelo (2)
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PMiMi :BO +aM + &
PMiMj :BO +dM + &

Pymm; =Bo —am +¢
Esse modelo pressupde que o fragmento molecular sob analise é
marcador de um QTL e que, portanto, os desvios a e d relativos ao marcador
sdo uma fungdo dos desvios a (diferenga entre o valor genotipico do
homozigoto de maior expressdo e a média dos valores genotipicos dos
homozigotos) (LYNCH e WALSH, 1998) e d relativos ao QTL.
Em relagdo ao primeiro modelo, considerando os valores genotipicos

médios relativos ao loco do QTL, tem-se:

Soom M,
SoomM,
Soam,M,
CQam M,
GQqM1M2 =
Sqqm,M,
quMlMl
quM1M2
_qu'\"z'\"z ]

L e i

O FP N ORFP NOPRPDMN

O FrPr hNOPFP M OPFR N
=

A matriz de probabilidades dos gendtipos é:

(9 0 o0
© .
A= |0 B 0
s
|00 foo |

Empregando a técnica de polinbmios ortogonais, demonstra-se que:
B=[M ay -dy]

R(By 1B, BZ):G,ZA(M)

R(B, 1B B1)=<5E>(|\/|)
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Entdo, a constante da regressdo é a média genotipica da populagéo, o
coeficiente angular é o efeito de substituicdo em relacdo a marca e o
coeficiente do termo quadratico € o desvio de dominéancia em relagdo a marca.
E mais, testar Ho: B4 = 0 equivale a testar que o fragmento molecular nédo é
marcador de um QTL. Em caso de rejeigdo dessa hipotese, testar Hy: B2 = 0
equivale a testar que ndo ha dominancia no loco do QTL. Para estimacgao das
variancias aditiva e de dominancia em relacdo ao marcador, basta ajustar o
modelo linear simples com as médias dos trés grupos. As estimativas sao as
somas de quadrados da regressao e do residuo, respectivamente.

Em relagdo ao segundo modelo, considerando adicionalmente o termo

quadratico, tem-se:

G )
GQQMlMl 1 1 1]
QQM;M; 1 0 0

G
QQM, M, 1 -1 1
GQquMl 1 1 1
G _
GQqM1M2 =11 0 0|
1 -1 1
QqM2M2
G 1 1 1
qulMl
s 1 0 0
quMle 1 -1 1
| T aaM,M, |

Empregando a técnica de polinbmios ortogonais, demonstra-se que:
B'{Gmlmz ap = (A ~ Py Jay _dM}

R(B, 1Bg. By )= SB(m)

Entdo, a constante da regressao € a média genotipica dos heterozigotos
em relacdo a marca molecular, o coeficiente angular € uma funcao do efeito de
substituicdo e do desvio de dominancia em relacdo a marca e o coeficiente do
termo quadratico é o desvio de dominancia em relagdo a marca. Como no
modelo anterior, testar Hy: B1 = 0 equivale a testar que o fragmento molecular
nao é marcador de um QTL. Em caso de rejeicao dessa hipotese, testar Ho: B2

= 0 equivale a testar que nao ha dominancia no loco do QTL.
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3.2- Simulagéo dos Dados

3.2.1- Mapeamento de marcas moleculares

Para simulacdo dos genomas paramétricos, simulagdo dos genitores,
dos compostos derivados do cruzamento entre duas populagdes parentais e
analise dos dados, foi utilizado o aplicativo computacional RealBreeding
(VIANA, 2007).

Foram simulados genomas com cinco grupos de ligagao contendo 20
marcas bi-alélicas e co-dominantes por grupo, e com niveis de saturagéo alto
e aleatédrio (Figuras 1 e 2). O genoma simulado com nivel de saturagdo alto
apresentou intervalos entre marcas adjacentes menores que 5 centiMorgan
(cM), enquanto o genoma com nivel de saturagcdo aleatdrio apresentou
intervalos entre marcas adjacentes, em cada grupo de ligagao, variando entre 0
e 20 cM. Esses genomas foram utilizados para a geragcdo das diferentes
populagdes simuladas (compostos) e, posteriormente, como parametro na

avaliacido da recuperacdo dos mesmos.
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Figura 1 — Mapa genético com cinco grupos de ligagdo (GL), 20 marcas por
grupo e nivel de saturagao alto (distancia entre marcas adjacentes < 5 cM).
Tamanho total do genoma igual a 227,2 cM.
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Figura 2 — Mapa genético com cinco grupos de ligagao (GL), 20 marcas por
grupo e nivel de saturagdo aleatério (distancia entre marcas adjacentes
variando entre 0 e 20 cM). Tamanho total do genoma igual a 889,1 cM.

Foram simuladas amostras de compostos com 1.000 e 200 individuos,
em equilibrio de Hardy-Weinberg, derivados do cruzamento entre duas
populagdes parentais com 200 individuos, também em equilibrio de Hardy-
Weinberg, considerando o modelo de recombinacdo de Haldane. Além dos
parametros tamanho do composto e nivel de saturagdo do genoma, na
simulagdao das amostras dos compostos foram estabelecidos quatro niveis de
diferenca minima de frequéncia de mesma marca entre as populagdes
parentais (1, 0,9, 0,8 e 0,7). Como foram considerados dois niveis de saturagcéo
do genoma, dois tamanhos de amostra do composto e quatro valores de
diferengca minima de frequéncia de marcas entre os genitores, foram gerados
16 compostos diferentes. Os compostos derivados de duas populacdes
parentais com diferenca minima de frequéncia de mesma marca igual a 1,0
equivalem a uma populagcdo de mapeamento F,, na qual as frequéncias das
marcas sao conhecidas e iguais a 0,5. As amostras de cada composto foram

obtidas com base em 50 repeti¢cdes.
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Com o intuito de verificar a razao de segregacdo de cada marca em
todos os compostos gerados, foram aplicados testes do qui-quadrado (x2) a
5% de probabilidade. No processo de mapeamento foram utilizadas todas as
marcas, mesmo aquelas que nao segregaram de acordo com a proporgao
esperada de p%:2pq:qg° (AA:Aa:aa). O teste do qui-quadrado também foi
utilizado para testar a hipotese de nulidade de que as marcas estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto nas populagdes parentais, como nos
compostos. Este teste foi utilizado como uma medida para avaliar a eficiéncia
do programa em gerar informagdes mais proximas possiveis de um sistema
natural.

O proximo passo foi a determinagcdo dos grupos de ligacdo. Na
determinacao dos grupos de ligagéo, para inferir se dois locos estavam ligados
ou nao, foram utilizados como critérios a frequéncia maxima de recombinacao
(rmax) de 40% e LOD minimo (LODyn) igual a 3. Apds a formagéo dos grupos
de ligagao é preciso estabelecer a melhor ordem das marcas nesses grupos.
Para isso, foi utilizado o método RCD (Rapid Chain Delineation), que se baseia
na escolha da melhor ordem das marcas pela menor soma das recombinacdes
adjacentes (SARF - Sum of Adjacent Recombination Fractions). Assim,
considera-se a ordem original estabelecida pelo processo de agrupamento e
realizam-se permutas entre dois marcadores vizinhos ou distantes, envolvendo
trés ou quatro marcadores. A ordem ¢é alterada se, apds a permuta, a soma das
distancias adjacentes for reduzida (SCHUSTER e CRUZ, 2004).

Por fim, foi feita a comparacdo dos genomas simulados com os
genomas amostrais. Para melhor compreensao e efeito de comparagdo, o
termo “genoma simulado” deve ser interpretado como paramétrico ou real. O
termo “genoma amostral” refere-se aos genomas obtidos partir das populagdes
simuladas (compostos), o qual apresentara distorcdo em razdo do processo de
estimacéo, amostragem, dentre outros.

A partir dos genomas amostrais foi estimado, em cada situag&o, o
porcentual de simulag¢des validas, ou seja, o porcentual de simulagées em que
houve a recuperagao dos cinco grupos de ligacado do genoma paramétrico, a
distdncia média entre marcas adjacentes, a variancia das distancias entre
marcas adjacentes, o porcentual de marcas ordenadas corretamente, a

correlagdo entre as distancias das marcas adjacentes do genoma paramétrico
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e as do genoma amostral, e o estresse. Essas variaveis foram obtidas por
grupo de ligagédo e apresentadas com base na média das simulagbes em que
houve a formagédo de cinco grupos de ligagdo no mapeamento genético de
cada composto. Excecao feita apenas para as variaveis distancia e variancia
média entre marcas adjacentes, em que foram utilizadas todas as simulagdes,
independentemente da recuperagao dos cinco grupos de ligacéo.

A correlagcdo média fornece uma medida da mudanga da distancia entre
as marcas adjacentes nos grupos de ligacdo do genoma amostral e a relagéo
ao paramétrico. Valores de correlagdo iguais a unidade indicam que as
distancias entre as marcas adjacentes ndo foram alteradas em relagao as
distancias paramétricas. Por outro lado, valores menores do que 1 indicam que
as distancias entre as marcas adjacentes no genoma amostral foram alteradas
em relagao as distdncias paramétricas.

O coeficiente de estresse (S) € comumente utilizado como medida de
adequacao da representacao grafica de medidas de dissimilaridade convertidas
em escores relativos as variaveis X e Y em estudos de divergéncia genética
(CRUZ e CARNEIRO, 2003). Sua utilizagdo na analise de genomas foi

proposta por Silva (2005), conforme apresentado a seguir:

m-1

Z(dok _dk)2
s=100. [
d?ox
k=1

em que S é o valor estimado do estresse, em porcentagem, para o grupo de

d

ligagdo do genoma amostral; “°k & a distancia entre marcas adjacentes my e

d, € a distancia entre marcas

Mk+1 NO grupo de ligagdo do genoma parameétrico;
adjacentes m¢ e my+1 no grupo de ligagdo do genoma amostral (k= 1,..., m-1); e
m € 0 numero de marcadores no grupo de ligagao do genoma parametrico e no
grupo de ligagdo do genoma amostral. Neste contexto, se as distancias entre
0s marcadores no genoma amostral mantiverem-se as mesmas, com relagao
ao genoma paramétrico, o valor estimado do estresse sera zero, indicando a

perfeita recuperacdo do genoma paramétrico.
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3.2.2- Detecgédo de QTL

No estudo de identificagcdo de QTL, também foi utilizado o aplicativo
computacional RealBreeding para simulagdo dos genomas parameétricos, dos
genitores, dos compostos derivados do cruzamento entre duas populag¢des
parentais e dos dados para a analise de QTL (VIANA, 2007).

Foram simulados genomas com dez grupos de ligagao nos niveis de
saturacdo alto e aleatdrio, devendo ser ressaltado que em cada genoma
somente o grupo de ligagao 1 foi simulado com 5 locos marcadores (Figuras 3
e 4). Nestes grupos de ligacdo também foram distribuidos 200 genes
controladores de caracteristicas quantitativas. Porém, somente no grupo de
ligacdo 1 foram alocados um loco controlador de caracteristica quantitativa
(QTL), identificado como Q1, e 19 genes de efeito menor. Em cada um dos

demais grupos de ligagcéo foram alocados mais 20 genes de efeito menor.
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Figura 3 — Grupo de ligagdo (GL) com cinco
marcas, nivel de saturagdo alto (distancia
entre marcas adjacentes < 5 cM) e um QTL
(Q1) flanqueado pelas marcas M3 e M4.

Figura 4 — Grupo de ligagdo (GL) com cinco
marcas, nivel de saturagdo aleatdrio
(distancia entre marcas adjacentes variando
entre 0-20 cM) e um QTL (Q1) flanqueado

pelas marcas M3 e M4

Para simulacdo das amostras dos compostos, foram adotados os
mesmos critérios do mapeamento de marcas moleculares, como nivel de
saturagdo do genoma, tamanho das populagdes parentais, tamanho de
amostra do composto e numero de repetigcdes, porém com apenas trés valores
de diferenga minima de freqiéncia de mesma marca entre os gentitores (1, 0,9

e 0,8). Como foram considerados dois niveis de saturacdo do genoma, dois
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tamanhos amostra do composto e trés diferencas minimas de frequéncia de
mesma marca entre as populagdes parentais (2 x 2 x 3), foram simulados 12
compostos diferentes.

O passo seguinte foi a obtengcado dos dados para analise de QTL. Para
isso, foram idealizadas trés caracteristicas quantitativas, cada uma governada
por varios locos génicos, porém com apenas um QTL (Q1) associado a cada
caracteristica, como descrito anteriormente, e identificado nas populag¢des de
compostos simuladas. As caracteristicas idealizadas foram produgdo (PROD),
com diregdo de dominancia positiva (gene favoravel dominante); capacidade de
expansao (CE), com direcdo de dominancia bidirecional; e crescimento liquido
relativo (CLR), com diregdo de dominéancia negativa (gene favoravel recessivo).
Os valores genotipicos maximo e minimo para PROD, CE e CLR foram de 150
e 10 glespiga, 50 e 5 mil/g e de 130 e 0%, respectivamente. Essas
caracteristicas sdo normalmente avaliadas em programas de melhoramento da
cultura do milho-pipoca. Ainda em relagdo aos QTL, dois graus de dominancia
foram considerados para cada caracteristica, em uma primeira condi¢gao sob
dominancia completa e em uma segunda sob dominéancia parcial. Também
foram considerados trés niveis de herdabilidade (90, 60 e 30%). Mediante a
informag&o dos valores genotipicos referentes a cada caracteristica, do grau e
diregdo de dominancia e das herdabilidades, foram obtidos os porcentuais de
variacao fenotipica explicada pelo QTL em questao.

Neste trabalho foi empregado o método de mapeamento da marca
simples, com base em analise de regress&o. Assim, para avaliar a associagao
entre as marcas moleculares e os QTL, e os efeitos de substituicdo de marca e
de dominancia no loco do marcador, foram utilizados os modelos de regressao
linear e quadratico, pelo procedimento PROC REG do programa SAS (2002).
As hipéteses de nulidade Hp: B4 = 0 (0 marcador ndo esta associado ao QTL) e
Ho: B2 = 0 (n&o ha dominéncia no loco do marcador) foram testadas a 5% de
probabilidade, pela estatistica “t”. O poder de deteccao do QTL foi estabelecido
com base no porcentual de testes significativos a 5%, pelo modelo de
regressao linear, ou seja, percentual de repeticbes em que houve associagao
significativa entre os marcadores e o QTL associado a cada uma das
caracteristicas, nas 50 repeticoes. Procedeu-se da mesma forma para o teste

de dominadncia nos locos dos marcadores, porém com base no modelo

34



quadratico. Os valores estimados dos efeitos de substituicdo de marca e dos
desvios de dominéncia, obtidos pelos modelos linear e quadratico,
respectivamente, também foram apresentados com base na média das 50

repeticdes.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Mapeamento de marcas moleculares

No procedimento de simulagao, para a constru¢ao de mapas geneticos e
analise de QTL, é importante que as marcas simuladas estejam em equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW). Isto para que se tenham duas populag¢des
parentais em equilibrio de Hardy-Weinberg e que gerem compostos também
em equilibrio de Hardy-Weinberg. Esta medida ¢ uma forma de avaliar a
eficiéncia do programa na simulacdo de um sistema natural. Assim, neste
trabalho foi utilizado o teste do qui-quadrado, com nivel de significancia alfa 5%
(erro tipo |), para testar a hip6tese de nulidade (marcas em EHW). Mesmo as
marcas que apresentaram significancia acima de 5% foram mantidas, o que
ndo interferiu negativamente na analise. Em geral, o porcentual médio de
testes do qui-quadrado significativos foi abaixo de 5%, como esperado, o que
indica adequacgao do processo de simulagao (Tabela 1).

A simulacdo tem sido importante em estudos genéticos sob varios
contextos, incluindo estudos de populagées, do individuo ou do proprio genoma
(CRUZ, 2001). No entanto, para a garantia da eficiéncia dessa técnica, o

pesquisador deve lancar mao de processos de validagdo. Essa validagao
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consiste em fazer o sistema simulado operar nas condi¢gbes do sistema
real e verificar, por meio de testes estatisticos, se os resultados obtidos com a
simulac&o condizem com os observados no sistema real (FERREIRA, 2001).

Silva (2005), por meio de simulagdo, buscando determinar o numero
adequado de individuos a ser utilizado no mapeamento de RIL (Recombinant
Inbred Line), assim como o efeito do nivel saturagdo do genoma por marcas
moleculares, concluiu que para obtencdo de mapas com boa confiabilidade
devem ser utilizados no minimo 200 individuos no caso de saturacdo alta do

genoma, ou seja, com distancia média entre marcas adjacentes igual a 5 cM.

Tabela 1 — Porcentual médio de testes do qui-quadrado, significativos a 5% para equilibrio de
Hardy-Weinberg, para as marcas moleculares nas populagdes parentais e nos
compostos, em fungéo do nivel de saturagao do mapa, do tamanho do composto e
da diferengca minima de freqiiéncia de mesma marca entre os genitores

Nivel de saturacdo Tamanho ) Diferenga minima de frequéncia das

do mapa do Populagdes marcas

composto 1,0 0,9 0,8 0,7

P 0,00 3,84 4,24 3,76

1000 P, 0,00 3,34 4,46 4,66

Alto Composto 5,34 5,88 4,78 4,42

P4 0,00 4,14 3,94 3,76

200 P, 0,00 4,30 4,40 4,56

Composto 5,26 5,04 472 4,78

P4 0,00 4,22 4,06 4,10

1000 P, 0,00 3,92 3,82 4,10

Aleatério Composto 4,94 5,32 4,18 5,40

P 0,00 3,50 4,46 4,30

200 P, 0,00 4,34 4,24 4,30

Composto 5,10 4,78 4,98 4,98

P, e P, = populagbes parentais; e composto = compostos derivados do cruzamento entre duas
populacdes (segunda geragao).

No processo de mapeamento com base em desequilibrio de fase
gamética, utilizando populagbes nao-endogadmicas e nao-estruturadas em
familias, verificou-se que os grupos de ligacdo foram recuperados de forma
satisfatoria, com excegdo apenas de trés situagdes (Tabela 2). Nos compostos
em que n&o se recuperou 0s cinco grupos de ligacdo em todas as repeti¢des,
foram observadas tanto a fusdo quanto a fragmentacdo de grupos. Nestas
situagbes o numero de grupos de ligacdo recuperado no processo de
mapeamento variou entre 0 maximo de 23 e o minimo de trés grupos.

Analisando as estimativas das distdncias médias entre as marcas

adjacentes, pode-se observar que a medida que se diminuiu a diferenca de
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freqiéncia de mesma marca entre as populacbes parentais ou genitores
maiores foram os vieses nessa estimativa (Tabela 2). E importante ressaltar
que valores de distancia média entre marcas adjacentes mais préximos dos
valores paramétricos demonstram maior precisao na recuperagdo do genoma

parametrico.

Tabela 2 — Parametros de eficiéncia na construgdo de mapas genéticos obtidos a partir de
populagdes naturais, em fungédo do nivel de saturacdo do mapa, do tamanho do
composto e da diferenga minima de frequiéncia de mesma marca entre os genitores

Diferenga minima de frequéncia

Nivel de Tamanho

saturacao do Genomas Estatisticas das marcas
do mapa composto 1,0 0,9 0,8 0,7
Paramétrico Distancia média 2,39 2,39 2,39 2,39
Variancia média 2,09 2,09 2,09 2,09
Sim. validas (%) 100 100 100 14
Distancia média. 242 11,36 19,33 23,82
1000 Amostral Variancia média 2,21 34,08 80,50 133,24
Marcas ord. cor. (%) 99,36 94,08 94,40 93,71
Alto Correlacao. 0,97 0,29 0,22 0,15
Estresse 0,19 179,37 589,36 1003,19
Sim. validas (%) 100 96 84 0
Distancia média. 253 11,46 20,02 21,94
200 Amostral Variancia média 3,63 40,84 95,66 99,84
Marcas ord. cor. (%) 95,15 89,58 86,30 -
Correlacao. 0,88 0,23 0,18 -
Estresse 0,10 189,62 643,84 -
Paramétrico Distancia média 9,36 9,36 9,36 9,36
Variancia média 29,54 29,54 29,54 29,54
Sim. validas (%) 100 100 100 100
Distancia média. 9,38 11,38 14,53 19,85
1000 Amostral Variancia média 29,98 33,86 42,49 66,44
Marcas ord. cor. (%) 97,52 99,32 97,44 93,95
Aleatério Correlacao. 0,99 0,88 0,74 0,52
Estresse 0,20 496 19,25 62,81
Sim. validas (%) 100 94 88 0
Distancia média. 9,61 11,86 15,70 17,07
200 Amostral Variancia média 34,69 41,02 55,31 65,22
Marcas ord. cor. (%) 96,36 97,43 91,51 -
Correlacao. 0,96 0,82 0,63 -
Estresse 1,01 7,33 28,16 -

. Distancia média = distancia média entre as marcas adjacentes;

. Variancia média = é a variancia média da distancia entre marcas adjacentes;

. Sim. validas (%) = porcentual de simulag¢des validas, ou seja, recuperagao dos cinco grupos de ligagao;
. Marcas ord. cor. (%) = porcentual médio de marcas ordenadas corretamente;

. Correlagao = correlagdo média das distancias entre marcas adjacentes; e

. Estresse = estresse médio.
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A variancia média entre marcas adjacentes e o coeficiente de estresse
também foram maiores a medida que houve diferenga minima de frequéncia de
mesma marca entre as populagdes parentais, indicando maior viés na
recuperacao do genoma paramétrico. Desta forma, compostos derivados do
cruzamento entre genitores com diferenga de frequéncia de mesma marca
igual a 1, compostos estes equivalentes a uma F,, foram os mais eficientes na
recuperacdo do genoma parameétrico, pois praticamente ndo apresentaram
vieses nessas estimativas. Também foi verificado que compostos obtidos com
nivel de saturacdo aleatério do mapa apresentaram menores vieses dessas
estimativas em relagdo aos compostos com nivel alto de saturagdo do mapa,
independentemente do numero de individuos genotipados. Por exemplo, nos
compostos com nivel alto de saturacdo do mapa, obtidos de genitores com
diferenca de frequéncia de mesma marca igual a 0,9, a razdo entre distancia
meédia estimada e paramétrica e em relagédo ao composto equivalente a uma F,
foi de aproximadamente 4,6 vezes, independentemente do tamanho do
composto. Para esta mesma situacédo, porém com nivel aleatério de saturacao
do mapa, esta razdo foi de apenas 1,2 vez. Assim, pode-se afirmar que o
mapeamento de marcas moleculares por meio de compostos derivados do
cruzamento entre duas populagdes, com diferenca de frequéncia de mesma
marca menor ou igual a 0,9, € mais eficiente quando nivel de saturagdo do
mapa for aleatorio.

O porcentual de marcas ordenadas corretamente e a correlagao média
entre distancias paramétricas e amostral foram analisados somente quando,
em pelo menos uma das 50 repeti¢gdes, houve a recuperagao dos cinco grupos
de ligacdo (Tabela 2). Em relacdo ao porcentual de marcas ordenadas
corretamente, o processo de mapeamento mostrou-se eficiente, pois o
porcentual minimo de marcas ordenadas corretamente foi superior a 86%.
Valores de correlacdo mais baixos foram observados nos compostos obtidos
de genitores com menores diferengas de frequéncia de mesma marca e com
nivel alto de saturacdo do mapa, independente do tamanho amostral. Estes
baixos valores de correlagao indicam que, apesar de ordenadas corretamente,
essas marcas apresentam um viés na estimativa das distancias entre as elas,

conforme ja ressaltado.
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4.2- Deteccao de QTL

Na analise de QTL, de forma semelhante ao realizado para a construgao
dos mapas genéticos, também foi feito o teste do qui-quadrado para equilibrio
de Hardy-Weinberg das marcas moleculares e dos genes nas populagdes
parentais e compostos. Em geral o percentual médio de testes do qui-quadrado
significativos foi abaixo de 5% como esperado, indicando adequacdo do

processo de simulagao (Tabela 3).

Tabela 3 — Porcentual médio de testes do qui-quadrado, significativos a 5% para equilibrio de
Hardy-Weinberg, para as marcas moleculares nas populagbes parentais e nos
compostos, em fungéo do nivel de saturagdo do mapa, do tamanho do composto e
da diferenca de freqiéncia de mesma marca entre os genitores

Diferenga minima de freqiéncia das

Nivel de saturagdo Tamanho do

do mapa composto Populagdes marcas
1,0 0,9 0,8
P 0,00 4,05 3,97
1.000 P, 0,00 4,03 4,07
Alto Composto 4,78 4,84 5,21
P4 0,00 3,50 4,18
200 P, 0,00 3,54 4,16
Composto 5,21 4,85 5,26
P4 0,00 4,26 3,73
1.000 P, 0,00 4,22 4,30
Aleatério Composto 5,03 4,85 5,47
P4 0,00 3,73 4,10
200 P, 0,00 4,44 4,00
Composto 5,63 5,19 4,52

P, e P, = populagbes parentais; e composto = compostos derivados do cruzamento entre duas
populacdes (segunda geragao).

4.2.1- Avaliacdo do poder de deteccao do qtl

As porcentagens da variancia fenotipica explicada pelo QTL das
caracteristicas produgdo, capacidade de expansdo e crescimento liquido
relativo apresentaram correspondéncia linear com os valores paramétricos de
herdabilidade, sendo da ordem de um terco do valor de cada herdabilidade
(Tabelas 4, 5 e 6).

Em relagéo ao poder de detecgao de QTL, € necessario ressaltar que o
resultado foi considerado satisfatério quando no minimo 70% das repeticdes
apresentaram testes significativos a 5% de probabilidade para os marcadores,

ou seja, quando em pelo menos 70% das repeticdes o fragmento molecular foi
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declarado marcador do QTL. Assim, na analise de deteccdo de QTL foi
verificado, de modo geral, poder de deteccdo satisfatorio associado a
compostos derivados do cruzamento entre genitores com diferenga minima de
freqiéncia de mesma marca igual ou superior a 0,8, independentemente do
carater idealizado (Tabelas 4, 5 e 6). Mesmo nos compostos em que foi
constatado menor poder de detecgédo pelas marcas na regido do QTL, ao se
avaliar apenas as marcas flanqueadoras, ainda verificou-se poder de detecgao
satisfatério, com excec¢do apenas para carater crescimento liquido relativo com
dominancia completa negativa. Nessas situagdes de menor poder de detecgéo
do QTL, também foi observado que a medida que se reduziu o valor da
herdabilidade o poder de deteccdo também diminui. Esse fato pode ser
justificado pela redugao na variagao fenotipica da caracteristica explicada pelo
QTL, sendo esta da ordem de um tergo de cada herdabilidade.

Ainda em relagao as situacbes em que o poder de deteccao do QTL foi
inferior a 70%, esse fato foi associado apenas compostos de tamanho amostral
200 e derivados do cruzamento entre genitores com diferenga de frequéncia de
mesma marca menor ou igual a 0,9. De modo geral, o poder de detecgao de
QTL nao foi influenciado pelos niveis de saturacdo do mapa, grau e diregéo de
dominancia. Também é importante salientar que os resultados aqui obtidos sdo
validos para QTL que expliquem entre 10 e 30% da variagcao fenotipica do

carater estudado (Tabelas 4, 5 e 6).
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Tabela 4 — Poder de detec¢cdo do QTL em porcentagem de testes significativos a 5% no modelo de regressao linear, para cada marca molecular, utilizando o
método da marca simples, em fungdo da caracteristica produgao (g/planta) com dire¢do de dominancia positiva, nivel de saturacdo do mapa, tamanho
do composto, grau de dominancia, herdabilidade e diferenca de freqiiéncia de mesma marca entre os genitores

Nivel de Tamanho Diferenga minima de freqiiéncia das marcas
saturagdo do d Graude 2 1,0 0,9 0,8
domapa composto O ol VG M1 M2 M3* M4 M5 VG M1 M2 M3* M4 M5 Ve M1 M2 M3* M4 M5
90 30,4 100 100 100 100 100 29,5 100 100 100 100 100 30,2 100 100 100 100 100
1 60 20,2 100 100 100 100 100 19,7 100 100 100 100 100 20,1 100 100 100 100 100
1.000 30 10,1 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100 10,1 100 100 100 100 100
90 30,3 100 100 100 100 100 30,4 100 100 100 100 100 29,8 100 100 100 100 100
0-1 60 199 100 100 100 100 100 20,7 100 100 100 100 100 296 100 100 100 100 100
Alto 30 10,7 100 100 100 100 100 10,1 100 100 100 100 100 110 98 94 98 98 96
90 30,1 100 100 100 100 100 29,7 44 64 90 76 42 298 100 100 100 100 100
1 60 20,0 100 100 100 100 100 198 28 52 80 64 24 198 98 98 100 100 92
200 30 10,0 100 100 100 100 100 99 12 32 54 46 12 99 66 74 96 100 78
90 29,8 100 100 100 100 100 29,8 94 100 100 100 90 30,2 96 96 100 100 90
0-1 60 191 100 100 100 100 100 20,7 84 98 100 98 8 201 60 62 100 92 50
30 97 100 100 100 100 100 113 52 76 92 80 58 97 42 64 84 84 46
90 29,8 100 100 100 100 100 30,1 100 100 100 100 100 29,8 100 100 100 98 40
1 60 199 100 100 100 100 100 20,0 100 100 100 100 100 19,9 100 100 100 90 42
1.000 30 10,0 100 100 100 100 100 10,0 100 100 100 100 100 100 78 84 96 52 12
90 29,9 100 100 100 100 100 30,0 100 100 100 100 100 30,5 100 100 100 100 60
0-1 60 21,5 100 100 100 100 100 16,7 100 100 100 100 100 20,0 100 100 100 100 52
Aleatério 30 87 100 100 100 100 100 96 98 100 100 100 100 10,0 94 100 100 70 16
90 29,5 100 100 100 100 100 30,5 100 100 100 100 98 30,2 8 100 100 96 58
1 60 19,7 100 100 100 100 100 20,3 100 100 100 100 94 201 60 96 100 90 48
200 30 99 98 100 100 98 98 101 76 94 100 88 48 100 30 60 88 54 26

9 30,8 100 100 100 100 100 30,2 98 100 100 100 94 30,0 16 48 88 62 20
0-1 60 205 100 100 100 100 98 206 80 98 100 96 72 184 22 42 88 46 10
30 92 98 100 100 100 98 98 90 100 100 98 84 104 10 28 36 10 10

M, a Ms = marcas moleculares; grau de dominéncia 1 = dominéncia completa e 0-1 = dominéncia parcial; h? = herdabilidade em porcentagem; VG= porcentual da
variancia fenotipica explicada pelo QTL; e * = localizagado do QTL.

42



Tabela 5 — Poder de detec¢cdo do QTL em porcentagem de testes significativos a 5% no modelo de regressao linear, para cada marca molecular, utilizando o
método da marca simples, em funcdo da caracteristica capacidade de expansao (mg/l) com diregdo de dominancia bidirecional, nivel de saturagdo do
mapa, tamanho do composto, grau de dominancia, herdabilidade e diferenca de freqiiéncias de mesma marca entre os genitores

Nivel de Tamanho Diferenga minima de freqiiéncia das marcas
saturacéo do d Graude 2 1,0 0,9 0,8
domapa composto O ol VG M1 M2 M3* M4 M5 VG M1 M2 M3* M4 M5 Ve M1 M2 M3* M4 M5
90 30,4 100 100 100 100 100 296 100 100 100 100 100 29,8 100 100 100 100 100
1 60 20,2 100 100 100 100 100 19,5 100 100 100 100 100 15,7 100 100 100 100 100
1.000 30 10,1 100 100 100 100 100 8,7 100 100 100 100 100 10,1 100 100 100 100 100
90 29,8 100 100 100 100 100 30,0 100 100 100 100 100 29,5 100 100 100 100 100
0-1 60 16,3 100 100 100 100 100 21,3 100 100 100 100 100 20,7 100 100 100 100 100
Alto 30 92 100 100 100 100 100 11,0 100 100 100 100 100 10,0 100 100 100 100 100
90 30,2 100 100 100 100 100 30,4 94 100 100 98 84 303 60 66 90 92 78
1 60 20,1 100 100 100 100 100 200 70 90 100 92 72 200 22 34 5 60 30
200 30 10,0 100 100 100 100 100 113 10 12 30 16 10 127 70 78 100 100 78
90 29,8 100 100 100 100 100 30,4 90 98 100 100 82 304 100 100 100 100 100
0-1 60 194 100 100 100 100 100 194 56 84 98 88 70 187 68 70 96 98 66
30 10,0 100 100 100 100 100 91 36 50 74 66 34 91 64 64 86 94 46
90 29,8 100 100 100 100 100 30,0 100 100 100 100 100 30,4 100 100 100 100 92
1 60 19,9 100 100 100 100 100 20,0 100 100 100 100 100 21,0 100 100 100 100 92
1.000 30 10,0 100 100 100 100 100 94 100 100 100 100 100 101 78 82 90 50 18
90 30,2 100 100 100 100 100 30,0 100 100 100 100 100 30,4 100 100 100 100 98
0-1 60 19,0 100 100 100 100 100 17,1 100 100 100 100 100 20,9 100 100 100 94 54
Aleatério 30 10,0 100 100 100 100 100 10,5 100 100 100 100 100 9,2 100 100 100 88 48
90 29,9 100 100 100 100 100 304 76 94 98 82 52 306 80 100 100 94 66
1 60 20,0 100 100 100 100 98 202 70 90 92 72 50 203 64 80 100 90 42
200 30 100 94 100 100 98 8 10,8 82 96 100 94 58 10,8 4 2 14 18 0

90 296 100 100 100 100 100 304 100 100 100 100 98 30,2 30 70 98 88 46
0-1 60 19,7 100 100 100 100 100 200 92 100 100 98 68 176 36 64 94 70 34
30 88 98 100 100 100 94 97 40 90 98 82 50 100 36 52 88 58 18

M, a Ms = marcas moleculares; grau de dominéncia 1 = dominéncia completa e 0-1 = dominéncia parcial; h? = herdabilidade em porcentagem; VG= porcentual da
variancia fenotipica explicada pelo QTL; e * = localizagado do QTL.

43



Tabela 6 — Poder de detec¢cdo do QTL em porcentagem de testes significativos a 5% no modelo de regressao linear, para cada marca molecular, utilizando o
método da marca simples, em funcdo da caracteristica crescimento liquido relativo (%) com direcdo de dominéncia negativa, nivel de saturagcado do
mapa, tamanho do composto, grau de dominancia, herdabilidade e diferenca de freqiiéncia de mesma marca entre os genitores

Nivel de Tamanho Diferenga minima de freqiiéncia das marcas
saturacéo do d Graude 2 1,0 0,9 0,8
domapa composto O ol VG M1 M2 M3* M4 M5 VG M1 M2 M3* M4 M5 Ve M1 M2 M3* M4 M5
90 30,4 100 100 100 100 100 30,0 100 100 100 100 100 30,3 100 100 100 100 100
1 60 20,2 100 100 100 100 100 20,0 100 100 100 100 100 20,2 100 100 100 100 100
1.000 30 10,1 100 100 100 100 100 10,0 100 100 100 100 100 10,1 100 100 100 100 100
90 29,8 100 100 100 100 100 30,5 100 100 100 100 100 29,8 100 100 100 100 100
0-1 60 16,9 100 100 100 100 100 21,7 100 100 100 100 100 20,6 100 100 100 100 100
Alto 30 95 100 100 100 100 100 12,2 100 100 100 100 100 116 100 100 100 100 100
90 30,2 100 100 100 100 100 299 10 24 44 38 10 304 100 100 100 100 100
1 60 20,1 100 100 100 100 100 19,9 6 14 36 22 12 203 94 100 100 100 96
200 30 10,0 100 100 100 98 100 10,0 8 8 18 6 4 101 70 76 96 94 58
90 29,7 100 100 100 100 100 29,7 40 66 9 82 36 30,0 100 100 100 100 100
0-1 60 198 100 100 100 100 100 173 42 58 86 76 36 200 100 98 100 100 98
30 88 100 100 100 100 100 10,2 8 24 42 22 18 91 46 60 94 84 56
90 29,8 100 100 100 100 100 30,8 100 100 100 100 100 29,9 100 100 100 100 100
1 60 19,9 100 100 100 100 100 20,6 100 100 100 100 100 19,9 100 100 100 100 98
1.000 30 10,0 100 100 100 100 100 10,2 100 100 100 100 100 10,0 100 100 100 100 70
90 30,2 100 100 100 100 100 30,8 100 100 100 100 100 30,0 100 100 100 100 100
0-1 60 19,0 100 100 100 100 100 244 100 100 100 100 100 20,1 100 100 100 100 96
Aleatério 30 11,2 100 100 100 100 100 10,6 100 100 100 100 100 10,5 100 100 100 100 76
90 29,6 100 100 100 100 100 30,2 100 100 100 100 96 306 8 98 100 98 56
1 60 24,3 100 100 100 100 100 20,1 98 100 100 100 90 204 78 90 100 88 50
200 30 121 96 98 100 100 94 100 78 98 100 94 62 102 42 58 96 54 18

90 30,0 100 100 100 100 100 30,2 100 100 100 100 96 30,3 8 100 100 98 64
0-1 60 190 100 100 100 100 100 193 100 100 100 100 86 179 58 76 100 82 44
30 93 9% 100 100 100 98 100 80 94 98 96 58 100 42 66 94 56 22

M, a Ms = marcas moleculares; grau de dominéncia 1 = dominéncia completa e 0-1 = dominéncia parcial; h? = herdabilidade em porcentagem; VG= porcentual da
variancia fenotipica explicada pelo QTL; e * = localizagado do QTL.
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4.2.2- Teste de dominancia no loco do marcador

Na avaliagdo do teste de dominancia com base no termo quadratico do
modelo de regressdo, o poder do teste em revelar dominéncia nos locos
marcadores foi considerado eficiente quando, em pelo menos 70% das
repeticdes, o teste foi significativo a 5% de probabilidade.

Em relagcdo as trés caracteristicas idealizadas foi detectada dominancia
de forma satisfatéria, pelas marcas na regido do QTL, somente nos compostos
derivados do cruzamento entre genitores com diferenga minima de frequéncia
de mesma marca maior ou igual a 0,9 e com amostra de 1.000 individuos
genotipados (Tabelas 7, 8 e 9). Algumas excecgdes, principalmente nos
compostos com diferenca de 0,9, foram observadas a medida que se reduziu a
herdabilidade, entretanto mesmo com menor herdabilidade as marcas
flanqueadoras ainda apresentaram poder de detecgao superior a 70%.

Nos compostos equivalentes a uma F,, porém com 200 individuos
genotipados, foi detectada dominancia de forma satisfatoria apenas quando
dominancia completa e nos locos marcadores mais proximos do QTL (Tabelas
7, 8 e 9). Excecao para a caracteristica crescimento liquido relativo, quando
houve nivel alto de saturagcdo do mapa, em que todos marcadores detectaram
dominancia de forma satisfatéria quando dominadncia completa e quando
dominéncia parcial, nas herdabilidades de 90 e 60% (Tabela 9) . Paras as trés
caracteristicas, em todos os compostos em que foi detectada dominancia em
todos os locos marcadores associados ao QTL de forma satisfatoria, o poder
do teste nao foi influenciado pelo nivel de saturagdo do mapa.

No entanto, a detecgdo de dominancia nos locos marcadores foi
dependente do numero de individuos genotipados e da diferenga minima de
freqiéncia de mesma marca entre os genitores, sendo mais eficiente em
compostos com tamanho de amostra igual a 1.000 e diferenca de frequéncia de

mesma marca entre genitores maior ou igual 1 (Tabelas 7, 8 e 9).
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Tabela 7 — Teste para dominancia no loco do QTL em porcentagem de testes significativos a 5% no modelo de regresséo quadratico, para cada marca molecular,
utilizando o método da marca simples, em fungédo da caracteristica produgcéo (g/planta) com dire¢do de dominancia positiva, nivel de saturagdo do

mapa, tamanho do composto, grau de dominancia, herdabilidade e diferenca de freqiiéncia de mesma marca entre os genitores

Diferenga minima de frequiéncia das marcas

Nivel de saturagéo Tamanho do Grau de 2
do mapa composto dominancia 1.0 0y 0.8
M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5
90 100 100 100 100 100 78 100 100 100 100 74 64 92 84 66
1 60 100 100 100 100 100 60 86 100 100 94 60 42 78 58 46
1.000 30 100 100 100 100 100 34 64 92 96 64 12 30 42 38 20
90 100 100 100 100 100 66 80 98 88 76 82 58 84 74 60
0-1 60 98 100 100 100 100 56 82 98 96 80 10 6 10 8 10
Alto 30 96 96 100 100 96 14 36 56 50 28 40 40 56 52 38
90 90 98 100 100 96 16 28 64 36 6 12 22 30 32 20
1 60 78 90 92 94 84 18 30 50 20 4 8 8 20 16 16
5 30 46 58 62 60 48 6 14 18 16 6 12 18 14 12 12
00 90 66 84 92 90 74 4 6 12 8 4 28 20 52 40 30
0-1 60 18 32 32 30 16 22 22 42 38 18 16 8 22 26 20
30 14 20 32 28 20 28 24 56 20 8 12 2 6 8 4
90 100 100 100 100 100 84 100 100 100 50 28 58 86 18 14
1 60 100 100 100 100 100 56 98 100 94 36 16 52 68 16 8
1.000 30 98 100 100 100 98 36 86 80 72 26 14 16 32 8 12
90 100 100 100 100 100 82 100 100 100 46 26 44 66 18 14
0-1 60 100 100 100 100 100 36 72 56 50 18 14 12 12 10 4
Aleatério 30 24 36 60 46 36 22 54 66 62 12 12 6 8 14 4
90 78 98 100 94 54 18 18 20 4 0 18 28 38 8 4
1 60 58 90 98 74 36 8 10 14 6 2 10 22 32 6 18
200 30 24 64 68 36 24 0 4 10 16 6 8 12 16 8 4
90 62 94 100 90 58 10 24 46 24 8 24 22 58 22 4
0-1 60 64 88 94 74 52 6 24 44 12 12 12 14 18 8 8
30 14 26 44 24 18 8 6 6 8 2 10 6 20 4 2

M, a M5 = marcas moleculares; grau de dominancia 1 = dominancia completa e 0-1 = dominancia parcial; h? = herdabilidade em porcentagem; e * = localizagao do

QTL.
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Tabela 8 — Teste para dominancia no loco do QTL em porcentagem de testes significativos a 5% no modelo de regresséo quadratico, para cada marca molecular,
utilizando o método da marca simples, em fungdo da caracteristica capacidade de expanséo (mg/l) com direcdo de dominancia bidirecional, nivel de
saturacéo do mapa, tamanho do composto, grau de dominancia, herdabilidade e diferenga de freqiiéncia de mesma marca entre os genitores

Diferenga minima de frequéncia das marcas

Nivel de saturagao Tamanho do Grau de 2
do mapa composto dominancia h 1.0 be 08
M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5
90 100 100 100 100 100 84 100 100 100 100 72 66 90 88 76
1 60 100 100 100 100 100 72 98 100 100 100 46 30 60 64 58
1.000 30 92 100 100 100 96 20 60 100 100 82 10 12 28 28 22
90 100 100 100 100 100 4 16 64 76 66 8 10 20 20 12
0-1 60 10 10 8 4 0 18 54 92 98 88 44 44 82 82 60
Alto 30 62 78 94 88 76 8 36 60 64 38 6 4 12 8 6
90 92 100 100 100 98 30 50 86 62 20 18 24 60 66 18
1 60 60 90 98 92 76 30 32 66 42 18 12 26 38 40 22
200 30 32 52 70 62 50 6 24 48 18 8 6 10 12 8 8
90 54 68 92 76 72 30 44 78 62 24 4 12 16 6 24
0-1 60 16 26 30 20 10 12 24 46 38 22 8 14 38 26 18
30 12 18 24 22 10 10 6 26 16 4 2 10 8 8 6
90 100 100 100 100 100 76 100 100 96 30 26 40 90 12 10
1 60 100 100 100 100 98 44 94 96 88 18 16 22 74 20 6
1.000 30 76 98 100 94 70 20 68 66 20 2 20 20 52 10 8
90 94 100 100 100 92 48 100 100 74 14 10 18 64 24 6
0-1 60 62 98 100 74 46 6 8 18 12 10 12 26 52 12 6
Aleatério 30 38 84 98 66 22 22 60 40 20 4 2 12 8 14 6
90 44 86 96 80 36 14 44 70 38 18 10 18 42 6 12
1 60 56 88 100 88 40 8 28 62 28 4 10 12 30 12 12
5 30 22 44 62 32 20 12 16 36 10 4 6 10 24 6 6
00 90 48 84 100 72 38 10 12 32 8 0 20 26 40 16 2
0-1 60 34 62 90 52 28 8 22 32 16 2 4 8 4 10 2
30 8 16 18 8 8 4 8 4 0 6 2 14 12 0 2

M, a M5 = marcas moleculares; grau de dominancia 1 = dominancia completa e 0-1 = dominancia parcial; h? = herdabilidade em porcentagem; e * = localizagao

QTL.
47

Q

(o]



Tabela 9 — Teste para dominancia no loco do QTL em porcentagem de testes significativos a 5% no modelo de regresséo quadratico, para cada marca molecular,
utilizando o método da marca simples, em fungédo da caracteristica crescimento liquido relativo (%) com direcdo de dominancia negativa, nivel de
saturacéo do mapa, tamanho do composto, grau de dominancia, herdabilidade e diferenga de freqiiéncia de mesma marca entre os genitores

Diferengca minima de freqiéncia das marcas
1,0 0,9 0,8
M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5
90 100 100 100 100 100 96 100 100 100 100 76 62 94 80 74
1 60 100 100 100 100 100 84 100 100 100 100 50 48 82 62 60
30 100 100 100 100 100 62 84 100 96 88 32 20 48 40 36

Nivel de saturagao Tamanho do Grau de h2
do mapa composto dominancia

1.000 90 100 100 100 100 100 66 92 100 100 100 26 32 50 34 28

0-1 60 98 98 100 100 100 66 88 100 100 8 8 8 28 28 24

Al 30 9 100 100 100 100 60 88 100 100 88 22 12 38 32 22

90 98 100 100 100 100 40 64 86 72 22 14 22 38 32 26

1 60 92 98 100 98 94 26 42 64 54 12 14 8 26 26 18

200 30 66 74 92 8 76 14 30 46 28 6 6 6 10 12 8

90 96 100 100 100 98 24 46 76 44 12 10 18 18 8 18

0-1 60 8 92 100 100 9 10 4 6 2 2 10 12 4 12 18

30 36 34 44 44 22 6 14 20 22 8 6 4 4 2 6

90 100 100 100 100 100 32 88 96 78 22 28 60 100 40 14

1 60 100 100 100 100 100 64 100 100 96 38 18 44 8 20 12

000 30 92 100 100 100 96 12 38 52 20 8 14 18 62 18 2

90 98 100 100 100 100 24 50 66 48 26 18 28 92 24 10

0-1 60 84 100 100 100 76 40 84 94 72 16 20 26 72 18 6

Aeatr 30 9 100 100 100 90 12 22 28 10 10 6 16 44 12 12

eatorio 90 32 44 66 34 22 28 56 8 36 2 16 22 46 14 1

1 60 70 96 100 90 62 24 46 74 30 14 14 16 28 12
200 30 52 8 80 52 30 12 34 32 8 2 8 12 12 10

0-1 60 12 28 42 22 20 14 32 54 12 2 10 8 10 4
30 12 14 12 10 10 4 18 32 8 8 12 12 18 2

M, a M5 = marcas moleculares; grau de dominancia 1 = dominancia completa e 0-1 = dominancia parcial; h? = herdabilidade em porcentagem; e * = localizagao
QTL.
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4.2.3- Avaliacao dos efeitos de substituicdo de marca e dos desvios de
dominancia no loco do marcador

As analises de regressao nos modelos linear e quadratico possibilitaram
a estimacao dos efeitos de substituicdo de marca (av) e dos desvios de
dominéncia (du) nos locos marcadores do QTL, respectivamente.

Em relagao ao efeito de substituicdo da marca, quando se tem interesse
em aumentar o valor fenotipico do carater a selecao deve ser feita a favor das
marcas com sinal positivo, e quando o interesse for e diminuir o valor fenotipico
a selecao deve ser feita a favor das marcas com sinal negativo. Em virtude do
interesse no aumento da expressao para os trés caracteres idealizados, o
melhorista deve praticar selecdo contra os marcadores na regido do QTL com
sinal negativo para este efeito (Tabelas 10, 11 e 12).

Na avaliagdo da magnitude dos efeitos de substituicdo da marca, para
todos os marcadores na regido do QTL, foram verificados efeitos de
magnitudes semelhantes entre as marcas para cada situacéo e tendéncia de
maior efeito para as marcas localizadas mais proximas ao QTL, com raras
excecgdes. Portanto, pode-se afirmar que a magnitude do efeito de substituicdo
de marca é determinada apenas pela distancia entre os marcadores e o QTL,
uma vez que foram estas que apresentaram maior efeito (Tabelas 10, 11 e 12).

Quanto a avaliagdo dos efeitos dos desvios de dominéncia dos
marcadores na regiao do QTL, para a caracteristica produgéo determinada por
QTL parcialmente positivo, verificou-se que os efeitos dos desvios de
dominancia estimados nos locos marcadores foram consistentes em revelar a
direcdo de dominéancia no loco do QTL em todos os compostos (Tabela 10).
Resultado equivalente ocorreu com QTL favoravel dominante positivo apenas
em populagdes de mapeamento equivalente a F», com 1.000 genotipados. Para
a caracteristica capacidade de expansao, os sinais dos efeitos dos desvios de
dominancia variam entre positivo e negativo, para os locos marcadores na
regido do QTL, em cada situagédo (Tabela 11). Esse fato esta relacionado a
condicdo de diregdo de dominancia bidirecional, estabelecida para esta
caracteristica. Assim, nao foi possivel determinar quais marcas tém efeito
positivo ou negativo sobre a caracteristica. Em relacdo a caracteristica

crescimento liquido relativo, determinada por QTL dominante recessivo, foi
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observada, quase sem excecdo, a adequacao das estimativas dos efeitos de
dominancia nos locos dos marcadores em revelar a diregcdo de dominancia no
loco do QTL, independentemente do grau de dominancia (Tabela 12).

A obtencdo de mapas moleculares e analise de QTL, a partir de
populacdes endogamicas ou de populagbes exogamicas estruturadas em
familias, com base em anadlise de ligagcdo classica é bastante explorada.
Porém, a obtencdo de mapas genéticos e analise de QTL, a partir de
populagdes ndo-endogamicas e nao-estruturadas em familias, com base em
desequilibrio de fase gamética ainda nao havia sido alvo especifico de estudo.
Assim, espera-se que este trabalho contribua para o avango nos estudos de
mapeamento genético e analise de QTL, em populagdes ndo-endogédmicas e

ndo-estruturadas em familias, com base em desequilibrio de fase gamética.
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Tabela 10 — Médias das estimativas dos efeitos de substituicdo da marca (aw) no modelo de regressao linear e dos desvios de dominancia no loco do marcador (du),
modelo quadratico, utilizando o método da marca simples, em fungéo da caracteristica produgéo (g/planta) com diregao de dominancia positiva, nivel
de saturacdo do mapa, tamanho do composto, grau de dominancia, herdabilidade e diferenca de frequéncia de mesma marca entre os genitores

Tamanho do Grau de

Diferenca minima de freqiiéncia das marcas

Nivel de saturagdo au de Efeitos  h? 10 0.9 0.8
do mapa composto dominancia
M1 M2  M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5
90 -381 424 -464 -453 419 -434 515 6,08 6,02 517 555 -523 6,14 596 6,96
Owm 60 -3,83 425 -463 -454 417 -437 515 6,06 6,03 518 545 -514 6,00 594 6,98
30 -365 -407 -448 -438 408 -437 505 595 591 511 543 -502 6,03 562 6,63
1 90 490 563 635 608 530 -124 -189 -282 -3,15 -247 -159 -139 -2,16 -2,03 -2,73
dm 60 483 554 626 602 525 -122 -178 -285 -3,12 -243 -166 -140 -2,18 -191 -2,70
30 492 572 647 6,19 538 -136 -2,08 -301 -344 -261 -140 -153 -213 -217 -3,07
1000 90 -429 -476 -521 -510 471 -369 445 549 564 472 398 -354 428 418 559
Om 60 -427 -476 -523 -509 469 -354 428 526 543 455 470 -430 515 499 6,26
30 -427 473 -514 -506 466 -3,75 449 562 575 476 319 -280 340 334 493
. 90 214 247 280 273 241 083 097 140 144 1,08 134 105 141 139 197
dm 60 1,83 206 229 232 205 103 140 208 225 168 040 015 040 031 0,59
30 299 33 38 366 311 078 117 188 183 136 18 169 230 240 3,18
Alto 90 8,74 946 10,12 9,84 923 -151 213 -326 -29 -169 335 374 536 566 3,74
Owm 60 8,77 950 10,06 9,82 930 -148 205 -323 -297 -168 325 371 523 563 3,90
30 890 9,56 10,30 10,13 9,63 -1,65 225 -347 -338 -162 345 376 568 6,31 3,90
1 90 446 -500 -591 -556 -499 -134 -173 -276 -227 -092 -083 -1,18 -1,80 -2,14 -1,00
dm 60 -437 -503 -587 -561 -498 -142 -199 -279 -218 -084 -085 -105 -181 -2,13 -0,61
30 -450 -503 -6,04 -548 -480 -100 -162 -232 -2,16 -046 -0,70 -123 -141 -135 -1,54
200 90 9,04 9,73 1049 10,15 954 -250 3,19 -440 -390 -266 204 226 347 392 240
Om 60 889 9,57 10,31 10,04 939 -297 369 -491 -427 -303 204 227 342 386 228
30 8,70 961 10,33 10,18 944 -3,04 385 -475 -415 -321 255 297 455 480 3,30
. 90 302 373 415 381 318 068 060 101 093 060 09 09 188 205 092
dm 60 1,72 228 252 224 177 149 168 262 246 176 1,13 098 181 205 1,07
30 251 310 3,71 361 305 268 266 446 364 210 060 025 128 1,16 1,04
Continua ...
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Tabela 10 - Continuagdo

90 -6,16 -763 834 731 6,08 -450 573 589 -569 410 161 193 261 128 0,62
Om 60 -6,14 -750 830 725 6,01 -446 572 591 -580 417 158 193 265 126 0,61
30 -627 -768 838 748 6,18 -462 584 6,02 -571 425 160 191 265 135 0,71

90 470 687 817 6,03 441 -154 -264 -2,77 -234 -123 051 088 145 037 0,15

dw 60 474 698 821 587 433 -148 -258 -266 -233 -134 054 1,04 147 038 -0,01

30 471 707 831 6,04 439 -161 -2,70 -290 -25 -135 057 092 147 059 0,55

1000 90 -656 -799 884 777 646 -298 398 38 -425 284 195 243 327 162 0,89

(oW 60 -655 -793 877 7,71 641 -334 438 428 -458 313 217 277 357 167 1,00

30 -661 -804 888 786 662 -287 406 395 -435 298 204 265 356 174 09

o 90 311 4,76 571 420 304 125 217 225 228 09 047 071 100 040 0,34

dm 60 391 59 727 525 386 081 133 115 121 0580 020 045 048 025 0,33

» 30 146 200 238 202 174 08 19 20 218 09 038 049 049 049 032
Aleatdrio 90 724 -881 966 854 722 432 661 759 -573 412 184 -234 349 270 1,52
Om 60 747 -902 983 838 703 419 635 739 -564 398 181 -237 348 263 1,57

30 753 -904 994 887 743 424 644 732 -544 399 1,75 -225 342 265 148

1 90 -397 -58 -681 -48 -321 -08 -106 -127 -068 -033 -069 -1,17 -181 -098 -0,53

dm 60 -422 -6,14 -708 -505 -309 -101 -140 -157 -097 -088 -060 -127 -2,07 -121 -0,78

30 -385 -596 693 487 -331 -10 -118 -152 -049 -012 -0,56 -097 -171 -121 -0,80

200 90 7,77 -938 1022 882 729 326 520 608 -440 3,18 064 -095 18 1,59 0,67

Om 60 766 -927 10,07 871 74 311 500 584 -413 309 089 -117 219 169 0,75

o 30 782 -942 1032 879 729 083 134 158 -120 09 085 -1,19 194 162 0,88

90 381 555 65 483 327 052 138 185 140 0,81 053 065 164 099 0,15
dm 60 419 6,03 697 504 332 092 187 270 15 110 029 037 115 070 021
30 290 405 473 359 258 026 0,77 105 062 031 034 033 129 0,72 030

M1 a Ms = marcas moleculares; grau de dominancia 1 = domin&ncia completa e 0-1 = dominancia parcial; h? = herdabilidade em porcentagem; e * = localizagdo do QTL.
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Tabela 11 — Médias das estimativas dos efeitos de substituicdo da marca (aw) no modelo de regressao linear e dos desvios de dominancia no loco do marcador (du),
modelo quadratico, utilizando o método da marca simples, em fungao da caracteristica capacidade de expansao (mg/l) com diregdo de dominéncia
bidirecional, nivel de saturagao do mapa, tamanho do composto, grau de dominancia, herdabilidade e diferenga de freqliéncia de mesma marca entre
0s genitores

Diferenga minima de freqiiéncia das marcas

Nivel de saturagao Tamanho do Grguﬂde. Efeitos W2 10 0.9 0.8
do mapa composto dominancia

M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2  M3* M4 M5

90 -1,21 1,35 -148 -144 133 -146 1,70 199 194 167 178 -167 198 19 221

Om 60 1,21 1,35 -148 -144 134 -145 169 197 194 168 095 -0,82 09 092 1,36

30 -1,23 -138 -150 -147 137 -081 09 120 127 101 179 -165 199 188 2,18

1 90 -1,12 140 -169 -162 -142 -043 -074 -119 -135 -1,04 -053 -046 -066 -0,69 -0,98

dm 60 -1,17 146 -172 -164 -143 -052 -082 -127 -138 -103 040 031 050 059 0,77

30 -086 -1,11 -137 -129 -108 034 059 104 123 089 -027 -0.34 -0,56 -054 -0,79

1000 90 -1,21 1,35 -148 -144 133 -135 161 195 19 166 165 -153 182 177 2,15

Om 60 -1,20 -1,34 -147 145 133 -141 169 203 203 172 104 -091 1,11 111 1,63

30 -1,24 -138 -150 -148 137 -140 168 198 19 170 166 -153 184 180 2,26

o 90 081 098 114 1,08 090 000 -013 -026 -0,39 -0,3¢ -0,10 -0,90 -0,17 -0,16 -0,21

dm 60 -0,06 -0,00 0,03 0,06 004 -018 -037 -061 -0,70 -056 046 040 065 072 0,93

30 053 o064 077 074 060 -0,19 -037 -061 -0,73 -049 -0,06 -0,06 -0,22 -0,24 -0,08

Alto 90 261 283 305 29% 280 -08 109 -143 -120 -084 048 055 09 1,07 0,70
Om 60 264 284 310 299 278 -08 107 -140 -124 -089 048 056 088 1,07 0,73

30 253 274 298 293 275 -039 060 -105 -097 -058 119 138 204 243 1,56

1 90 -160 -181 -213 -198 -173 064 077 124 103 057 026 038 083 098 0,33

dm 60 1,20 165 206 187 148 079 083 127 1,11 063 036 044 083 101 059

30 -139 -173 -215 -198 -178 -057 -087 -153 -1,15 -0,58 -0,22 -047 -0,63 -0,67 -0,36

200 90 290 313 337 327 308 -08 109 -143 -124 -08 103 1,16 168 1,79 1,12

Om 60 29 3,18 341 329 308 -075 098 -133 -110 -0,73 066 0,72 1,16 1,28 0,77

30 291 312 336 327 306 -073 091 -127 -116 -076 094 100 147 158 1,00

o 90 -084 -091 -110 -105 -094 059 071 114 098 061 -004 -0,16 -0,21 -0,21 -0,14

dm 60 046 062 072 063 040 041 053 097 09 068 029 031 066 069 0,20

30 075 105 110 098 092 047 046 08 070 036 004 009 030 023 0,28
Continua ...

53



Tabela 11 - Continuagdo

90 -1,99 -242 267 235 198 -09% 128 124 -138 09 094 114 145 0,75 0,46

Om 60 -1,98 -240 266 234 197 -093 124 122 -135 092 09 113 145 0,79 0,50

30 -1,99 -243 266 232 19 -132 167 171 -165 120 052 0,61 0,80 046 0,31

1 90 -1,02 -164 -199 -142 -1,01 03 075 076 068 021 -021 -028 -054 -0,12 0,03

dw 60 -1,09 -167 -209 -154 -102 03 073 073 074 022 -014 -027 -056 -026 -0,19

30 -1,02 -147 -191 -137 -0% -03 -0,72 -0,72 -0,38 -0,0 0,26 035 0,61 0,17 0,15

1000 90 217 -264 292 256 215 -139 179 183 -177 126 087 110 142 080 0,51
Om 60 2,14 -262 289 253 211 -125 1,61 164 -165 118 060 0,75 1,01 0,51 0,30

30 2,10 -262 289 253 214 -108 143 140 -145 098 080 097 126 064 036

o 90 -0,78 -1,16 -139 -1,01 -0,64 -034 -065 -069 -044 -019 -009 -0,15 -036 -0,19 -0,12

dm 60 059 09 107 o067 044 -005 -015 -0,17 -0,11 -0,07 0,09 023 040 012 0,04

o 30 065 106 130 083 05 030 059 052 030 004 -014 -0,15 -020 0,04 -0,02
Aleatdrio 90 234 -286 311 274 232 441 6,13 686 -508 357 059 -075 1,12 088 0,54
Om 60 233 -285 312 270 233 09 140 165 -1,11 085 057 -0,73 1,11 0,90 0,50

30 2,27 -281 312 261 218 159 233 264 -188 140 017 -0,17 044 039 0,07

1 90 -085 -145 -1,78 -123 -0,756 022 042 060 057 -0,15 -0,14 -0,29 -0,53 -0,29 -0,14

dm 60 -1,31 -2,04 -248 -1,79 -1,13 025 0,81 1,26 073 028 -0,16 -0,31 -0,62 -0,29 -0,23

30 -1,36 -1,77 -220 -155 -105 -061 -106 -141 -085 -020 0,24 0,31 0,72 041 -0,10

200 90 247 -299 327 28 240 134 206 239 -178 131 027 -037 069 059 029
Om 60 242 -293 324 277 228 115 1,77 205 -147 101 037 -045 0,81 0,66 0,40

30 246 -293 323 278 223 106 174 203 -159 115 037 -045 0,81 0,66 0,40

o 90 -087 -137 -164 -115 -0,73 -024 -037 -049 -027 -011 0,14 015 04 0,16 -0,10

dw 60 081 136 162 124 087 004 041 058 037 015 -002 -0,07 0,07 0,06 0,02

30 049 091 09 059 044 -001 -0,02 0,00 009 0,07 -002 -007 007 006 0,02

M1 a Ms = marcas moleculares; grau de dominancia 1 = dominéncia completa e 0-1 = dominancia parcial; h? = herdabilidade em porcentagem; e * = localizagédo do QTL.
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Tabela 12 — Médias das estimativas dos efeitos de substituicdo da marca (aw) no modelo de regressao linear e dos desvios de dominancia no loco do marcador (du),
modelo quadratico, utilizando o método da marca simples, em fungao da caracteristica crescimento liquido relativo (%) com diregdo de dominéncia
negativa, nivel de saturagdo do mapa, tamanho do composto, grau de dominéancia, herdabilidade e diferenga de freqiéncia de mesma marca entre os
genitores

Diferengca minima de freqiiéncia das marcas
Efeitos h? 1,0 0,9 0,8

M1 M2 M3~ M4 M5 M1 M2 M3* M4 M5 M1 M2 M3~ M4 M5

90 -3,47 -385 -422 -412 3,79 -433 505 591 578 500 532 -507 594 569 6,68

Om 60 -356 -395 -430 -418 384 -431 506 592 576 500 534 -510 591 572 6,71
30 -3,47 -388 -429 -418 382 -429 505 596 58 506 532 -506 589 571 6,88

90 -452 522 -596 -566 -499 -197 -278 -404 -436 -337 -173 -151 -230 -2,10 -3,07

dw 60 -462 -531 -599 -573 -506 -194 -279 -405 -434 -346 -1,70 -147 -236 -2,18 -3,08
30 -454 512 -585 -561 -492 -202 -260 -38 -426 -340 -190 -147 -236 -2,13 -3,39

Nivel de saturacdo do  Tamanho do Grau de
mapa composto dominancia

1000 90 -348 -387 -425 -414 382 -413 489 585 586 504 498 -467 555 538 6,56
oY) 60 -349 -386 423 -412 381 -429 508 6,05 6,04 518 504 -4,77 554 543 6,59
30 -3,47 -392 -432 -422 387 -457 533 630 620 531 542 -525 6,20 594 7,15
o1 90 -3,21 -3,82 -443 -420 -367 -093 -137 -198 -214 -167 -0,84 -0,73 -1,04 -0,87 -1,29
dwm 60 -1,76 195 -212 -200 -1,78 -125 -184 -257 -280 -208 -0,50 -055 -1,06 -1,01 -1,54
30 -2,53 -303 -359 -348 -312 -18 -2,76 -39 -433 -315 -139 -132 -192 -187 -223
Alto 90 764 830 8,91 8,68 8,17 -0,81 1,29 -239 -222 -099 341 3,87 544 558 3,78
oY) 60 7,73 833 893 8,61 8,06 -0,66 1,31 -238 -223 -088 344 394 546 5,61 3,88
30 754 818 8,76 8,51 79 -074 129 -225 -211 -0,80 3,31 3,72 528 576 3,94
! 90 -6,01 -6,70 -7,77 -7,33 -6,49 -224 -291 -442 -3;71 -1,74 -120 -145 -231 -2,72 -1,29
dwm 60 -6,08 -6,64 -7,75 -7,34 -641 -194 -261 -418 -3,67 -167 -1,36 -141 -245 -292 -1,00
30 -5,81 660 -78 -745 -651 -206 -3,10 -468 -418 -193 -150 -1,79 -256 -247 -1,04
200 90 765 830 888 864 8,12 -1,43 1,96 -3,07 -2,84 -153 3,01 337 486 518 3,39
oY) 60 743 8,04 862 842 789 -178 237 -330 -295 -1,71 3,14 3,47 504 532 34
30 7,81 826 898 865 797 -128 185 -3,02 -283 -174 260 294 440 491 2,93
o1 90 496 -564 -668 -629 -560 -144 -19 -298 -239 -102 -064 -092 -1,09 -124 -0,49
dwm 60 -489 -564 -655 -6,28 -553 -043 -0,72 -099 -1,06 -0,34 -053 -055 -065 -0,98 -0,73
30 -341 -351 420 -389 -336 -130 -143 -291 -266 -063 -0,30 -042 0,08 -0,10 -0,45
Continua ...
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Tabela 12 — Continuagéo

90 -576 -69 7,66 6,79 574 -299 394 388 -425 293 304 367 464 2,72 181

Om 60 -567 -694 768 6,79 571 -2,71 3,59 347 -388 258 3,07 368 462 273 182

30 -547 660 729 64 547 -323 412 397 -426 2,75 3,03 3,81 4,74 274 1,80

1 90 -445 636 -749 -561 -405 064 152 169 126 030 -082 -110 -226 -1,02 -0,65

dw 60 -442 -6,26 -7,37 -547 -395 138 2,72 2,71 236 106 -0,77 -116 -227 -1,10 -0,58

30 -411 -6,01 -7,09 -544 -395 0,63 1,61 1,73 123 044 -091 -097 -238 -1,16 -0,44

1000 90 -625 -762 839 740 621 419 542 550 -545 387 2,74 334 424 236 149
Om 60 6,13 -752 829 73 6,15 -330 439 433 -48 319 268 332 4,18 238 1,53

30 -6,14 -746 823 732 6,05 -426 555 557 -531 365 279 333 419 244 1,60

o 90 -261 -387 -459 -351 -249 -050 -090 -102 -097 -063 -051 -0,71 -1,57 -0,69 -044

dm 60 2,09 -29 -350 -2717 -191 092 199 215 173 040 -046 -0,75 -163 -0,73 -0,48

o 30 -410 -585 -687 -522 -362 -069 -130 -13 -091 -060 -036 -0,70 -1,75 -0,62 -0,41
Aleatario 90 764 -925 1017 883 7,31 455 666 758 -590 415 196 -244 357 2,72 1,53
Om 60 720 -895 993 872 741 444 664 756 -582 402 206 -240 358 2,76 1,63

30 714 -866 944 818 7,01 452 6,31 722 -574 410 1,88 -245 3,79 241 1,35

1 90 169 237 282 215 158 -189 -350 -445 -276 -155 -082 -124 -218 -160 -0,88

dm 60 -522 -761 -88 -657 445 -189 -350 462 -287 -177 -078 -134 -218 -1,38 -0,59

30 -510 -719 -788 -581 -3,72 -202 -344 429 -19 -124 -063 -126 -193 -202 -1,58

200 90 742 -902 99 867 731 418 620 711 -545 382 165 -218 329 248 135
Om 60 721 -885 9,81 837 695 410 6,07 7,02 -524 38 133 -167 281 2,23 135

30 744 -894 979 863 746 437 625 713 -513 3,72 183 -226 333 266 1,38

o 90 -238 -360 -422 -312 -193 -154 -281 -357 -213 -124 -057 -094 -150 -0,92 -048

dm 60 -1,73 -247 -2,79 -215 -146 -127 -259 -334 -167 -08 -033 -053 -0,74 -066 -048

30 -128 -168 -17%6 -161 -127 -157 -278 -3,79 -202 -142 -038 -085 -141 -041 -0,15

M1 a Ms = marcas moleculares; grau de dominancia 1 = dominéncia completa e 0-1 = dominancia parcial; h?
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5- CONCLUSOES

A populagcao mais eficiente para o mapeamento € um composto de
segunda geragao equivalente a uma populagdo de mapeamento F,. Porém, se
estimar a ordem das marcas for tdo ou até mais importante que a estimacao do
tamanho do grupo de ligagdo, compostos obtidos de populagbes que
apresentarem diferenga minima de freqliéncia de mesma marca nos genitores

de até 0,8 também sao eficientes para o mapeamento.

A eficiéncia na recuperagao dos genomas paramétricos foi semelhante
entre os compostos de tamanhos diferentes, dentro de cada nivel de saturacao
do mapa. Assim, a utilizagdo de amostras de composto com 200 individuos
seria suficiente para resgatar as informagdes dos genomas paramétricos de
forma satisfatéria, sendo desnecessario avaliar e genotipar maior quantidade

de individuos.

Considerando todas as diferencas minimas de frequéncia de mesma
marca entre os genitores, constatou-se a recuperagao do genoma paramétrico

quando foi utilizado nivel aleatério de saturagdo do genoma.

O mapeamento por marca simples foi eficiente na detec¢cao de QTL.
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A contribuicdo de cada QTL para a variagdo fenotipica das
caracteristicas foi dependente da herdabilidade da caracteristica, sendo da

ordem de um terco de cada herdabilidade.
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