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RESUMO

SALGADO, Caio Césio, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2012.
Abordagem sobre estudo de heranca de carateres pela genética classica e
molecular. Orientador: Cosme Damido Cruz. Coorientadores: Eveline Teixeira Caixeta
e Leonardo Lopes Bhering.

O trabalho teve por objetivo caracterizar hipdteses genéticas de maior similaridade
utilizadas para prever padrdo de heranca de caracteristicas oligogénicas. Foi utilizado o
delineamento genético classico, envolvendo populacdo F, derivada de F; proveniente de
cruzamento entre pais homozigotos contrastantes, de caracteristica controlada por um,
dois e trés genes independentes e ligados. A este estudo foi também considerada a
agregacao de informacdes moleculares de individuos F, possibilitando o emprego de
analises gendbmicas para fins de complementacdo de informacdes e elucidacéo de testes
de hipoteses no caso de existir segregacdao ambigua em hipdteses concorrentes. Foram
simulados genomas parentais e populagbes F, de 100, 200, 400 e 600 individuos,
fenotipados e genotipados em relagcdo a cinco grupos de ligagdo contendo 11
marcadores co-dominantes por grupo de ligacdo, e saturacdo de 10 cM entre
marcadores. As populagBes simuladas foram acrescentadas caracteristicas fenotipicas
simuladas representando um padrdo de heranga binario de presenca e auséncia (O e 1) e
uma padrdo multicategorico representado por notas que variavam de zero a cinco. Teste
de genética classica, baseados em qui-quadrado, foram incapazes de identificar
corretamente o padrdo de heranca de caracteristicas controladas por genes ligados e
proporcionaram grande percentual de erro, principalmente em tamanhos populacionais
mais reduzidos, em teste com hipo6teses com segregacGes concorrentes proximas tais
como 3:1 e 13:3, 9:7 e 37:27 e 1:2:1 e 3:9:4, para caracteristicas fenotipicas binarias e
multicategdricas. As analises gendmicas foram realizadas pelas metodologias de
intervalo simples aplicadas aos estudos de deteccdo de QTL (quantitative trait loci)
demonstrando seu potencial na identificacdo dos genes, posicionamento e quantificacao

de seus efeitos sobre a expressdo da caracteristica.
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ABSTRACT

SALGADO, Caio Césio, D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, August, 2012.
Approach to study the inheritance of characters by classical genetics and
molecular. Adviser: Cosme Damido Cruz. Co-Advisers: Eveline Teixeira Caixeta and
Leonardo Lopes Bhering

The study aimed to characterize genetic hypothesis of greater similarity used to
predict the pattern of inheritance of characteristics oligogénicas. We used classical
genetic design involving F1, F2 population derived from crosses between
homozygous parents contrasting trait controlled by one, two and three independent
genes and linked. In this study, we also considered the aggregation of molecular
information from the F2 allowing the use of genomic analysis for completeness of
information and clarification of hypothesis testing where there is segregation
ambiguous competing hypotheses. Parental genomes were simulated and F2
populations 100, 200, 400 and 600 individuals, phenotyped and genotyped for five
linking groups containing 11 co-dominant marker by linking group, and overrun of
10 cm between markers. Simulated populations were added to the phenotypic
characteristics simulated representing a binary inheritance pattern of presence and
absence (0 and 1) and multicategorico represented by a standard scale ranging from
zero to five. Test of classical genetics, based on chi-square, were unable to correctly
identify the pattern of inheritance of traits controlled by genes linked and provided a
large percentage of error, especially in smaller population sizes in test hypotheses
with close competitors such as segregation 3:1 and 13:3, 9:7 and 37:27, and 1:2:1
and 3:9:4 for binary and phenotypic characteristics multicategoric. The genomic
analyzes were performed by simple interval methods applied to studies of detection
of QTL (quantitative trait loci) showing its potential in identifying genes, positioning

and quantification of their effects on the expression of the trait.
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INTRODUCAO GERAL

Uma definicdo amplamente conhecida de melhoramento de plantas foi a de Fehr
(1987) que o definiu como a arte e a ciéncia de modificar as plantas a fim de torna-las
mais Uteis ao homem. Durante o século XX, a populacdo do planeta passou de 1,5
milhdo de habitantes para 6,2 bilhGes. Esse espetacular incremento exerceu forte
pressdo sobre a necessidade de aumentar a produtividade das principais espécies
cultivadas. Efetivamente este fato ocorreu e foi uma das maiores contribuicdes da
ciéncia para a sociedade. Projecdes da ONU mostram que a populacdo mundial deve
alcancar 8,2 bilhdes de pessoas em 2030 e 9,1 bilhdes de pessoas em 2050. Esse
crescimento populacional deve ser concentrado principalmente nos paises menos
desenvolvidos da Asia, Africa e América Latina. Esses dados mostram um grande
desafio que as nagdes, principalmente as menos desenvolvidas, terdo de enfrentar nos
proximos anos: aumentar a producao de alimentos para que ndo haja fome no mundo.

Devido ao melhoramento, seja ele animal ou vegetal, os niveis de produtividade
atingido nos mais diversos campos da agricultura sdo surpreendentes. Para que o
melhoramento de plantas seja cada vez mais eficiente, as diferencas a serem detectadas
exigem que os experimentos sejam cada vez mais precisos e 0s conhecimentos pontuais,
gerados em diversos setores das ciéncias biologicas, se tornam cada vez mais
importantes para geracdo de tecnologia de andlise de dados permitindo maior acuracia
nos programas de melhoramento e melhoria efetiva da produtividade.

O que se observa é que modernas ferramentas de analises genéticas nao tem sido

aplicadas efetivamente ou contemplada a possibilidade de seu uso durante o



estabelecimento e a condugéo de experimentos. Como a gendémica tem uma abordagem
ampla na genética, o conhecimento dos processos e as descobertas cientificas, que
culminaram em uma ferramenta que permite maior compreencdo sobre as bases
quimicas da heranca, sdo de fundamental importancia para o entendimento das diversas
aplicacbes da genética quantitativa na era da genomica e suas implica¢cBes para o
melhoramento de plantas.

Na determinacdo da heranca, um método utilizado para caracteres qualitativos se
baseia nas leis mendelianas, onde se avalia as propor¢Ges fenotipicas em F, e
retrocruzamentos. Um dos pontos mais importantes para o estudo das caracteristicas da
distribuicdo discreta é o teste de hipotese genética que permite, com uma margem de
erro, concluir a respeito do padrdo predominante da segregacdo: se governada por um,
dois ou mais genes e o tipo de interagdo predominante (LI1U, 1997).

A consideracdo inapropriada de uma hipéOtese genética pode resultar em
problemas de interpretacdo. O equivoco nas conclusfes em relacdo a natureza da
heranca da caracteristica muitas vezes devido ao tamanho da amostra sendo comum
encontrar na literatura populagdes avaliadas com tamanho amostral néo suficiente para
dar respaldo a veracidade do tipo de segregacdo, ao gendtipo de genitores,
direcionamento de cruzamentos e posicionamento dos genes nos mapas de ligacédo
apresenta potencial para causar prejuizos na continuidade da pesquisa.

A andlise de experimentos classicos como teste de segregacao aliado a analise
gendmica poderia solucionar definitivamente o problema de erro tipo Il para
caracteristicas oligogénicas, trazendo maior confiabilidade sobre o nimero de genes que
controlam a heranca da caracteristica principalmente no que se refere a resisténcia de

plantas a pragas e doencas.



Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é caracterizar as hipOteses genéticas de maior
similaridade utilizadas para prever o padrdo de heranga de caracteristicas oligogénicas
em experimentos envolvendo o delineamento de geragdes Py, P, F; e F, e fazer uso
efetivo da gendmica no melhoramento de plantas

Objetivos especificos

-Avaliar erros de rejeicdo de hipoteses verdadeira, em particular com hipdteses
concorrentes proximas tais como 3:1 e 13:3 ou 1:2:1 e 3:9:4, por exemplo, serdo
analisados e discutidos.

-Avaliar a contribuicdo da anélise gendmica, com a agregacdo de informacdes da
genotipagem da F;, na elucidacdo do padrdo de segregacdo além de prover informagdes
adicionais sobre posicionamento e quantificacdo do efeito de locos individuais sobre a

expressao da caracteristica.



REVISAO DE LITERATURA

Logo apoés as redescobertas dos trabalhos de Mendel, no final do século XIX,
foram realizados inimeras pesquisas visando explicar a heranca de varios caracteres nas
mais diversas espécies de plantas e animais. Em 1902, W. Bateson, E.R. Saunders e
R.C. Punnet, demonstraram em ervilha-doce, que as segregacdes dos caracteres cor da
flor e formato do polen ndo ocorriam de forma independente (Lander e Weinberg,
2000). T.H.Morgan e colaboradores trabalhando com Drosophila melanogaster ao
analisarem o padrdo de heranca de um gene mutante ligado ao sexo, para cor dos olhos
observaram que alguns caracteres ndo segregavam de acordo com a segunda lei de
Mendel e forneceram a primeira evidéncia de que 0s genes estdo localizados em
posicdes definidas nos cromossomos e que podem ser manipulados e avaliados
experimentalmente. Morgan sugeriu que alguns genes estariam situados no mesmo
cromossomo e que durante a meiose, ocasionalmente, ocorreriam, entre 0s homologos,
trocas de seguimentos denominados crossing-over ou permuta.

Em 1913, A.H.Sturtevant, interpretando dados oriundos da segregacao de genes
ligados, sugeriu o uso da porcentagem de recombinantes como indicador quantitativo da
distancia linear entre dois genes na construcdo de mapas genéticos. Os mapas
mostravam que a posicdo dos genes correspondiam a sua ordem linear nos
cromossomos. Assim, o conceito de localizagcdo dos genes em uma ordem linear passou
a ser incorporado a teoria cromossomica da heranca (Griffiths et al, 1998).

Grandes debates comecaram a surgir se 0 modelo genético de Gregor Mendel
poderia ser aplicado as caracteristicas quantitativas. Entre os primeiros pesquisadores a
fornecer evidéncia afirmativa para tal acontecimento destacava-se estava Edward East
(1916), que trabalhava com populacgdes de tabaco de flor longa (Nicotiana longiflora). A

caracteristica que ele estudava era o comprimento da corola, a parte da flor formada
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pela pétalas. No tabaco de flor longa, a corola tem a forma de um tubo, o que levou East
a 2 predi¢des; Primeiro, a menos que se faga o cruzamento e a mensuragao de milhares
de plantas, a amplitude de variagdo que veremos nas F,s ndo se estendera até os
genotipos dos parentais originais e a segunda predicdo de East era de que dentro de
poucas gerac¢des de cruzamento seletivo para corolas curtas ou longas, seremos capazes
de recuperar os fenotipos dos pais.

Quando esse pesquisador cruzou genitores com flores curtas e longas, foram
produzidas F;s com flores médias. Quando deixou que as F;s se autofecundassem,
foram produzidas F,s que mostraram maior variagdo fenotipica do que as F;s. Contudo,
como East examinou somente 454 plantas da F,, ndo milhares de plantas, ndo encontrou
F.s com fendtipos proximos aos extremos da geracdo parental. Finalmente, partindo de
plantas da F,, East cruzou-as seletivamente para corolas curtas e corolas longas. Na
época em que chegou a geracdo Fs, a maioria das plantas de suas linhagens selecionadas
tinha comprimentos de corola dentro das amplitudes dos genitores originais. Os dados
de East confirmam sua predicdo. Seu experimento, além de outros semelhantes como o
de Yule e Nilsson-Ehle, estabeleceu que as caracteristicas quantitativas sdo
determinadas pela influéncia conjunta de alelos mendelianos de muitos locos.

A recuperagdo de caracteres quantitativos exatamente igual ao da geracdo
parental nem sempre acontecia, foi notado que existia uma variacdo fenotipica até
mesmo entre plantas geneticamente idénticas. A razdo disso é que cada planta mesmo
no jardim experimental de East, estava exposta a um ambiente exclusivo. Wilhelm
Johanssen, mostrou que o fendtipo de um carater quantitativo era devido & acédo
conjunta do gendétipo mais o efeito do ambiente. Foi também este pesquisador que

atribuiu o termo gene a fatores mendelianos.



A reconciliagdo entre a genética mendeliana com a descrigdo biométrica da
variacdo continua em populagdes reais foi obtida por varios autores em muitos estagios,
mas neste contexto, um artigo publicado em 1918, de R.A.Fisher, foi particularmente
importante. Fisher demonstrou que os resultados alcancados pelos biometristas,
poderiam ser explicados pelos principios mendelianos e neste momento, surgia a
genética quantitativa propriamente dita.

A publicacdo de Fisher fazia referencia a covariancia e a correlagdo genética
entre individuos aparentados. A variancia genética foi decomposta em variancia aditiva,
devida aos efeitos médios dos genes, a variancia de dominancia, devida aos efeitos das
interacdes intralélicas e a variancia epistatica. Apos este trabalho, surgiram muitos
outros, como o de Wright (1927), Haldane (1932), Cockermam (1954, 1956),
Kempthorne (1954). O advento da genética quantitativa possibilitou avaliar as
vantagens e as deficiéncias dos métodos de melhoramento j& conhecidos, bem como
propor alternativas de melhorar os métodos de melhoramento aplicados a plantas
autdgama e alégamas ja existentes e criar novos métodos. Varios trabalhos mostram o
progresso genético obtido em varias espécies como em Wilcox, 2001 ; Bernzonsky &
Lafever, 1993, grande parte deste progresso foi devido a utilizacdo da hetorose e ciclos
continuos seletivos submetidos as espécies sob selecdo.

Paralelamente a estes trabalhos a natureza quimica do DNA comecava a ser
elucidada e as bases para a genébmica comecavam a ser construidas. Griffith, por volta
de 1928 mostrava que devia existir “principio transformante” que atuava nas bactérias S
transformando em R virulentas. Avery, MacLeod e McCarty em 1944 demonstravam
que a substancia responsavel pela transformacdo destas bactérias era 0 DNA. Em 1953

Watson e Crick propuseram a estrutura molecular do DNA, com base nos trabalhos de



Chargaff sobre composi¢cdo das bases do DNA de diferentes espécies e, tambem, 0s
resultados dos estudos de difracao de raios X feitos por Franklin e Wilkins.

Dentre as principais dificuldades encontradas para a confec¢do dos primeiros
mapas genéticos, pode-se destacar a limitagdo em se obter marcadores genéticos
consistentes e adequados para a analise de ligacdo. Embora os marcadores morfolégicos
tenham possibilitado o desenvolvimento de mapas genéticos no inicio do século
passado, tais marcadores ndo apresentam qualidades esperadas para este tipo de
abordagem, apresentando baixo nivel de polimorfismo, pouca estabilidade ambiental e
nimero limitado de locos disponiveis para estudos de mapeamento (Ferreira e
Grattapaglia, 1995).

Mapas genéticos se tornaram rapidamente uma poderosa ferramenta para os
geneticistas uma vez que sdo de suma importancia para o programa de melhoramento. O
estudo de genomas inteiros, com a utilizagdo de marcadores genéticos na anélise de
caracteres quantitativos, teve inicio a partir do século XX, quando foram estabelecidos
0s primeiros mapas genéticos intra-especifcos em Drosophila melanogaster e em
Phaseolus vulgaris (SAX, 1923).

Zimogramas comecaram ser utilizados para representacdo da variabilidade
alélica. Hunter e Market, em 1957, adaptaram a eletroforese métodos histoquimicos de
coloragdo, para localizar as zonas de atividade enzimética diretamente no meio suporte.
Linn e Arber(1968) descobriram as enzimas de restricdo que cortam 0 DNA em pontos
especificos fornecendo as respaldo para, em 1973, Stanley, Cohen e Brown isolarem
genes e introduzi-los em outro organismo via Agrobacterium. A manipulagcdo do
material genético comegou efetivamente em 1973, na Universidade de Stanford, nos

EUA, quando o Dr. Paul Berg conseguiu unir sequéncia de DNA de Escherichia coli a



do virus Simian papilona. Esse feito pode ser considerado o marco zero da denominada
‘era gendmica” ( Ramalho e Lambert 2004).

Comecava, efetivamente, a corrida para decifrar o codigo genético da vida, o
livro que abriria as portas aos segredos mais intimos sobre nossa espécie. A partir da
década de 80, marcadores genéticos baseados na andlise direta de sequéncias
polimdrficas de DNA foram sendo implementados e assim, o mapeamento tornou-se
ilimitados a todas a espécies. Diversos tipos de marcadores polimorficos de DNA foram
desenvolvidos como RAPD,;, AFLP,, RFLP3; SSR, e SNPs. A utilizacdo destes
marcadores na construcdo de mapas genéticos difere apenas em alguns aspectos:
nimero de locos que pode ser detectado, graus de polimorfismo entre e dentro de
acessos e caracteristicas de dominédncia (Maliepaard et al., 1997). Aspectos como
custos, tempo necessario para a realizacdo das avaliagdes, e dificuldades préticas
inerentes & execuc¢do de cada técnica variam de acordo com a técnica empregada, ou
seja de acordo com o contetdo informativo da técnica empregada: marcadores co-
dominantes (RFLPs e SSRs) ou dominantes (RAPSs e AFLPs) (Coelho 2000).

Fragmentos mapeados de grupos de ligagdo podem também servir como sondas
para trabalhos com hibridizacdo in situ em metafases mitéticas, contribuindo para a
identificacdo grupos de ligacdo e cromossomo, é possivel ainda associar marcas
mapeadas a genes, simplesmente pelo sequenciamento dos fragmenos mapeados, 0S
quais servem como ponto de partida para a comparagao com sequéncias depositadas nos
bancos, facilitando a identificacdo e clonagem destes genes. Bancos de dados
genémicos foram construidos a partir de sequenciamento de nucleotideos. Atualmente

inimeros projetos genomas estdo em andamento em todo o mundo gerando um enorme
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volume de sequiéncias de DNA, as quais estdo depositadas em bancos de dados publicos
como o National Center for Biotechnology Information  (NCBI)
(http://lwww.nci.nlm.nih.gov/) ou privados. Um grande numero de mapas genéticos
prontos esta disponivel na internet no SOL Genomics Network (SGN)
http://sgn.cornell.edu e http://www.nci.nlm.nih.gov/mapview ou em sites
especializados em determinadas culturas como tomate em http://tomatomap.net (Van
Deynze et al. 2006). Estes sites, além de apresentarem 0s mapas prontos, apresentam
uma serie de informacdes Uteis como o numero e freqiiéncia dos mapas mais utilizados
para determinadas culturas, os grupos de ligagdo e seus relativos tamanhos, estatisticas
sobre 0 mapa, nome da sonda e acesso no GenBank, dentre outras informagdes.

Dentre as principais utilizages do mapa genético destacam-se a localizacéo e o
mapeamento de QTL (Quantitative Traits Loci), localizacdo de genes ligados a doencas,
estresse abidtico e mapeamento comparativo de genomas de diferentes espécies e
também estudos de sintenia e clonagem genes com base em mapas genéticos que
passaram a representar complementos importantes a serem considerados em programas
de melhoramento das mais variadas espécies vegetais (Lee, 1995).

A comparacdo das estruturas gendmicas de diferentes espécies (synteny
mapping), do ponto de vista de homologias dos genes, conservagdo das distancias e
ordem de ligagdo nos cromossomos contribui para o entendimento sobre a evolugdo dos
genomas (Tansksley et al., 1988; Kianian e Quiros, 1992; Ahn e Tanksley, 1993). O
mapeamento comparativo é também uma estratégia para obtencdo de mapa Unico de
referéncia para a maioria das espécies vegetais cultivadas (Moore et al., 1995; Sewell et
al., 1999), pelo menos ao nivel de familias taxonémicas.

Levaram-se apenas 100 anos da redescobertas dos trabalhos de Mendel ao

completo sequenciamento de uma planta superior (Arabidopsis). Anélises preliminares


http://www.nci.nlm.nih.gov/�
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de sequencias de Arabidopsis detectaram cerca de 25500 genes, quase o dobro do
numero de genes detectados em Drosophila (13600). Aproximadamente 45% de todos
0s genes detectados em Arabidopsis estdo presentes em quatro ou mais cépias, de modo
que destes 25500 genes podem ser classificados em aproximadamente 11600 tipos de
proteinas. Arabidopsis oferece a chave para estudo do genoma de plantas superiores,
devido ao tamanho de seu genoma ser relativamente pequeno em relacdo as demais
plantas superiores cultivadas pelo homem. Embora né&o haja nenhuma razao para pensar
que o conjunto basico de tipos de proteinas de um individuo seja maior que 12000
devido a extensa historia evolucionaria de poliploidizagdo e duplicacdo segmental na
maioria das plantas superiores (Wendel, 2000) sugere que mais de 26000 genes de
Arabidopsis podem estar presentes na maioria das nossa plantas cultivadas.

Pensava-se que, quando a corrida para decifrar o codigo genético da vida
chegasse ao fim, iriamos conhecer os segredos relativos a expressao da vida, porém este
relato ainda reservava muitas surpresa aos cientistas, muito do que se acreditava fossem
as regras da evolucdo e da manutencdo da vida se esvaneceu a medida que aquelas
pequenas letras eram traduzidas, afinal a “lingua falada por nosso genoma” nao era tdo
simplista quanto imaginavamos. Dogmas como cada gene seria responsavel por uma
proteina foram abandonados, pois o0s cientistas descobriram que a linguagem genética é
muito mais sofisticada e menos linear do que se acreditava. Trechos inteiros do DNA,
que inicialmente foram descartados como “lixo” evolucionario, estdo sendo reciclados,
pois tem fungOes e importancia inimaginadas e ainda néo totalmente descritas.

E claro que a informacdo gendmica tem grandes impactos na genética
quantitativa, devido ao grande volume de informacGes alcancado na era das “omicas”,

essa informacdo ja tem modificado bastante a maneira como se processa a informagéo
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em genética quantitativa e ainda ndo se sabe qudo profunda irdo ser as mudancas nesta
area do conhecimento em paralelo as tecnologias recentes.

Criou-se a expectativa de que as informacGes genotipicas dos marcadores
moleculares, uma vez correlacionados com caracteristicas fenotipicas de interesse,
pudessem ser amplamente utilizadas na obtencdo e sele¢do de individuos com maior
valor genético. Esta tecnica ficou conhecida como selecdo assistida por marcadores
moleculares (MAS — Marker Assisted Selection).

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

As principais causas deste insucesso foram a necessidade do estabelecimento de
associacdes entre os marcadores e 0s QTLs para cada familia avaliada e o fato de serem
feitas apenas a deteccdo de um pequeno numero de QTLs de grande efeito, os quais,
devido a natureza poligénica e a alta influéncia ambiental dos caracteres quantitativos,
ndo explicam suficientemente toda a variacdo genética (Dekkers, 2004). Além disso,
pode se destacar, também, que a sele¢do baseada em marcadores moleculares somente e
superior em relacdo a selecdo fenotipica quando esta é aplicada em uma familia com
tamanho superior a 500 individuos (Resende, 2007).

Os avangos de tecnologias de genotipagem em larga escala, a descoberta de
novos marcadores como os SNPs e a automagdo do processo de genotipagem de

marcadores (Jenkins and Gibson, 2002) proporcionaram a reducdo do preco por data
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point e permitiram que um grande ndmero de marcadores fosse usado para varias
culturas.

Uma vez gerado um grande ndmero de marcadores espalhados por todo o
genoma de um individuo, alguns destes marcadores estardo muito perto do QTL e em
desequilibrio de ligagdo (LD) com este (Hastbacka et. al., 1994). O conceito de
desequilibrio de ligacdo refere-se a associa¢do ndo aleatdria entre dois genes ou entre
um QTL e um loco marcador. Quando as frequéncias alélicas e genotipicas de um ou
mais locos autossomicos séo constantes de uma geracdo para a outra e as frequéncias
genotipicas sdo determinadas pelas frequéncias alélicas, diz se que este loco se encontra
em equilibrio de ligagdo. Com a ligacdo génica, dois genes ligados apresentam uma
associacao que ndo se da ao acaso e estdo em desequilibrio de ligagdo. Com os eventos
de recombinag&o, a cada nova geragéo, os locos tendem a uma situacéo de equilibrio, e
0 tamanho de um dado segmento cromossdémico que contem dois locos quaisquer e que
néo sofreu recombinagédo diminui, o que consequentemente reduz o LD. Por essa razéo,
0 uso eficiente de marcadores moleculares para auxiliar o melhoramento genético
requer grande numero desses, para que, mesmo em uma populagdo que ja passou por
varias geragdes e sucessivas recombinacdes historicas, exista um marcador tdo proximo
do QTL que apresente uma associagdo com este que nao tem razdo aleatoria.

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

em desequilibrio de ligagdo com cada loco controlador da caracteristica quantitativa.
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Teoricamente, todas as possiveis intera¢fes entre QTLs podem ser medidas por
meio da analise de variancia ou estatisticas correlatas. Na pratica, Tanksley (1993)
comenta que existem varios problemas com esta aproximagdo: 1- as amostras das
populacOes segregantes sdo normalmente pequenas para estimativa da interacdo dos
varios locos. Para medir a interacdo entre dois locos, todos 0s genotipos possiveis para
estes locos devem estar presente na populacdo com freqiiéncia suficiente para realizar as
comparagles estatisticas; 2- o numero potencial de interacbes multilocos é muito
grande, requerendo muitos testes estatisticos; 3- o efeito das interacbes poderia ser
subestimado devido a recombinacdo entre 0 QTL e o marcador molecular, nos quais as
analises foram baseadas. Este problema pode ser minimizado pelo uso de alta densidade
de marcadores moleculares fortemente ligados aos QTLs, facilitando sua andlise e

deteccéo.

Utilizacdo de marcadores moleculares no melhoramento de plantas

Marcadores moleculares podem ser utilizados com diferentes finalidades em
estudos de genética: protecdo de cultivares (Brondani et al. 1998), confirmacdo de
cruzamentos controlados e identidade clonal (Rocha et al. 2002), selecdo de genitores
(Dias et al. 2001), estudo de diversidade genética (Muro Abad et al. 2005a; Muro Abad
et al. 2005b; Dias et al. 2005), mapeamento geneético (Grattapaglia & Sederoff, 1994) e
deteccdo de QTLs (Verhaegen et al. 1997).

A deteccéo e caracterizacdo dos QTL dependem, principalmente, do mecanismo
de herangca da caracteristica, da populacdo avaliada, do numero de individuos
genotipados e do tipo de marcador molecular utilizado (Dekkers & Hospital, 2002;
Mackay, 2001; Schuster & Cruz, 2004). O efeito do QTL na expressao da caracteristica

¢ associado a precisdo experimental, a herdabilidade da caracteristica avaliada e aos
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efeitos aditivos e de dominancia (Liu, 1998; Lynch & Walsh, 1998; Schuster & Cruz,
2004). Além destas trés caracteristicas, também destacam-se o efeito do QTL na
expressao da caracteristica, a precisdo experimental e a herdabilidade.

Portanto, utilizando-se informag&o indireta dos marcadores, é possivel construir
um mapa de QTL. Entende-se por mapeamento de QTL ndo apenas sua localizagdo
fisica no genoma, mediante alguma escala apropriada, mas também a quantificacdo e
caracterizagdo de seus efeitos, como interacGes alélicas (grau de dominancia) de cada
um, e mesmo interacOes espistaticas ou pleiotrépicas (Rocha, 2004; Machado, 2004).
Estudos mais detalhados possibilitam, ainda, a detec¢do e a decomposic¢éo da interagéo
genotipos x ambientes em nivel de cada QTL (Silva, 2001; Bento, 2006).

Brondani (2000) avaliou 11 caracteristicas de interesse agronémico no arroz a
partir de 96 familias RC,F, em experimentos conduzidos em dois locais, utilizando
marcadores microssatélites. Foram identificados QTLs para todas as 11 caracteristicas
mensuradas, além de locos com agrupamentos de QTLs para caracteres ligados a
produtividade nos cromossomos 1, 2, 3,4, 5, 7 e 11.

Faleiro (2000) avaliou oito caracteristicas quantitativas no feijoeiro a partir de
154 linhas endogamicas recombinantes (RIL's) utilizando 42 marcadores SCAR. Os
marcadores associados a cada caracteristica, em conjunto, explicaram 39,79% do
numero de dias até o florescimento, 40, 14% do nimero de dias até a maturacéo,
28,99% do numero médio de vagens por planta, 36,07% do peso de 100 sementes, 14,03
do numero médio de sementes por planta, 23,62% do nimero médio de sementes por
vagem, 19, 20% da produg@o média por planta e 17,13% da producdo média por vagem.

Soares (2000), utilizando marcadores microssatélites., identificou dois QTL's

associados a teor de proteina nos grupos de ligagdo C1 e C2, para as familias cultivadas
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em Cascavel, que explicaram respectivamente, 11,13% e 12,19% da variagéo do teor de
proteinas.

A selecdo fenotipica das espécies domesticadas tem sido praticada consciente ou
inconscientemente por milénios, porém os avancos da genética molecular prometem
aumentar a eficiéncia das técnicas de melhoramento até entdo utilizadas. Por isso,
existem muitas razdes para que a genética molecular ndo substitua os atuais processos
de melhoramento, mas deve estar integrada a esses para que se possa obter 0 maximo de
ganho, de forma econdmica e racional (Lande e Thompson, 1990). O objetivo da
utilizacdo de marcadores moleculares é incrementar o ganho genético por unidade de
tempo (Badu et al.2004; Muro Abad et al. 2000). Neste sentido, a constru¢do de mapas
de ligacdo utilizando marcadores moleculares é a estratégia que vem sendo utilizada
para a deteccdo de locos relacionados com a expressdo de caracteristicas quantitativas.
Em trabalhos atuais é necessario que seja apresentada uma abordagem diferente da
gendmica na qual ela se presta como ferramenta efetiva para identificacdo de padrdes de
segregacao corroborando com a agregacdo de conhecimento e de maior acurécia nos

processos iniciais dos programas de melhoramento.

Simulacgao de dados para analise genémica

Direta ou indiretamente a simula¢do tem contribuido para o avanco tanto na
gendmica quanto para as demais areas do melhoramento genético. A simulagéo consiste
em construir um sistema que imite o funcionamento de uma realidade, com a finalidade
de averiguar o que aconteceria no sistema real se alteracbes de interesse fossem
efetuadas em seu funcionamento (Dachs, 1998).

Ao se fazer estudo baseado em simulagdo, deve-se considerar a abstracdo que
consiste em substituir o objeto real de interesse por outro modelo semelhante. O modelo
deve ser suficientemente simples para ser operacionalizado e interpretado
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adequadamente, mas seu desempenho deve ser comparavel com o modelo real €, se a
defasagem for grande, ele deve ser eliminado ou refinado (Cruz, 2001).

Na utilizagdo de uma técnica de simulagdo o pesquisador deve precaver-se
contra erros, seja estes devidos a problemas como levantamentos amostrais, escolha
inadequada das distribuicbes de probabilidades nos eventos de natureza aleatoria,
simplificacdo inadequada da realidade e erros de implantagéo do sistema simulado. Para
a garantia de sua eficiéncia pode-se lancar mdo de processos de validacdo. Essa
validagéo consiste em fazer o sistema simulado operar nas condigdes do sistema real e
verificar através de testes de hipOteses e outras andlises estatisticas ou através de
comparagao com situacdes reais j& analisadas, se os resultados observados na simulagéo
condizem com os observados no sistema real (Cruz, 2001).

Uma das dificuldades atualmente enfrentadas pelos pesquisadores é a
identificagdo da posicdo de QTLs e do tamanho do seu efeito. Através da simulacdo
pode-se inferir e testar, sob determinadas pressuposi¢cbes, 0 que aconteceria sob
determinadas condi¢Ges, como um maior distanciamento entre marcas moleculares, qual
seria 0 efeito da presengca de um ou mais QTLs préximos a um QTL flanqueado por
marcadores, 0 que aconteceria caso existissem QTLs externamente a um intervalo
limitado por marcadores, porém, sem a existéncia de QTL entre eles, e outras situacdes
que se mostrassem de interesse a serem analisadas. Martinez (1992), no trabalho em que
procurou estimar a localizacdo e o tamanho dos efeitos de QTLs, usando marcadores
flanqueadores, gerou um conjunto de dados simulados que exemplificaram o problema
a ser pesquisado. Os dados foram analisados pelo método de mapeamento por intervalo
e pelo modelo de regresséo.

Darvasi et al. (1993) realizaram estudo de simulagdo, usando populacgdes de

retrocruzamento, para determinar o efeito do espacamento de marcadores, efeito do
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gene e o tamanho da populagdo no poder da ligacdo entre o marcador e o0 QTL, no erro-
padrdo dos estimadores de méaxima verossimilhanga e do efeito do QTL sobre a
localizagdo no mapa de ligacdo. Neste estudo constatou-se que o poder de deteccdo do
QTL foi virtualmente 0 mesmo, usando marcadores espagados de 10 cM ou um numero
infinito de marcadores, com a ocorréncia de pequeno decréscimo quando os marcadores
foram espacados de 20 ou até mesmo 50 cM. A vantagem de utilizar intervalo de
mapeamento em vez de analise com apenas um marcador foi sem importancia. O poder
de resolucdo de uma ligagdo marcador-QTL foi definido como sendo de 95% do
intervalo de confianca, para um mapa de localizacdo de QTL que seria obtido através da
utilizacdo de infinitos marcadores. Descobriu-se que, reduzindo o espagamento entre
marcadores para menos do que o poder de resolugdo, ndo houve ganho apreciavel
estreitando o intervalo de confianga. E interessante observar que, nesse trabalho de
simulacgéo, foram geradas 1000 repeticdes para cada pardmetro de combinagao.

Ferreira (1995) avaliou a eficiéncia do mapeamento de QTLs e da selecdo
assistida por marcadores. Para isso foi gerada uma populagcdo F, com 400 plantas.
Considerou-se o carater sendo controlado por genes distribuidos em todos os 10
cromossomos, mapeando-se 0s QTLs em todos eles e considerando uma distribuigéo
aleatdria. Os valores genotipicos e fenotipicos foram gerados considerando auséncia e
presenca de dominancia e auséncia de epistasia e quatro niveis de herdabilidade (0,750;
0,500; 0,250 e 0,125). Foi constatado que, com o0 aumento do numero de genes
controlando a caracteristica quantitativa, houve um aumento de probabilidade de se
detectar significativamente marcadores ligados a QTLs. O tamanho populacional de 400
plantas F, foi adequado, pois foram obtidos, mesmo com baixos niveis de herdabilidade
(h* = 0,125), marcadores ligados aos QTLs com ligacdo menor que 10% de

recombinacao.

17



Uma clara vantagem do uso da simulacdo é o nimero de amostras que podem
ser geradas. Como exemplo pode-se citar o trabalho de Martinez e Curnow (1992), que
teve o objetivo de ilustrar como é possivel aparecer um “QTL fantasma” quando é usada
a analise de mapeamento por intervalo de Lander e Botstein (1989) ou 0 mapeamento
por regressao usando apenas marcadores flanqueadores.

O que se verifica é que profissionais da area de informéatica tém pouco
conhecimento dos problemas da area de genética, que apresentam certa complexidade
por tratar de fenémenos bioldgicos e envolver principios e, de certa forma, complexas
distribuicdes probabilisticas na sua andlise. Por outro lado, s&o raros os geneticistas com
conhecimento e aptiddo para atuarem na area da informatica (Cruz, 2001). A integracéo
entre essas areas serd fundamental para tornar a simulagdo computacional muito mais

eficaz e utilizada entre melhoristas.

Hipoteses Genéticas

Na determinacao da heranca, um método utilizado para caracteres qualitativos se
baseia nas leis mendelianas, onde se avalia as proporcGes fenotipicas em F, e
retrocruzamentos. No entanto, para caracteres quantitativos fica impossivel o estudo de
heranca por meio da segregacéo fenotipica, pois estes exibem os valores fenotipicos nas
populacdes segregantes em distribui¢do continua.

Algumas etapas devem ser seguidas para o estudo da heranga monogénica ou
oligogénica. Deve-se escolher genitores contrastantes para o carater em questdo, realizar
0s cruzamentos e obter as geracdes F; e F,. Pode-se também obter os retrocruzamentos
(RC), ou seja, o cruzamento da geracdo F; com ambos ou apenas um dos genitores.
Posteriormente, avaliam-se 0s genitores e todas as geracdes de cruzamentos obtidas e

verifica-se a segregacdo fenotipica, determinando o controle genético dos caracteres
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com base nas leis mendelianas. Sendo os genitores puros, ndo haverd segregacao na
geracdo F;, apenas nas demais.

Um dos pontos mais importantes para o estudo das caracteristicas da distribui¢do
discreta é o teste de hipdtese genética que permite, com uma margem de erro, concluir a
respeito do padrdo predominante da segregacdo: se governada por um, dois ou mais
genes e o tipo de interacdo predominante (Liu, 1997). O teste de qui-quadrado tem se
mostrado bastante préatico e eficiente para o teste de hipoteses de padrdes de segregacao,
uma vez que considera os desvios ocorridos entre valores previstos e observados e o
numero de observagdes avaliado (Schuster & Cruz, 2004).

Testes de qui-quadrado (;(2) para verificar a razdo de segregacdo de cada marca

em todas as popula¢@es de mapeamento, com suas particularidades é dado por:

2 =3

i=1

(Obs, -Esp, )’
Esp,

onde:

- x 2 é valor de qui-quadrado calculado;

- Obs, e Esp,, séo os valores observado e esperado, para a i-ésima classe fenotipica
(i=1, 2,...,n), respectivamente.

A hipdétese (Hop) de segregacao especifica para cada loco é testada a um nivel a
de probabilidade (usualmente a=5%) que representa o erro tipo 1. Se o valor de
probabilidade calculado foi inferior ao pré-estabelecido, a hipdtese Hy é rejeitada, ou
seja, ha a evidéncia de que a segregacao ndo ocorre de acordo com o esperado.

Porém o teste de qui-quadrado é sensivel ao tamanho da amostra, um nimero
reduzido de informag6es pode resultar na impossibilidade de discriminacdo de hipdteses

genéticas. Liu (1997) apresenta um estimador que permite a comparacao de hipoteses
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genéticas em relacdo ao numero de eventos que deveriam ser analisados para
discrimina-las considerando a distribuicdo de¢ 2 e um fvel critico associado. Como

mostrado por Liu (1997), a obtencdo considera a resolucdo do sistema de equagdes
apresentado abaixo, em que x e y representam padrdes de segregacgéo diferentes, e ae b,

as frequiéncias de suas classes, como mostrado abaixo:
(a — xb)?/ nx
(a—yb)/ ny

O desenvolvimento deste sistema de equagdes permite a obtencéo do estimador
do nimero de individuos necessarios para discriminar duas hipdteses genéticas:
2
1+ /xy
Vx +.\fy

Diferentemente da abordagem métrica, que, em relacdo a uma série de

n> [ x%1,a

pressuposicOes, suporta desvios em relacdo ao ndo atendimento, a consideragdo
inapropriada de uma hipo6tese genética pode resultar em problemas de interpretacdo. O
equivoco nas conclusfes em relacdo a natureza da heranca da caracteristica muitas
vezes devido ao tamanho da amostra sendo comum encontrar na literatura populagfes
avaliadas com tamanho amostral ndo suficiente para dar respaldo a veracidade do tipo
de segregacdo, ao gendtipo de genitores, direcionamento de cruzamentos e
posicionamento dos genes nos mapas de ligacdo apresenta potencial para causar
prejuizos na continuidade da pesquisa.

Visando avaliar controle genético da reacdo do feijoeiro ao Phaeoisariopsis

griseola (fungo causador da mancha angular), Vieira (2004) cruzou duas linhagens
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contrastantes quanto a caracteristica, sendo elas a linhagem ESAL 693 (resistente) e a
cultivar Rosinha (suscetivel) e obteve as geracdes Fi, F, e progénies F,.3. Os dados da
reacdo a mancha angular obtidos em F, e F,3 foram utilizados no estudo do controle

genético do caréter, sendo as proporcdes fenotipicas observadas testadas pelo teste 2.

O resultado da F, se ajustou perfeitamente as proporcdes esperadas de % resistentes e ¥
suscetivel, sugerindo heranca monogénica, sendo o alelo dominante responsavel pela
resisténcia e o recessivo pela suscetibilidade. A segregacdo 1:2:1 observada entre as
familias F,.3 confirmou o resultado da F,. Desta forma, o controle genético da reacédo ao
P. griseola € monogénico, sendo o alelo dominante da linhagem ESAL 693 responsavel

pela resisténcia (Tabela 1).

Tabela 1. Segregacdo para reagdo a mancha angular no feijoeiro nas geracdes F, e Fs.

N° de plantas F, Familias F»:3
Fenotipo FO FE Fenotipo FO FE
Resistente 111 110,25 Resistente 22 29,75
Segregante 60 59,60
Suscetivel 36 36,75 Suscetivel 37 29,75

Estudando o controle genético do escurecimento precoce de graos de feijao tipo
carioca, por meio da segregacdo obtida em F,, Silva (2007) constatou que segregacdo
ajustou-se a propor¢do de 3 escuros:1 claro, x?= 4,58 , (P< 0,032), indicando que o
carater deve ser controlado por um gene com dominancia do alelo que condiciona graos
escuros precocemente (Tabela 2). A avaliacdo do escurecimento foi feita por meio de
uma escala de notas variando de 1 a 5, sendo 1 a cor de fundo de grdo muito clara, 2
mediamente claro, 3 claro, 4 mediamente escuro, 5 muito escuro. As notas foram
atribuidas por dois avaliadores isoladamente. O processo foi realizado aos 30, 60 e 90

dias, ap0s a colheita.
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Tabela 2. Frequéncias observadas e esperadas, considerando-se a segregacdo de 3

escuros: 1claro, na geracdo F,. Foram considerados claros os grdos que receberam, na

média dos avaliadores, nota inferior a 1,5.

F, 60 dias FO FE
Escuro 160 147
Claro 36 49
Total 196 196

y?=4,58, (P<0,032)

Método do mapeamento por intervalo simples

O método de mapeamento por intervalo apresentado por Lander & Botstein
(1989) é considerado mais preciso que o método da marca simples, pois se baseia na
identificacdo de QTLs por meio da analise dos intervalos entre marcadores adjacentes
ao longo de todos os grupos de ligacdo. Os testes do mapeamento por intervalo séo
feitos pela incorporacdo da informacdo dos marcadores que flanqueiam determinado
intervalo no modelo de regressdo. A titulo de exemplificacdo, a seguir é apresentado o
modelo de mapeamento por intervalo da populacdo de retrocruzamento, segundo
Schuster & Cruz(2004):

Yj =yt gx* te

Em que:

Y j € o valor mensurado para a caracteristica no i-esimo individuo;

vy =u+d;: Valor genetico do efeito u+d da caracteristica na populagao;

g = a+d: Efeito confundido aditivo e devido a dominancia do loco em estudo;

x*j Variavel condicionadora cujos valores sdo dependentes dos genétipos dos

marcadores que flanqueiam o QTL do individuo j; e
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g jerro aleatorio na j-esima observagédo em que g ~ N(0,c 2)

De posse das probabilidades condicionais de ocorréncia do genétipo marcador e
do gendtipo QTL, as mesmas estimativas também podem ser obtidas pelo método da
maxima verossimilhanca. Neste caso especifico, a consisténcia entre as estimativas faz
destas duas estratégias equivalentes para a obtencdo das estimativas, sendo que a
facilidade aritmética de obtengdo das estimativas, utilizando o modelo de regressdo, é
um atrativo deste método (Schuster & Cruz, 2004). As estimativas de efeito e a posi¢do
dos QTLs obtidas pelo mapeamento por intervalo simples s&éo mais precisas e acuradas
do que aquelas obtidas pelo método de marcas simples. No entanto, 0 mapeamento por
intervalo simples também possui limitagdes. A obtencdo de estimativas viesadas de r
causadas pela ocorréncia de dois QTLs em um mesmo grupo de ligacdo € uma limitacéo
ja bem caracterizada desta metodologia. O QTL de efeito e posicionamento viesado,
denominado QTL fantasma, é um artefato da técnica geralmente encontrado entre dois

QTLs adjacentes em um mesmo grupo de ligacao.

Aplicativos utilizados para simulagdo

Diversos softwares sdo encontrados com a finalidade de realizar simulacdo de
dados. Aqui serd feito um breve relato sobre os dois diretamente relacionados com
estudos genéticos.

O programa GENES, amplamente utilizado em analises de modelos aplicados
ao melhoramento de plantas e animais, € um software destinado a analise e
processamento de dados por meio de diferentes modelos biométricos, contando com
procedimentos uni e multivariados, enfatizando estimacdo de parametros genéticos.
Também estdo disponiveis procedimentos para analise de dados binarios, geralmente

obtidos de estudos moleculares, permitindo a analise e interpretacdo de fenémenos
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particulares desta area. Possui ainda 0 modo “simulag&o”, onde o usuério podera avaliar
tamanhos de amostras, nimero de familias, plantas, repeti¢des, em diferentes estudos.

O programa GENES estd disponivel para download, gratuitamente, sem
nenhuma restricao de uso ou de divulgacéo, no endereco

http://www.ufv.br/dbag/genes/genes.htm ou http://www.ufv.br/dbg/biodata.htm.

O programa GQMOL (Cruz, 2012), foi desenvolvimento com o proposito de
analisar dados obtidos de estudos moleculares. O programa pode ser usado analise de
segregacdo de locos individuais, estimagdo de porcentagem de recombinacao,
agrupamento de marcas moleculares e mapeamento, incluindo estudos de QTL com
populacdes controladas, populagfes exogamicas, simulacdo e anélise de imagem. Além
disso, conta com um modulo de ensino, apresentando varios procedimentos para
entendimento de principios estatisticos e genéticos envolvidos na analise genémica.
Possui também o modulo “simulagdo”, onde diferentes genomas podem ser simulados,
levando em conta diferentes tamanhos amostrais, tipos de populacBes, varidveis
quantitativas entre outras variaveis.

O programa GQMOL estad disponivel para download, gratuitamente, sem
nenhuma restricao de uso ou de divulgacéo, no endereco

http://www.ufv.br/dba/ggmol/ggmol.htm ou http://www.ufv.br/dbg/biodata.htm.

Os dois programas tem sido de grande utilidade na area de melhoramento
genético uma vez que conta com recursos para analise e processamento de dados
fundamentados em diferentes metodologias biométricas. Também tem sido
indispensdvel em muitos estudos por contar com moédulo de simulacdo em que é
possivel estabelecer diferentes genomas, niveis de saturacdo, tipo de marcadores, grau

de polimorfismo, tipo de populacdo segregante e caracteristicas quantitativas.
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O uso destes aplicativos em estudos gendmicos tem sido rotineiro,

proporcionando valiosas contribui¢des na experimentagéo cientifica.
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CAPITULO 1

ABORDAGEM SOBRE ESTUDO DE HERANCA DE CARATERES PELA
GENETICA CLASSICA E MOLECULAR PARA PADRAO BINARIO DE
EXPRESSAO FENOTIPICA
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Resumo — O trabalho teve por objetivo caracterizar hipGteses genéticas de maior
similaridade utilizadas para prever padrdo de heranga em caracteristicas oligogénicas.
Foi utilizado o delineamento genético classico, envolvendo populacdo F, derivada de F;
proveniente de cruzamento entre pais homozigotos contrastantes, de caracteristica
controlada por um, dois e trés genes independentes e ligados. A este estudo foi também
considerada a agregacgdo de informagdes moleculares de individuos F, possibilitando o
emprego de andlises gendmicas para fins de complementacdo de informacdes e
elucidacdo de testes de hipdteses no caso de existir segregacdo ambigua em hipoteses
concorrentes. Foram simulados genomas parentais e populac6es F, de 100, 200, 400 e
600 individuos, fenotipados (0 e 1) e genotipados em relacdo a cinco grupos de ligacéo
contendo 11 marcadores co-dominantes por grupo de ligacdo, e saturagdo de 10 cM
entre marcadores. Teste de genética classica, baseados em qui-quadrado, foram
incapazes de identificar corretamente o padrdo de heranca de caracteristicas controladas
por genes ligados e proporcionaram grande percentual de erro, principalmente em
tamanhos populacionais mais reduzidos, em teste com hipdteses com segregagdes
concorrentes proximas tais como 3:1 e 13:3, 9:7 e 37:27 e 1:2:1 e 3:9:4. As analises
gendmicas foram realizadas pelas metodologias de intervalo simples aplicadas aos
estudos de deteccdo de QTL (quantitative trait loci) demonstrando seu potencial na
identificacdo dos genes, posicionamento e quantificacdo de seus efeitos sobre a

expressao da caracteristica.

Termos para indexagdo: simulagdo; genOmica; ambiglidade de segregacéo;

identificagdo de QTL; dados binarios.
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Introducao

Entre as principais necessidades de esclarecimento dentro das ciéncias
bioldgicas citam-se 0s mecanismos e 0s processos da hereditariedade e da variagdo. A
genética cléssica descreve uma maneira apropriada para a realizacdo de tais estudos, que
sdo as avaliagcOes e cruzamentos de genitores contrastantes para o carater em questdo, e
geracOes F; e F,. Posteriormente, avaliam-se 0s genitores e todas as geragoes de
cruzamentos obtidas e verifica-se, por meio da andlise da distribuicdo fenotipica de
caracteres qualitativos ou através das medias e variancias de caracteres quantitativos.
Esses estudos proporcionam informagdes fundamentais e complementares para o estudo
e entendimento da diversidade e da variabilidade genética.

O desenvolvimento de ferramentas para o estudo da herancga e da variagdo das
caracteristicas hereditarias associados a técnicas moleculares associados ao DNA tem
permitido 0 mapeamento e a identificagdo de genes para quaisquer caracteristicas. O
conhecimento adquirido por estes processos tem permitido aos geneticistas a
manipulacdo mais eficaz da hereditariedade com abordagem ampla englobando
caracteristicas monogeénicas, oligogénicas ou poligénicas. Nesse sentido, 0 emprego dos
delineamentos genéticos convencionais agregado a informag¢es moleculares devem ser
investigados com vistas a quantificar o ganho de informagéo sem onerar a pesquisa.

No estudo da heranca de caracteristica qualitativa, por meio da genética cléssica,
é de interesse do pesquisador conhecer o numero de genes e alelos envolvidos no
controle e as suas interacfes para a expressdo da caracteristica. Testes de hipoteses para
o reconhecimento do padrdo de heranga de caracteristicas monogénicas e oligogénicas,
determinadas por genes independentes, foram introduzidos na genética pelos trabalhos

originais de Mendel e até hoje utilizados em pesquisa com organismos diploides.
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A pormenorizacdo de estudos permitindo a deteccdo, posicdo relativa e a
quantificacdo dos efeitos individuais dos genes nos cromossomos, assim com a sua
relacdo com outros genes sé foi possivel a partir da disponibilidade de mapas genéticos
obtidos pela analise de um nimero relativamente grande de marcadores abrangendo
todo o genoma da espécie. Dessa forma, as analises genémicas passaram a ter também
papel fundamental na disponibilizacdo de ferramentas em varios campos da pesquisa
genética, uma vez que permitem a visualizacdo, mesmo que de forma relativa, da
organizagdo dos genes nos Cromossomaos.

A genética se associa ao melhoramento vegetal por meio da experimentacéo e da
modelagem que envolvem a mensuracdo sistematica e criteriosa de um carater em
campo, a aplicagéo e a associagio dos valores obtidos com os parametros e os conceitos
bésicos de genética. O tratamento estatistico destas associa¢fes e informacdes &, por
fim, estabelecido pela biometria. A agregacdo de técnicas modernas de andlise
gendmica aos procedimentos classicos de selecdo de gendtipos e classificacdo de
padrdes hereditarios constitui grande desafio contemporaneo para pesquisadores.

E indiscutivel a importancia do estudo de caracteres monogénicos para o0
melhoramento de plantas. Tais caracteristicas sdo governadas por um gene, ou pelo
menos um gene de efeito maior. As caracteristicas oligogénicas possuem padrdo de
heranca mendeliano governado por dois, trés ou mais genes de interacdo epistatica,
podendo seu padrdo de expressao fenotipico ser alocado em classes como, por exemplo,
0S €asos em que se atribui notas a severidade ao ataque de doencas. Alguns exemplos de
caracteristicas importantes para o melhoramento vegetal e de provavel heranca
oligogénica sdo: espessura de casca e acimulo de 6leos essenciais em eucalipto (Zobel
& Jett, 1995), resisténcia ao Ceratocystis spp. em eucalipto (Alfenas et al. 2004),

resisténcia a mancha angular e a ferrugem e a antracnose no feijoeiro comum (Vale &
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Zambolim; 1997), resisténcia a ferrugem em soja (Vijayalakshmi et al. 2005; Junghans
et al. 2003; Wilcox et al. 1996).

A caracterizacdo do padrdo da heranga é um dos pontos mais importantes na
manipulacdo dos componentes hereditarios das caracteristicas, uma vez que a
determinacdo incorreta do padrdo de heranca pode gerar resultados equivocados nos
ensaios de selecdo. O teste de hipoOteses genéticas de segregacdo permite, com uma
margem de erro, concluir a respeito do padréo predominante de heranca: se governado
por um, dois ou mais genes e o tipo de interagdo predominante entre genes e alelos
(Schuster & Cruz 2004; Lynch & Walsh, 1998). Porém podem ocorrer casos de
segregacdo ambigua que € a impossibilidade de discriminacdo entre duas ou mais
hipoteses genéticas. A ndo rejeicdo de uma hipdtese genética que ndo representa o
verdadeiro mecanismo de heranga de uma caracteristica pode resultar em erros
grosseiros e conclusdes equivocadas.

Na literatura ndo é raro encontrar falta de concordancia de relatos sobre o
numero de genes responsaveis pelo controle de certas caracteristicas. Kukhang et al.
(1993) identificou padrdo de segregacao 3:1 para resisténcia a H. vastatrix em hibridos
do Timor( Coffea Arabica) enquanto (Pereira 1995) encontrou um padrdo 63:1 e
(Capucho et al 2009) encontraram um padrdo de segregacao de 2 genes dominantes e
independentes.

De maneira geral, estudo de heranga tem sido realizados por meio da
mensuracdo da expressdo fenotipica de individuos em delineamentos que envolvem as
geracOes genitoras (P; e P,), geralmente homozigotas e contrastantes, a F; e a geragédo
segregante F»,. Para caracteristicas supostamente de heranca monogeénica e oligogénica o
estudo genético é feito por meio da identificacdo do padrdo de segregacdo na F, e, se

necessario, a ratificacdo da hipOtese de segregacdo em geracOes derivadas por
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retrocruzamento. Para estudo de caracteres quantitativo este delineamento também é
apropriado, recorrendo-se as geragdes sem variabilidade genética (P,, P, e F;) para
quantificar a influéncia da variacdo ambiental. Retrocruzamento também tem sido
indicado para estudar os componentes aditivos e ndo-aditivos da variagdo genotipica.
Associar a este delineamento experimental as informacdes da genotipagem da geracao
F, certamente contribuird para a elucidacdo de questBes fundamentais da heranca do
carater e minimizard erros e equivocos em analises e interpretacbes de uma questdo téo
relevante para o melhoramento genético.

O que se observa é que modernas ferramentas de analises genéticas nao tem sido
aplicadas efetivamente ou contemplada a possibilidade de seu uso durante o
estabelecimento e a conducdo de experimentos. A andlise de experimentos classicos
como teste de segregacdo aliado a analise gendémica poderia solucionar definitivamente
o problema de erro tipo Il para caracteristicas oligogénicas, trazendo maior
confiabilidade sobre o numero de genes que controlam a heranca da caracteristica
principalmente no que se refere a resisténcia de plantas a pragas e doengas.

O objetivo deste trabalho é o de caracterizar as hipdteses genéticas de maior
similaridade utilizadas para prever o padrdo de heranca de caracteristicas oligogénicas,
de interesse agronémico, em experimentos envolvendo o delineamento de geracgdes P,
P,, F1 e F, e prover informacgdes adicionais sobre posicionamento e quantificagcdo do
efeito de locos individuais sobre a expressdo da caracteristica. Erros de rejeicdo de
hipdteses verdadeira, em particular com hipéteses concorrentes proximas tais como 3:1
e 13:3 ou 1:2:1 e 3:9:4, por exemplo, serdo analisados e discutidos. Também é avaliada
a contribuicdo da andlise gendmica, com a agregacdo de informacfes da genotipagem

da F,, na elucidacdo do padrdo de segregacao.
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Material de Métodos
Material Genético

Neste trabalho foram utilizadas, para fins de estudo de heranca, populactes
simuladas F;, derivada de pais homozigotos contrastantes, e F,, e informacdes
fenotipicas e moleculares desta geracdo segregante. Foram consideradas populac6es de

tamanho 100, 200, 400 e 600 individuos.

Informacdes moleculares da F»

As informacdes fenotipicas e moleculares das populacdes F, foram obtidas de
diferentes tamanhos populacionais simulados. Considerou que esta geracéo foi derivada
de parentais homozigotos (P; e P,) contrastantes com P; dominante e P, recessivo, pelo
modulo de simulacdo do programa para analise de dados moleculares e quantitativos —
GQMOL (Cruz, 2012).

As informacdes moleculares foram simuladas considerando genoma com cinco
grupos de ligacédo e saturacdo de 11 marcas moleculares codominantes, espacadas a 10

cM, portanto, cada grupo de ligacao apresentou o tamanho de 100 cM.

Informacdes fenotipicas da F,

Para cada populacdo genotipada simulada também foram consideradas 10
caracteristicas simuladas com um padrdo de expressdo controladas por 1, 2 ou 3 genes
com segregacao variavel. Para as caracteristicas governadas por um gene, considerou-se
as segregacOes 3:1 e 1:2:1; para as caracteristicas governadas por dois genes,
considerou-se as segregacbes 9:7, 13:3, 15:1, 9:6:1, 12:3:1 e 9:3:4 e, para as
caracteristicas governadas por trés genes considerou-se a segregacdo 27:37 e 63:1.

Os genes controladores destas caracteristicas foram posicionados de forma a se
ter resultados de padrdo de segregacao tipico de genes independentes e ligados. Os
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genes independentes foram localizados nas posigdes correspondentes aos marcadores 5
(para caracteristicas controlada por um gene) ; 5 e 20 (para caracteristicas controlada
por dois genes); e 5, 20 e 50 (para caracteristicas controlada por trés genes). Para as
caracteristicas controladas por genes ligados a posicdo dos genes foi aquela
correspondente aos marcadores 15 e 16 ou 13, 14 e 15, de modo que o padréo de
heranca foi determinado utilizando-se os dados genotipicos relativos a cada marcador
responsavel pela caracteristica em estudo, nos diferentes conjuntos populacionais e
codificando-os de acordo com o padrédo de heranca desejado.

Assim, caracterizando o processo de simulagdo para segregacdo do tipo 9:7, com
possibilidade de extrapolacdo para os demais casos, 0s dados relativos aos marcadores 5
e 20 codificados com 0, 1 e 2 foram transformados em padrdo fenotipico recebendo

cddigo 1 na combinagédo 2-2, 2-1, 1-2 e 1-1 e cddigo 0 nas demais combinaces.

Analises estatisticas moleculares

Apos a simulacdo dos dados moleculares da populacéo F,, foi realizada a analise
de segregacdo de locos individuais. Foi aplicado o teste de qui-quadrado, a 5% de
probabilidade, para constatagdo da razdo de segregacdo 1:2:1 em cada marcador para
todas as populagoes.

Para estes mesmos conjuntos de dados foram construidos mapas genéticos. Para
construcéo dos grupos de ligacdo, utilizou-se a propriedade transitiva, ou seja, se 0 loco
A esté ligado ao loco B, e 0 loco B esta ligado ao loco C, logo o loco A esta ligado ao
loco C, independente da fregiiéncia de recombinacdo de A e C e, portanto, A, Be C
pertencem ao mesmo grupo de ligacdo. Os critérios utilizados no agrupamento foram a
freqUiéncia méaxima de recombinago (fmax) € 0 LOD minimo (LODp,), para inferir se

dois locos estdo ligados. Foram utilizados os valores 30% e 3, respectivamente, para
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fmax € LODnmin. As marcas mais proximas em relacdo as marcas ja consideradas que
atenderem aos dois critérios adotados serdo incorporadas ao grupo de ligagdo. Assim, 0
processo continua investigando a porcentagem de recombinagdo e o LOD entre marcas
e possiveis vizinhos a serem incorporados as extremidades do grupo de ligacdo em
construgéo.

Para o ordenamento das marcas no grupo de ligacdo foi utilizado o método da
soma das fracdes de recombinacdo adjacente (SARF — Sum of Adjacent Recombination
Fraction) para os mapas construidos sem analise multiloco. Neste processo, a melhor
ordem é aquela que apresenta menor soma de recombinacgdes adjacentes. Considera-se a
ordem original estabelecida pelo processo de agrupamento e aplica-se o algoritmo RCD
(Rapid Chain Delineation), que consiste em realizar permutas entre dois marcadores
vizinhos ou distantes envolvendo trés ou quatro marcadores. A ordem ¢é alterada se,
apos a permuta, a soma das distancias adjacentes for reduzida. Apos todas as permutas
conclui-se que a melhor ordem é aquela de menor soma de distancias adjacentes

(Schuster & Cruz, 2008).

Estudo do padréo de heranca com base em informagdes fenotipicas

O estudo da heranca de cada caracteristica, obtida por simulagdo considerando a
acdo de genes com posicdo previamente conhecida e sem efeito ambiental, foi realizado
da forma convencional em estudo de Genética Mendeliana. Nesse sentido formula-se
uma determinada hipdtese de segregacao e aplica-se um teste apropriado, geralmente o
teste de qui-quadrado. Assim, por exemplo, a ndo rejeicdo da segregacdo 9:7 serd
indicativo de que a caracteristica é governada por dois genes independentes e com

interacdo epistatica. Entretanto, € possivel obter resultado falso (positivos ou negativos)
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em razdo do tamanho inadequado da populagdo, da metodologia empregada e o tipo de
informac&o disponivel, que neste caso € apenas fenotipica.

Para comprovar a influéncia do tamanho populacional sobre o resultado do teste
de segregacdo foram realizados testes de qui-quadrado para verificar a ocorréncia de
ambiguidade de aceitacdo de hipdteses (positiva para mais de um tipo de segregacao)
em cada populacdo dos conjuntos relacionados ao tamanho populacional para todas as
hipoteses de segregacdo que mostravam mesmo numero de classes, em um total de 8320
testes.

Para caracteristicas controladas por genes ligados ndo ha uma proporcéo prévia a
ser adotada pelo desconhecimento da porcentagem de recombinacgdo entre estes genes.
Assim, para dois genes A/a e B/b ligados em que A-B- determina um padrédo fenotipico
e (A-bb, aaB- e aabb) determina o outro padrdo fenotipico a segregagdo 9:7 €
considerada um “falsa hipoOtese de segregacdo”. Nesse caso 0S genes estavam
localizados em mesmo cromossomo, e , portanto, a segregacdo ndo era independente.

A adequacdo da metodologia classica para estudo de heranca, apenas com base
em informacdo fenotipica, foi avaliada pela quantidade de erros e acertos da ndo
rejeicdo da hipotese de segregacdo verdadeira ou ndo rejeicdo simultanea de duas
hipoteses pela ambigiidade da razdo observada de segregacao.

Para melhor elucidacdo do processo adotado neste estudo, considerou, por
exemplo, uma caracteristica sabidamente controlada por um gene e segregacao simulada
de 3:1. De posse dos dados fenotipicos foi avaliada a segregacéo 3:1 e todas as demais
proporgdes adequadas tais como: 9:7, 13:3, 15:1, 27:37 e 63:1. Quando se esperava um
padrdo de segregacdo com trés classes, como no caso de 1:2:1, foram também
realizados os testes de qui-quadrado em relagdo 9:6:1, 12:3:1 e 9:3:4. Assim, algumas

situacOes foram encontradas e quantificadas: i. Apenas a hipotese verdadeira ndo foi

41



rejeitada; ii. A hipoOtese verdadeira foi rejeitada e outra falsa ndo rejeitada; iii. Tanto a
hipotese verdadeira quanto a falsa ndo foram rejeitas com nivel de significancia

favorecendo, ou ndo, a hip6tese verdadeira.

Estudo do padréo de heranca com base em informac6es fenotipicas e moleculares

Considerou-se que, para 0s mesmos conjuntos de dados em que o padréo de
heranca da caracteristica fora estudado por meio de técnicas convencionais da Genética
Classica, também havia disponibilidade de mapas genéticos de forma que o estudo
poderia ser aprimorado ou elucidado por meio de analises gendmica demonstrando e a
utilidade desta para melhorar acuracia das informacdes nos programas de
melhoramento.

Os conjuntos de dados provenientes de diferentes tamanhos populacionais
envolvendo caracteristica com diferentes controles génicos foram submetidas aos
procedimentos similares ao de identificacdo de QTLs pelo método do intervalo simples.
Os resultados favoraveis esperados por esta metodologia seria o de identificar
apropriadamente 0 numero de genes controladores de cada caracteristica, 0
posicionamento destes genes, principalmente quando a caracteristica era controlada por
genes ligados e a genética classica mostra-se ineficiente neste estudo e identificar o
padrdo epistatico de heranga, ou seja, ser capaz, de no caso de dois genes, caracterizar
apropriadamente as segregacdes 9:7, 15:1, 13: 3, 9:3:4 e 9:6:1.

Os resultados ndo completamente satisfatorios por esta metodologia consistiam
em: ndo identificacdo; identificacdo do numero de genes correto porém na posi¢ao
proxima a esperada; identificacdo do genes na posicdo certa com ocorréncia de gene

fantasma ou “extrapolado” e identificacdo do nimero e posicao incorretos.
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Dados relativos a valores de cada genes expressos por m, a e d foram
analisados, em que u representa a média fenotipica dos genédtipos homozigotos, ou 0
ponto médio, a mede o afastamento dos homozigotos em relacdo ao ponto médio, efeito
aditivo e d mede o afastamento do heterozigoto em relagdo ao ponto médio. As relagdes
entre a e d permite conhecer o tipo de interacdo alélica presente, em que d/a mede o
grau de dominéncia (gd) de um determinado loco. Os valores de m, a e d foram
anotados para cada individuo de todos os 8 conjuntos populacionais. Foram utilizados
valores médios dos 20 individuos para cada padréo de segregacdo analisado com intuito
de corroborar com as informagGes proporcionadas pela gendémica e de caracterizar o
tipo de segregacgdo fenotipica. Todas as analises foram realizadas utilizando o aplicativo
computacional GQMOL (Cruz, 2012), disponivel em
http://dl.dropbox.com/u/34614950/ggmolexe.zip

http://dl.dropbox.com/u/34614950/dadosgq.zip.

Resultados e discussao

Estdo apresentados na Tabela 1 os resultados de rejeicdo, ou ndo, de hipotese de
segregacdo para 10 caracteristicas hipotéticas cujo controle génico era previamente
conhecido em familias F,. Sabe-se que, entre as populagdes tradicionalmente avaliadas
no melhoramento de plantas, as F,s derivadas de F; (Haruchima et al 1998) e as
populacdes de retrocruzamento (Weiguo et al 2002) sdo intensivamente utilizadas para
0 mapeamento genético e estudo de padrdes de heranca fenotipica por sua praticidade e
facilidade de obtencdo (Schuster & Cruz 2004). Pode-se observar que, para as
caracteristicas controladas por um ou dois genes, a porcentagem de réplicas de
simulacdo em que ndo houve rejeicdo da hipdtese verdadeira (Pcl) foi relativamente
alta. Observa-se também que o aumento do tamanho da populacdo ndo proporcionou

grandes mudancas na nao rejeicdo de Ho, ou seja a caracteristica estudada estava
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segregando conforme o esperado. Em alguns testes de segregacao foi observado nivel
de significancia inferior a 5%, porém a porcentagem de ocorréncia de tais resultados
ndo ultrapassou 10% das réplicas dentro de alguns conjuntos populacionais podendo ser
explicado pela propria aleatoriedade do processo de simulacdo. Excegdo ocorreu para a
caracteristica controlada por trés genes e segregagdo esperada de 27:37 em que o valor
de Pcl (porcentagem de ndo rejeicdo de hipdtese verdadeira) diminuiu
consideravelmente com o aumento do tamanho populagéo indicando que a dificuldade
do teste de qui-quadrado em proporcionar classificagdo correta para este tipo de
segregacdo. O teste de qui-quadrado é bastante sensivel ao tamanho da amostra e a ndo
rejeicdo de hipoteses verdadeiras em tamanhos populacionais elevados s6 ocorrem
qguando o desvio, entre observado e esperado, for relativamente pequeno. Assim, como
ilustracdo, pode-se considerar experimento com ocorréncia de dois eventos com
freqUéncia paramétrica p=g=0,5. Entretanto, em um experimento 10 observac¢des pode-
se encontrar resultado iguais a p=0,7 e q=0,3 e o teste qui-quadrado estara associado a
um nivel de significancia estimado de 20,59% indicando a néo rejeicdo da hipotese. Em
outro experimento, com 1000 observagdes, pode-se encontrar p = 0,55 e q = 0,45, bem
mais proximos do valor paramétrico e o teste de qui-quadrado estara associado a um
nivel de significancia 0,1565% indicando a rejei¢do da hipdtese.

Diferentemente da abordagem métrica que, em relacdo a uma serie de
pressuposicOes, suporta desvios em relagdo ao ndo atendimento, a consideragéo
inapropriada de uma hipotese genética pode resultar em problemas de interpretagdo. O
equivoco nas conclusGes em relacdo a natureza da caracteristica, ao genoétipo dos
genitores e ao direcionamento de cruzamentos possui grande potencial para causar

prejuizos a qualidade da pesquisa.
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Liu (1997) descreve metodologia que permite obter um tamanho populacional
Otimo para realizar a comparacdo de hipdteses genéticas de forma a discrimina-las
apropriadamente considerando a distribuicdo de qui-quadrado e um nivel critico
associado. Assim, hipdtese de segregacao 3:1 e 13:3 demandariam 666 individuos para
inferir sobre a hipGtese mais apropriada, adotando 5% como nivel critico de
probabilidade. Usando o0 mesmo método, a distin¢éo entre hipoteses alternativas de 9:7
e 27:37 demandariam 23.383 individuos.

Na Tabela 1 verificou-se que os testes de hipdtese comumente adotado em
estudos de genética classica ndo se mostra eficiente quando se observa os valores de
qui-quadrado associados a hipéteses alternativas, pois em todos 0s tamanhos
populacionais houve problemas de ambigliidade de segregacdo. Para estabelecer o
tamanho apropriado da populagdo considerou-se a informacdo na literatura em que
amostra de tamanho reduzido, inferiores a 50 individuos sdo inadequadas para
avaliacOes fenotipicas e proporciona baixa resolu¢cdo em estudo de mapeamento
genético tornando dificil a detecgdo de genes (ou QTLs) de pequeno efeito (Young,
1994). Atualmente, para estudos moleculares, o tamanho das populagdes utilizadas tem
sido maiores. Sdo encontrados trabalhos que estudam a influéncia do tamanho
populacional na recuperacdo dos grupos de ligacdo, tanto para cruzamento controlado
quanto para populacdes exogamicas. Observou-se que, em populacdoes de 200
individuos, recupera-se as informag6es gendmicas, dependendo da saturagcdo (Bhering
& Cruz, 2008; Yan et al., 2009). Assim, considerou ser apropriado neste estudo utilizar
amostras de tamanho 100, 200, 400 e 600 individuos.

Para o tamanho populacional de 100 e 200 individuos, sete e cinco proporc¢des
maiores que 50% (Pc2) foram observados, respectivamente. Somente para as

proporgbes 9:6:1 e 12:3:1 ndo houveram contradicbes em nenhum tamanho
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populacional. O problema é ainda mais critico quando o experimento indica uma
hipdtese alternativa falsa como mais apropriada para descrever os dados, que neste
estudo foi quantificado por Pc3. No tamanho populacional de 100, os valores de Pc3
foram bem expressivos alcangando valores de 50% e 90% para as segregacdes 9:7 e
27:37, respectivamente. Este problema foi minimizado com o aumento do tamanho
populacional, percebendo reducdo do problema da ambiglidade de segregacgéo, de
forma que, no tamanho populacional de 600 individuos, apenas as segregagdes 9:7;
9:3:4 e 27:37 apresentaram valores expressivos de Pc2, porém a freqiiéncia Pc3 foi
menor que a de P1c para a segregacao 9:7.

A verdadeira segregacdo da caracteristica controlada por dois genes com
segregacédo 9:7 ndo foi encontrada por completo com o aumento populacional com 45%
dos valores de Pc3. Somente para a proporg¢do 27:37 que houve o inverso, ou seja, com
0 aumento da populacdo houve um maior indice de aceitacdo da hipo6tese concorrente
9:7 (25%) em detrimento da verdadeira, um aumento na ocorréncia do erro tipo 1.

A Tabela 1 tambeém traz informag6es sobre identificacdo de QTL no intuito de
verificar a quantidade de informagéo adicional gerada pela gendmica em comparacao
aos métodos classicos de estudo de caracteristicas oligogénicas. Foi considerado que em
estudos de detecgdo de genes (ou de QTL), primeiramente, precisa-se saber qual o objetivo
da pesquisa, que pode ser somente a deteccdo ou 0 seu posicionamento. Quando o objetivo
for apenas a deteccdo, a metodologia da marca simples é eficiente. Corroborando tais
afirmacdes, encontra-se trabalhos que utiliza metodologia da marca simples (Santos et al.,
2007; Mignon et al., 2009) entretanto 0 método do intervalo simples tem sido mais
apropriado por proporcionar informagdes sobre o posicionamento e os efeitos dos genes

sobre a caracteristica (McClosky et al., 2011; Borovsky & Paran, 2011).
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Observou-se que, de maneira geral, com o aumento do tamanho populacional
houve maior eficiéncia na metodologia de identificacdo dos genes controladores da
caracteristica, chegando a 100% na identificagdo dos genes para 0 tamanho
populacional de 600 individuos. Para o tamanho populacional de 100 individuos foi
verificado que o emprego da analise gendémica para elucidar questdes sobre o nimero e
tipo de acdo de genes sobre o controle da caracteristica foi ineficiente apenas para a
segregacao 63:1. Além disso, 10%, 47,5% e 30% dos genes ndo foram encontrados para
as proporgdes 13:3; 12:3:1 e 27:37, respectivamente e que o0s demais foram
posicionados no local esperado ou préximo. Para os tamanhos populacionais de 200 e
400 individuos foram encontrados genes falsos (genes fantasmas) além dos esperados,
fato este resolvido também com o tamanho populacional.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores tedricos de m, a e d calculados com
base nos valores fenotipicos de cada classe genotipica para o gene controlador da
caracteristica. Assim, pode-se argumentar que a analise genémica seria eficiente em
detectar o nimero de genes controladores da caracteristica, mas que omitiria informagéo
sobre o tipo de acdo génica, em especial das epistasias. Na genética classica, ao se testar
hipotese de segregacdo 9:7 j& ha indicacdo de se tratar de dois genes independentes e
epistasia recessiva dupla. Para a analise genémica, o tipo de epistasia pode ser
reconhecido a partir da magnitude dos efeitos médios, ou individuais, dos locos
denotados por m, a e d. Quando se considerou genes ligados, os valores de m, ae d
foram calculados admitindo que a posicdo dos genes eram conhecidas e estavam
localizados a 10 cM de distancia (valor de r=0,1), caracterizando entdo os valores de u,
a e d médios para as caracteristicas estudadas representativas dos 10 tipos de
segregacao. Assim, a comparacdo dos valores desta tabela com as estimativas médias

obtidas para u, a e d para 0s 2 cenarios (caracteres controlados por genes independentes
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ou ligados) aumentara a informagdo da analise gendmica pelo fato de possibilitar
caracterizar também o tipo de segregacdo que esta ocorrendo com a caracteristica em
estudo.

Na Tabela 4 encontram-se descritos os valores médios de m, a e d obtidos para
genes independentes controladores das caracteristicas com padrdo de segregacdo
variado. Estes resultados, quando comparados com os da Tabela 3, revelam grande
coincidéncia de magnitude, ou pouca variagdo em relagéo a classe estudada com forte
indicativo de que os valores médios sejam, de fato, informativos do padrdo de
segregacao epistaticos. Para as segregacdes 3:1 e 1:2:1 os valores sdo todos coincidentes
com os estimados e descritos na Tabela 3, com excecédo para o tamanho populacional de
400 individuos em que o valor médio de a, para Y1, foi de 0,87. Para as
caracteristicas Yi3:3 € Y151 foram encontrados valores discrepantes para a, no tamanho
populacional de 400 individuos. No entanto, para o tamanho populacional de 600
individuos, esta variagcdo é menor.

A caracteristica Y7.37 foi a que apresentou maiores variagdes em relagdo aos
valores esperados de m, a e d, mas com o aumento da populacdo os valores médios se
aproximaram do valor esperado.

No cenario em que se consideraram genes ligados, tendo-se 2 ou 3 genes
controlando a caracteristica, alocados a distancia de 10 e 20 cM, pode-se observar que,
com o aumento do tamanho da populagdo, ndo houveram grandes mudancas na ndo
rejeicdo de Ho expresso por Pcl (Tabela 2). Em quase a totalidade dos casos, o teste de
qui-quadrado falhou, na identificacdo da suposta segregacao prevista, como esperado. O
surpreendente foram os resultados da hipOtese de segregacdo para as caracteristicas
Y1231 € Ya737. A primeira, que com tamanho populacional de 100 individuos, estava

segregando conforme o falso esperado em 100% dos casos, mas com o aumento do
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tamanho da populacdo o valor de Pcl, obtido por meio do teste de qui-quadrado,
diminuiu para 65% dos casos positivos. No caso da segunda caracteristica (Y37:37)
obteve-se Pcl de 75%, com tamanho populacional 100, reduzindo para 30%, para
tamanho populacional de 200, e atingindo zero para os tamanhos populacionais de 400
e 600 individuos.

Para o tamanho populacional de 100 individuos (Tabela 2) foi ainda constatado
trés testes falsos positivos para a caracteristica Ygz.1 (Pcl = 15%), dois para Ygq7 €
apenas um para Yg:1. Para o tamanho populacional de 200 individuos, verificou-se
apenas um teste de segregacao positivo para a caracteristica Y.

A hipdétese genética é definida como o mecanismo de heranca mais provavel de
uma caracteristica com base na avaliacdo de dados disponiveis. Assim, como ressaltado
anteriormente, quando se considera genes ligados tem-se na realidade “falsas hipoteses
de segregacdo”, ou seja, as caracteristica Yo7 sequencialmente até Yz ndo tem
proporgOes de segregacdo esperada. Neste caso 0s genes ndo estdo segregando
independente e o valor da porcentagem de recombinagdo é desconhecido. Assim, este
fato justifica o resultado encontrado para a grande maioria dos testes de segregacdo com
valores de Pc1 abaixo de 5% e grande quantidade de ambigtiidade de segregacéo.

Em todos os tamanhos populacionais houve ambigiiidade de segregacdo, para o
conjunto de caracteristicas governadas por genes ligados. Observa-se que houveram
casos positivos de ambiglidade de segregacdo para todas as hipoteses testadas. A
excecdo foi a caracteristica Yi2.3.1, € que, em relacdo as hipdteses alternativas, foram
encontrados seis padrdes concorrentes com valores maiores que 85% de numero de
testes de segregacado falso positivo (erro tipo I). Para os demais conjuntos populacionais
ndo foram encontrados mais de uma hip6tese concorrente. Como ocorreram elevados

indices de erro tipo | para as hipoteses testadas (conhecidas) e também elevados indices
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de erro tipo Il para as hipGteses concorrentes, consequentemente a porcentagem do
numero de testes concorrentes positivos € elevada e quando comparados a hipdtese
supostamente conhecida com a concorrente em termos de maior probabilidade.

A eficacia da analise gendmica nos testes de identificagdo do niumero de genes
controladores das caracteristicas foi comprovada para genes ligados (Tabela 2). Estas
andlises foram eficientes na quantificacdo e na identificacdo dos genes responsaveis
pela caracteristica. Pode-se observar que, de maneira geral, com 0 aumento do tamanho
populacional houve melhor eficiéncia da metodologia de identificacdo de genes,
chegando a 100% na identificagdo dos mesmos para o tamanho populacional de 600
individuos. Para o tamanho populacional de 100 individuos foi verificado grande
quantidade de testes de identificacdo de genes negativos, com destaque para as
caracteristicas Yis:1; Y2737 € Y31, Este problema foi resolvido com o aumento do
tamanho populacional, com 200 individuos foi constatado apenas 2,5% (Pg2) de testes
negativos para Yo7 e 12,5 para Y333. Tais resultados sdo coerentes com alguns obtidos
em andlise genémica de deteccdo de QTLs que ressaltam que o tamanho populacional
de 200 individuos é apropriado para este fim. Sdo encontrados pesquisas visando a
deteccdo de QTLs utilizando populacGes de até 200 individuos (Couto et al., 2010;
Borovsky e Paran, 2011; Lu et al., 2011) e acima de 200 individuos (Ding et al., 2011;
Sousa et al., 2011).

Nos grupos de caracteristicas e populagfes de tamanho 400 e 600 foram
encontrados resultados com genes extras (ou genes fantasmas), chegando a 37,5% dos
testes para a caracteristica Yg; com presenca de um gene extra e 33,3% para a Y31,
podendo inferir que este fato deva-se ao espagamento entre as marcas ou a metodologia

aplicada. Problemas similares sdo encontrados em estudos de QTL, cuja elucidagédo da
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ocorréncia de QTL fantasma tem sido feito por meio do uso do método do intervalo
composto.

Os valores médios de m, a e d para os conjuntos de caracteres controlados por
genes ligados estdo apresentados na Tabela 4. Esse dados quando comparados aos
valores referenciais da Tabela 3, permite constatar grande coincidéncia ou valores
préximos com pouca variagdo em relacdo a classe estudada e com forte indicativo de
que os valores médios destes sejam indicativo da propor¢do de segregacdo. Assim, com
base no valor médio de m, a e d pode-se inferir sobre o tipo de controle genético da
caracteristica. Conclusdes desta natureza ndo seriam possiveis de serem obtidas por
meio da analise genética classica devido a impossibilidade do estabelecimento de uma
hipotese de segregacdo que contemplasse informagdes sobre o nimero de genes ligados,
distancia entre estes e o padrdo epistatico. Observa-se que, com o aumento do tamanho
populacional, os valores médios de m, a e d para cada classe de caracteristica se

aproximaram do valor paramétrico (Tabela 4).

Conclusoes

- Os testes de segregacdo empregados em genética classica foram eficientes na
identificacdo do padrdo de heranca de caracteristica quando se tratava de genes
independentes, porém problemas de ambiguidade de segregacdo foram encontrados em
tamanhos populacionais de 100 a 600 individuos.

- Testes classicos de segregacdo quando aplicados em caracteristicas controladas
por genes ligados sdo inconclusivos e proporcionam grandes equivocos em analise e
interpretacéo.

- Os testes de identificacdo de genes em analises gendmica, a partir de
informacd@es fenotipicas e moleculares da F,, se mostraram eficientes tanto para estudo

de heranca de caracteristicas controlada por genes independentes quanto ligados.
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- Delineamento genético para fins de estudo de heranca envolvendo informacdes
fenotipicas e moleculares das geracBes segregantes devem ser recomendados por
permitir o emprego de analise de genética classica e gendmica gerando informagdes
complementares e reduzindo equivocos nos casos de ocorréncia de segregacoes

genéticas ambiguas.
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Tabela 1- Compilacdo do padrdo de heranca por métodos de genética classica e por analise gendmica para
caracteres controlados por um, dois ou trés genes independentes.

Genética Classica Gendmica

Caréter Pcl Ha Pc2 Pc3 Pgl. Pg2 Pg3 Pg4
N=100

Y3 100 13:3 50 25 50 - - 50

Y 1:2:1) 100 9:3:4 90 40 40 - - 60

Yo7 90 27:37 95 50 22,5 - - 77,5

Y (13:3) 100 31 80 25 10 10 - 80

Y sy 100 63:1 15 15 12,5 - - 87,5

Yo 100 - - - 17,5 - - 82,5

Ya2an 100 - - - 7.5 475 25 42,5

Y (9:3:4) 100 1:2:1 70 20 22,5 - - 77,5

Y (27:37) 100 9:7 100 90 31,7 30 - 38

Y (63:1) 95 15:1 55 5 - 100 - -
N=200

Y1) 100 13:3 60 20 0 - - 10

Y @2 100 9:3:4 70 40 90 - - 10

Y(97) 100 27:37 95 40 60 - 40 ;

Y 13:3) 100 31 45 - 45 12,5 12,5 30

Y (15:1) 100 - - - 32,5 10 57,5 -

Y (9:6:1) 100 - - - 60 - 40 -

Y 12:3:1) 100 - - - 40 45 15 -

Y (9:3:4) 100 1:2:1 60 15 57,5 12,5 25 5

Y (27:37) 90 9:7 100 - 41,7 33,3 21,7 3,3

Y 63:1) 100 - - - 15 61,7 - 23,3
N=400

Yeu 95 13:3 15 5 100 - - -

Y @21 100 9:3:4 40 15 85 - 15 -

Yen 100 27:37 80 25 87,5 ; ; 12,5

Yuas) 95 31 15 5 70 - - 30

Y (15:1) 100 - - - 37,5 - 2,5 60

Y (9:6:1) 100 - - - 82,5 - 2,5 15

Y 12:3:) 95 - - - 52,5 12,5 - 35

Y (9:3:4) 100 1:2:1 25 5 725 - 25 25

Y (27:37) 25 9:7 70 65 71,7 3,3 - 25

Y (63:1) 100 - - - 38,3 5 1,7 55
N=600

Y (1) 100 - - - 100 - - -

Y (w2:1) 95 - - - 100 - - -

Y 100 27:37 95 45 100 ] ) _

Y (13:3) 100 - - - 90 - - 10

Y51 95 - - - 72,5 - - 27,5

Y 9:6:1) 95 - - - 90 - - 10

Y (12:3:) 100 - - - 85 - - 15

Y (9:3:4) 100 1:2:1 10 - 95 - - 5

Y3 10 9:7 25 25 100 - - -

Y (63:1) 90 - - - 100 - - -

Pcl: porcentagem de teste qui-quadrado que néo rejeitou a hip6tese verdadeira a 5% de probabilidade; Ha: hipdtese alternativa ou concorrente; Pc2:
porcentagem de teste qui-quadrado que n&o rejeitou a hipétese concorrente a 5% de probabilidade; Pc3: porcentagem de teste qui-quadrado que néo
rejeitou ambas hipéteses, mas com a concorrente associada a maior nivel de significancia; Pgl: porcentagem de analise gendmica em que os genes
foram detectados na quantidade e na posicdo exata; Pg2: porcentagem de analise em que os genes ndo foram detectado; Pg3: porcentagem de andlise
que detectou genes extras (fantasma) além do esperado; Pg4: porcentagem de analise em que os genes foram detectados em quantidade correta mas em
posicéo aproximada. Pg1+Pg2+Pg4=100.
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Tabela 2- Compilacéo do padrdo de heranca por métodos de genética classica e por analise gendmica para
caracteres controlados por um, dois ou trés genes ligados

Genética Classica Gendmica
Carater Pcl Ha Pc2 Pc3 Pgl. Pg2 Pg3 Pg4
N=100
Y(9:7) 10 13:3-15:1-27:37 85-15-25 85-15- 25 27,5 27,5 45 -
Y (13:3) 0 15:1-63:1 100 35 100 -35 30 65 5 -
Yas:1) 0 3:1-13:3 95 -95 95 -95 60 17,5 22,5 -
Yies) 5 12:3:1-9:3:4  85-10 85 -10 - 50 50 -
Yoz 100 9:6:1 5 - 22,5 30 475 -
Y (9:3:4) 0 9:6:1-12:3:1 25 -75 25 -75 17,5 40 42,5 -
Yeran 75 3:1-97 45 -50 45 -0 41,7 37,6 26,7 -
Y (63:1) 15 3:1-13:3 45 -100 45 -100 33,3 6,7 60 -
N=200
Yo7 5 27:37 65 60 2,5 2,5 - 95.0
Y33 0 3:1 95 95 17,5 12,5 - 70
Y @5:1) 0 13:3 100 100 2,5 - - 975
Y (96:1) 0 9:3:4 50 45 - - - 100
Y 12:3:) 95 - - - 7,5 - - 92,5
Y (9:3:4) 0 1:2:1 25 25 15 - - 85
Y @7:37) 30 9:7 20 - 10 - . 90
Y (63:1) 0 15:1 95 45 1,7 - - 08,3
N=400
Yo 0 31 50 50 - - 10 90
Yas3) 0 15:1 75 75 72,5 - 2,5 25,0
Y (151 0 3:1-13:3 20-95 20 -95 - - 10 90
Y (96:1) 0 12:3:1 20 20 - - 17,5 825
Y (12:3:) 90 - - - 2,5 - 12,5 85
Y (9:3:4) 0 12:3:1 30 30 10 - 25 65
Y (27:37) 0 - - - 8,3 - 16,7 75,0
Y 63:1) 0 13:3 70 70 1,7 - - 08,3
N=600
Yo 0 31 25 25 375 - 375 25
Yas) 0 15:1 65 65 47,5 - 25 275
Yas 0 31-13%3  20-85  20-85 30 . 25 450
Y (96:1) 0 12:3:1 15 15 2,5 - - 97,5
Y 1231 65 - - - 50 - 10 40,0
Y (9:3:9) 0 12:3:1 5 5 50 - 75 425
Y (27:37) 0 - - - 20 - 33,33 46,67
Y (e3:1) 0 13:3 65 65 1,67 - 20 78,33

Pcl: porcentagem de teste qui-quadrado que ndo rejeitou a hipotese verdadeira a 5% de probabilidade; Ha: hipétese alternativa ou
concorrente; Pc2: porcentagem de teste qui-quadrado que ndo rejeitou a hipotese concorrente a 5% de probabilidade; Pc3:
porcentagem de teste qui-quadrado que ndo rejeitou ambas hip6teses, mas com a concorrente associada a maior nivel de
significancia; Pgl: porcentagem de andlise gendmica em que os genes foram detectados na quantidade e na posicao exata; Pg2:
porcentagem de analise em que os genes nao foram detectado; Pg3: porcentagem de analise que detectou genes extras (fantasma)
além do esperado; Pg4: porcentagem de anélise em que os genes foram detectados em quantidade correta mas em posicdo
aproximada. Pg1+Pg2+Pg4=100.
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Tabela 3: Valores médios esperados de m, a e d determinantes da expressdo fenotipica de caracteristicas

com diferentes padrfes de segregacdo

Genes Genes ligados
independentes (r=0,10cM)

Caréter m a d m a d

Y 31 0,5 0,5 0,5 - - -
Y(1:2:1) 1 1 0 - - -

Y 97 0,375 0,375 0,375 0,495 0,495 0415
Y (13:3) 0,75 0,125 0,125 0,95 0,045 0,005
Y 15:1) 0,875 0,125 0,125 0,595 0,405 0,405
Y 961 0,625 0,25 0,25 0.545 0,45 0,41
Y (12:3:1) 0,75 0,1875  0,1875 0,57  0,4275 0,4075
Y (9:3:4) 0,5 0,3125  0,3125 0,52 04725 0,4125
Y (27:37) 0,25 0,25 0,25 0,48 0,45 0,34
Y (63:1) 0,95 0,041 0,041 0,66 0,31 0,31
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Tabela 4- Compilacdo do valores médios dos efeitos m, a e d relativos a 20 réplicas de cada conjunto

populacional simulado

Genes independentes

Genes ligados

Carater m a d m a d
N=100
Y31 0.50 0.50 0.51 - - -
Y21 1.00 1.01 0.00 - - -
Y(97) 0.37 0.39 0.39 0.47 0.54 0.48
Y (13:3) 0.74 0.13 0.14 0.86 0.14 0.14
Y (15:1) 0.87 0.13 0.14 0.56 0.43 0.46
Y (9:6:) 0,62 0.25 0.26 0.49 0,5 0,51
Y (12:3:) 0,75 0,19 0,19 0,52 0,47 0,49
Y (9:3:4) 0,49 032 0.32 0.48 0,51 0,46
Y (27:37) 0.39 0.18 0.25 0.47 0.50 0.40
Y (63:1) 0.97 0.03 0.03 0.62 0.38 0.41
N=200
Y3 0.50 0.50 0.50 - - -
Y21 1.00 1.00 0.00 - - -
Y (97) 0.36 0.38 0.40 0.47 0.52 0.45
Y (13:3) 0.74 0.13 0.14 0.94 0.13 0.10
Y151 0.87 0.13 0.14 0.57 0.44 0.67
Y (9:6:) 0,62 0.24 0.25 0.49 0,5 0.47
Y (12:3:) 0,75 0.18 0,19 0,51 0.47 0,5
Y (9:3:4) 0.49 0.31 0.33 0.48 0,52 0.49
Y (27:37) 0.36 0.24 0.31 0.47 0.52 0.40
Y (63:1) 0.97 0.03 0.04 0.62 0.37 0.40
N=400
Y 0.50 0.50 0.50 - - -
Y (1:2:1) 1.00 0.87 0.00 - - -
Y(97) 0.37 0.38 0.38 0.48 0.52 0.45
Y 13:3) 0.75 0.33 0.13 1.39 0.06 0.00
Y (151 0.87 0.38 0.14 0.58 0.42 0.44
Y (9:6:1) 0,62 0,37 0,26 0,49 0,50 0,51
Y (12:3:) 0,74 0,38 0,20 0,51 0,47 0,49
Y (9:3:4) 0,72 0,40 0,32 0,48 0,52 0,49
Y (27:37) 0.80 0.45 0.30 0.46 0.52 0.42
Y (63:1) 0.97 0.31 0.21 0.64 0.36 0.39
N=600
Y31 0.50 0.50 0.50 - - -
Y21 1.00 1.00 0.00 - - -
Y (97) 0.37 0.38 0.39 0.50 0.49 0.41
Y (13:3) 0.75 0.12 0.13 0.94 0.05 0.02
Y151 0.87 0.13 0.14 0.60 0.40 0.40
Y (9:6:) 0,62 0,25 0,26 0,50 0,49 0,41
Y(12:3:1) 0,75 0,19 0,19 0,55 0,44 0,43
Y (9:3:4) 0,5 0,33 0,32 0,50 0,46 0,44
Y (27:37) 0.36 0.25 0.31 0.49 0.48 0.36
Y (63:1) 0.96 0.04 0.04 0.67 0.32 0.33
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CAPITULO II
ABORDAGEM SOBRE ESTUDO DE HERANCA DE CARATERES PELA
GENETICA CLASSICA E MOLECULAR PARA PADRAO
MULTICATEGORICO DE EXPRESSAO FENOTIPICA



Resumo- Caracteristicas oligogénicas de distribuicdo discreta e expressdo governada
por poucos genes de maior efeito tém se mostrado importantes na condugdo dos
programas de melhoramento. O trabalho teve por objetivo caracterizar hipoteses
genéticas de maior similaridade utilizadas para prever padrdo de heranca de
caracteristicas oligogénicas quando se utilizou um padrdo multicategérico de dados
fenotipicos. Foi utilizado o delineamento genético classico, envolvendo populagdo F,
derivada de F; proveniente de cruzamento entre pais homozigotos contrastantes, de
caracteristica controlada por um, dois e trés genes independentes e ligados. A este
estudo foi também considerada a agregacdo de informacGes moleculares de individuos
F, possibilitando o emprego de analises genémicas para fins de complementacdo de
informac0es e elucidacdo de testes de hipGteses no caso de existir segregacdo ambigua
em hipdteses concorrentes. Foram simulados genomas parentais e populag¢des F, de 100,
200, 400 e 600 individuos, fenotipados e genotipados em relacdo a cinco grupos de
ligacdo contendo 11 marcadores co-dominantes por grupo de ligacdo, e saturagéo de
10cM entre marcadores. Teste de genética classica, baseados em qui-quadrado, foram
incapazes de identificar corretamente o padrdo de heranca de caracteristicas controladas
por genes ligados e proporcionaram grande percentual de erro, principalmente em
tamanhos populacionais mais reduzidos, em teste com hipdteses com segregacdes
concorrentes proximas tais como 3:1 e 13:3, 9:7 e 37:27 e 1:2:1 e 3:9:4. As analises
gendmicas foram realizadas pelas metodologias de intervalo simples aplicadas aos
estudos de deteccdo de QTL (quantitative trait loci) demonstrando seu potencial na
identificacdo dos genes, posicionamento e quantificacdo de seus efeitos sobre a
expressao da caracteristica.

Termos para indexagdo: simulagdo; genOmica; ambiglidade de segregacéo;

identificacdo de QTL; dados multicategdricos.
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Introducéo

Algumas etapas devem ser seguidas para o estudo da heranga monogénica ou
oligogénica. Deve-se escolher genitores contrastantes para o carater em questao, realizar
0s cruzamentos e obter as geracdes F; e F,. Pode-se também obter os retrocruzamentos
(RC), ou seja, o cruzamento da geragdo F; com ambos ou apenas um dos genitores.
Posteriormente, avaliam-se 0s genitores e todas as geracdes de cruzamentos obtidas e
verifica-se, por meio da analise da distribuicdo fenotipica de caracteres qualitativos ou
por meio das medias e variancias de caracteres quantitativos, o controle genético com
base nas leis mendelianas. Sendo o0s genitores puros, também nao havera segregacdo na

geracdo F;, mas apenas nas demais (F; e retrocruzamentos). Deve-se testar a hipotese de
segregacdo com o teste estatistico de qui-quadrado ( ¥2), o qual verifica se os desvios

apresentados entre 0 nimero observado e o esperado, de cada classe fenotipica, sdo
significativos em determinado nivel de probabilidade (normalmente, 5%) (Ramalho et
al., 2004).

Caracteristicas oligogénicas, de distribuicdo discreta e expressao governada por
poucos genes de maior efeito, tm se mostrado importantes na conducdo dos programas
de melhoramento de varias culturas (Rao & Li, 2000). Para o0 melhoramento vegetal, a
resisténcia das plantas a acdo de patdgenos é provavelmente a caracteristica mais
importante de natureza oligogénica (Alzate-Marin et al., 2005; Barbosa-Prestes et al.,
2008; Gagliardi & Camargo, 2009). Tais caracteristicas sdo governadas por poucos
genes, ou pelo menos de alguns de efeitos maiores, sendo importantes para Varias
culturas. As caracteristicas oligogénicas possuem padrdo de heranga mendeliano
governado por dois, trés ou mais genes de interacdo epistatica, podendo seu padrdo de
expressdo fenotipico alocado em classes a exemplo quando se atribui notas a severidade

ao ataque de doengas.
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As variaveis multicategéricas sdo bastante utilizadas na caracterizacdo de
cultivares. Essas variaveis estdo relacionadas com particularidades morfolégicas e
estruturais da planta, além de caracteristicas que conferem qualidade ao produto
comercializado e quantidade de infec¢do por doencas em plantas. Essas caracteristicas
sofrem pouca influéncia do ambiente por serem de heranga simples, além disso sdo
relativamente féceis e rapidas de se mensurar (Cruz & Carneiro, 2006).

A coleta de dados multicategéricos tem sido de maior interesse pelos
pesquisadores pela vantagem, em relagdo a coleta de dados moleculares e quantitativos,
de serem facilmente observados e requererem menos tempo e méo de obra na sua
realizacdo (Sudré et al., 2006). Entretanto, os limites estabelecidos entre uma e outra
classe podem ndo ser tdo facilmente identificados e, assim, as informagdes coletadas
poderdo ser carregadas de certa imprecisdo tendo em vista a subjetividade de
classificacdo realizada pelo avaliador. Outro aspecto a ser considerado € que ndo se
pode negar que a avaliagdo, por se consistir também na emissao de um juizo de valor,
estd necessariamente permeada pela visdo de quem avalia. Portanto, a explicitacdo de
critérios e de suas conseqiiéncias contidos no processo de avaliacdo, inclusive na
interpretacdo dos resultados, sdo os caminhos indicados para deixar visivel a
especificidade buscada na abordagem qualitativa e a sua validade.

A idéia de que apenas 0 que pode ser expresso em ndmeros é permeado com a
objetividade exigida para dar veracidade a avaliacdo vigora no meio cientifico, porém a
andlise e conclusdes obtidas no processo de avaliagdo adotando-se a abordagem
guantitativa também ndo estdo isentas de imprecisdes e subjetividades. O mais
importante é ser rigoroso, criterioso e atento na execucdo da avaliacdo e deixar sempre

claro quais os elementos que foram adotados e que permitiram as conclusdes obtidas.
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O uso de descritores multicategoricos, com mais de duas classes por varivel,
tem sido utilizado como ferramenta para estruturacdo da variabilidade genética.
Técnicas de andlises multivariadas, como por exemplo a anélise de agrupamento, tem
sido empregadas para a quantificacdo da divergéncia fenotipica em vérias espécies,
como por exemplo hortalicas (Barelli et al., 2007; Bertan et al., 2006 ; Pereira et al.,
2003; Sudré et al., 2006) e na caracterizacdo fenotipica de padrBes por infeccdo a
doengas e posterior identificacdo de QTL (Kamei et al., 2010; Palomares-Rius., 2011;
Sharma et al., 2011) considerando dados de caracteristicas multicategoricas.

No estudo da heranga de caracteristica qualitativa, por meio da genética cléssica,
é de interesse do pesquisador conhecer o numero de genes e alelos envolvidos no
controle e as suas interacfes para a expressdo da caracteristica. Entretanto, a
pormenorizacdo destes estudos permitindo a detecgéo, posicéo relativa e a quantificagéo
dos efeitos individuais desses genes nos cromossomos, assim com a sua relacdo com
outros genes s6 foi possivel a partir da disponibilidade de mapas genéticos obtidos pela
analise de um ndmero relativamente grande de marcadores abrangendo todo o genoma
da espécie. Assim, as analises genémicas passaram a ter também papel fundamental na
disponibilizacdo ferramental Gtil em varios campos da pesquisa genética, uma vez que
permitem a visualizagcdo, mesmo que de forma relativa, da organizagdo dos genes nos
Cromossomos.

Modernas ferramentas de analises genéticas ndo tem sido aplicadas efetivamente
ou contemplada a possibilidade de seu uso durante o estabelecimento e a condugéo de
experimentos. A andlise de experimentos classicos como teste de segregacdo aliado a
anélise genémica poderia solucionar definitivamente o problema de erro tipo Il para

caracteristicas oligogénicas, trazendo maior confiabilidade sobre o nimero de genes que
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controlam a heranca da caracteristica principalmente no que se refere a resisténcia de
plantas a pragas e doencas.

O objetivo deste trabalho é o de caracterizar as hipoteses genéticas de maior
similaridade utilizadas para prever o padrdo de heranga de caracteristicas oligogénicas
em experimentos envolvendo o delineamento de geracgdes P1, P2, F; e F, por simulagéo
de dados genotipicos e fenotipicos para caracteristicas multicategéricas. Erros de
rejeicdo de hipdteses verdadeira, em particular com hipdteses concorrentes proximas
tais como 3:1 e 13:3 ou 27:37 e 9:7, por exemplo, serdo analisados e discutidos.
Também é avaliada a contribuicdo da andlise genbmica, com a agregacdo de
informacgOes da genotipagem da F,, na elucidacdo do padrdo de segregacdo além de
prover informagdes adicionais sobre posicionamento e quantificacdo do efeito de locos

individuais sobre a expressdo da caracteristica.

Material de Métodos
Material Genético

Neste trabalho foram utilizadas, para fins de estudo de heranca, populagdes das
geracOes F1, derivada de pais homozigotos contrastantes, e F,, e informacdes fenotipicas
e moleculares desta geracao segregante.

Informacdes moleculares da F,

As informacdes fenotipicas e moleculares das populacdes F, foram obtidas de
diferentes tamanhos populacionais 100, 200, 400 e 600. Considerou que esta geracao foi
derivada a partir de genomas parentais homozigotos contrastantes com P; dominante e
P, recessivo, pelo modulo de simulacdo do programa para analise de dados moleculares

e quantitativos — GQMOL (Cruz, 2012).
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As informagdes moleculares foram geradas de genoma com cinco grupos de ligagéo e
saturagcdo de 11 marcas moleculares codominantes, espacadas a 10 cM, portanto, cada

grupo de ligacdo apresentou o tamanho de 100 cM.

Informac0es fenotipicas da F;

Para cada populacdo genotipada simulada também foram consideradas 10
caracteristicas fenotipicas simuladas com um padrdo de expressdo que seriam
controladas por 1, 2 ou 3 genes com segregacdo mendeliana variavel. Para as
caracteristicas governadas por um gene, considerou-se as segregacdes 3:1 e 1:2:1; para
as caracteristicas governadas por dois genes, considerou-se as segregacfes 9:7, 13:3,
15:1, 9:6:1, 12:3:1 e 9:3:4 e, para as caracteristicas governadas por trés genes
considerou-se a segregacdo 27:37 e 63:1. As caracteristicas fenotipicas foram inseridas
em um padréo de notas que variavam de zero a cinco.

Os genes controladores destas caracteristicas foram posicionados de forma a se
ter resultados de padrdo de segregacdo tipico de genes independentes e ligados. Os
genes independentes foram localizados nas posi¢des correspondentes aos marcadores 5
(para caracteristicas controlada por um gene) ; 5 e 20 (para caracteristicas controlada
por dois genes) e 5, 20 e 50 (para caracteristicas controlada por trés genes). Para as
caracteristicas controladas por genes ligados a posicdo dos genes foi aquela
correspondente aos marcadores 15 e 16 ou 13, 14 e 15 de modo que, 0 padréo de
heranca foi determinado selecionando-se os dados genotipicos relativos a cada marcador
responsavel pela caracteristica em estudo nos diferentes conjuntos populacionais e
codificando-os de acordo com o padréo de heranga desejado.

Assim, caracterizando o processo de simulagdo para segregacdo do tipo 13:3,

com possibilidade de extrapolacdo para os demais casos com 2 e 3 genes, os dados
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genotipicos relativos aos marcadores 5 e 20 codificados com 0, 1 e 2 foram
transformados em padréo fenotipico recebendo um determinado valor na combinacao 2-
2, 2-1, 1-2 e 1-1 e outro valor nas demais combinagcfes. Com base nestes valores foi
determinada a variancia genotipica e, uma vez especificado um determinado valor de
herdabilidade, foi possivel predizer a magnitude variancia ambiental e seus efeitos que
ocorriam aleatoriamente sobre os gendtipos determinando o valor fenotipico final,

agrupado nas classes de 0 a 5.

Analises estatisticas moleculares

Apos a simulacdo dos dados moleculares da populagéo F,, foi realizada a analise
de segregacdo de locos individuais. Foi aplicado o teste de qui-quadrado, a 5% de
probabilidade, para constatagdo da razdo de segregacdo 1:2:1 em cada marcador para
todas as populages F,.

Para estes mesmos conjuntos de dados foram construidos mapas genéticos. Para
construcdo dos grupos de ligacdo, utilizou-se a propriedade transitiva, ou seja, se o loco
A esta ligado ao loco B, e o loco B esta ligado ao loco C, logo o loco A esta ligado ao
loco C, independente da fregiiéncia de recombinacdo de A e C e, portanto, A, Be C
pertencem ao mesmo grupo de ligacdo. Os critérios utilizados no agrupamento foram a
freqiiéncia méaxima de recombinagdo (fmax) € 0 LOD minimo (LODp,), para inferir se
dois locos estdo ligados. Foram utilizados os valores 30% e 3, respectivamente, para
fmax € LODnmin. As marcas mais proximas em relagdo as marcas ja consideradas que
atenderem aos dois critérios adotados serdo incorporadas ao grupo de ligagdo. Assim, 0
processo continua investigando a porcentagem de recombinagdo e o LOD entre marcas
e possiveis vizinhos a serem incorporados as extremidades do grupo de ligacdo em

construgéo.
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Para o ordenamento das marcas no grupo de ligacdo foi utilizado o método da
soma das fracdes de recombinacao adjacente (SARF — Sum of Adjacent Recombination
Fraction) para os mapas construidos sem analise multiloco. Neste processo, a melhor
ordem é aquela que apresenta menor soma de recombinacdes adjacentes. Considera-se a
ordem original estabelecida pelo processo de agrupamento e aplica-se o algoritmo RCD
(Rapid Chain Delineation), que consiste em realizar permutas entre dois marcadores
vizinhos ou distantes envolvendo trés ou quatro marcadores. A ordem ¢é alterada se,
apos a permuta, a soma das distancias adjacentes for reduzida. Apos todas as permutas
conclui-se que a melhor ordem é aguela de menor soma de distancias adjacentes

(Schuster & Cruz, 2008).

Estudo do padréo de heranca com base em informagdes fenotipicas
O estudo da heranca de cada caracteristica, cujos dados foram obtidos
por simulacdo considerando a agcdo de genes com posicdo previamente conhecida e
efeito ambiental que conduzisse a herdabilidade de 80%, foi realizado da forma
convencional em estudo de Genética Mendeliana em que se formula uma determinada
hipotese de segregagdo e aplica-se um teste apropriado, geralmente o teste de qui-
quadrado. Como as caracteristicas eram multicategoricas foi necessario agrupar as
classes em duas ou trés categorias de acordo com a hip6tese genética testada. Quando a
hipdtese era relativa a duas classes agrupou-se os individuos com notas 0, 1 e 2 numa
classe e 3,4 e 5 em outra classe. E, quando a hipétese era relativa a trés classes foram
agrupados os individuos com notasOe 1,2e 3 e 4 e b.
A ndo rejeicdo de determinada hipotese de segregacdo, como por exemplo 13:3
ou 9:3:4, é indicativo de que a caracteristica € governada por dois genes independentes e

com interacdo episttica. Entretanto, € possivel obter resultado falso (positivos ou
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negativos) em razéo do tamanho inadequado da populacéo, da metodologia empregada e
o tipo de informacdo disponivel, que neste caso é apenas fenotipica.

Para comprovar a influéncia do tamanho populacional sobre o resultado do teste
de segregacdo foram realizados testes de qui-quadrado para verificar a ocorréncia de
ambiguidade de aceitacdo de hipdteses (positiva para mais de um tipo de segregacao)
em cada populacdo dos conjuntos relacionados ao tamanho populacional para todas as
hipoteses de segregacdo que mostravam mesmo numero de classes, em um total de 8320
testes.

Salienta-se que para caracteristicas controladas por genes ligados ndo h& uma
proporc¢do prévia a ser adotada pelo desconhecimento da porcentagem de recombinagéo
entre estes genes. Assim, para dois genes A/a e B/b ligados em que A-B- determina um
padrdo fenotipico e (A-bb, aaB- e aabb) determina o outro padrdo fenotipico a
segregacao 13:3 é considerada um “falsa hipdtese de segregacao” pois 0s genes estavam
localizados em mesmo cromossomo,ou seja, a segregacao nado era independente.

A adequacédo da metodologia classica para estudo de heranga, apenas com base
em informacdo fenotipica, foi avaliada pela quantidade de erros e acertos da ndo
rejeicdo da hipotese de segregacdo verdadeira ou ndo rejeicdo simultanea de duas
hipoteses pela ambigiidade da razdo observada de segregacao.

Assim, para melhor elucidagédo do processo adotado neste estudo, considerou,
por exemplo, uma caracteristica sabidamente controlada por um gene e segregagdo
simulada de 3:1. De posse dos dados fenotipicos foi avaliada a segregacédo 3:1 e todas as
demais propor¢des adequadas tais como: 9:7, 13:3, 15:1, 27:37 e 63:1. Quando se
esperava um padrdo de segregacdo com trés classes, como no caso de 1:2:1, foram
também realizados os testes de qui-quadrado em relacdo 9:6:1, 12:3:1 e 9:3:4. Assim,

algumas situacdes foram encontradas e quantificadas: i. Apenas a hipotese verdadeira
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ndo foi rejeitada; ii. A hipdtese verdadeira foi rejeitada e outra falsa ndo rejeitada; iii.
Tanto a hipdtese verdadeira quanto a falsa ndo foram rejeitas com nivel de significancia

favorecendo, ou ndo, a hip6tese verdadeira.

Estudo do padréo de heranca com base em informacdes fenotipicas e moleculares

Neste estudo considerou que, para 0s mesmos conjuntos de dados em que o
padrdo de heranca da caracteristica fora estudado por meio de técnicas convencionais da
Genética Classica, também havia disponibilidade de mapas genéticos de forma que o
estudo poderia ser aprimorado ou elucidado por meio de analises gendmica
demonstrando e a utilidade desta para melhorar acurécia das informacdes nos programas
de melhoramento.

Foi considerado que em estudos de deteccdo de genes (ou de QTL), primeiramente,
precisa-se saber qual o objetivo da pesquisa, que pode ser somente a detecgdo ou 0 Seu
posicionamento. Quando o objetivo for apenas a detec¢do, a metodologia da marca simples é
eficiente.

Os conjuntos de dados provenientes de diferentes tamanhos populacionais
envolvendo caracteristica com diferentes controles génicos foram submetidas aos
procedimentos similares ao de identificacdo de QTLs pelo método do intervalo simples.
Os resultados favoraveis esperados por esta metodologia seria o de identificar
apropriadamente 0 numero de genes controladores de cada caracteristica, 0
posicionamento destes genes, principalmente quando a caracteristica era controlada por
genes ligados e no caso de quando de quando a genética classica mostra-se ineficiente
neste estudo, identificar o padrdo epistatico de heranga, ou seja, ser capaz, de no caso de
dois genes, caracterizar apropriadamente as segregacOes 9:7, 15:1, 13: 3, 9:3:4 e 9:6:1

ou 63:1 e 27:37 para 3 genes.
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Os resultados ndo completamente satisfatorios por esta metodologia consistiam
em: ndo identificacdo; identificacdo do numero de genes correto porém na posi¢éo
proxima a esperada; identificacdo do genes na posi¢do certa com ocorréncia de gene
fantasma ou “extrapolado” e identificacdo do nimero e posicao incorretos.

Dados relativos a valores de cada genes expressos por m, a e d foram
analisados, em que m representa a média fenotipica dos gendtipos homozigotos, ou o
ponto médio, a mede o afastamento dos homozigotos em relacdo ao ponto médio, efeito
aditivo e d mede o afastamento do heterozigoto em relagdo ao ponto médio. As relagdes
entre a e d permite conhecer o tipo de interacdo alélica presente, em que d/a mede o
grau de dominéncia (gd) de um determinado loco. Os valores de m, a e d foram
anotados para cada individuo de todos os 8 conjuntos populacionais e foram utilizados
valores médios dos 20 individuos para cada padrdo de segregacdo analisado com intuito
de corroborar com as informagGes proporcionadas pela gendémica e de caracterizar o
tipo de segregacgdo fenotipica. Todas as analises foram realizadas utilizando o aplicativo
computacional GQMOL (Cruz, 2012), disponivel em
http://dl.dropbox.com/u/34614950/ggmolexe.zip

http://dl.dropbox.com/u/34614950/dadosgq.zip.

Resultados e Discussao

Sabe-se que, entre as populacdes tradicionalmente avaliadas no melhoramento
de plantas, as F,s derivadas de F; (Haruchima et al 1998) e as populacdes de
retrocruzamento (Weiguo et al 2002) sdo intensivamente utilizadas para 0 mapeamento
genético e estudo de padrdes de heranca fenotipica por sua praticidade e facilidade de

obtencdo (Schuster & Cruz 2004). Para estabelecer o tamanho apropriado da populacéo
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considerou-se a informagédo na literatura em que amostra de tamanho reduzido,
inferiores a 50 individuos sdo inadequadas para avaliagbes fenotipicas e proporciona
baixa resolucdo em estudo de mapeamento genético tornando dificil a detec¢do de genes
(ou QTLs) de pequeno efeito (Young, 1994). Atualmente, para estudos moleculares, o
tamanho das populagfes utilizadas tem sido maiores. Sdo encontrados trabalhos que
estudam a influéncia do tamanho populacional na recuperacdo dos grupos de ligacéo,
tanto para cruzamento controlado quanto para populagfes exogamicas, sendo verificado
que em populagdoes de 100 individuos recupera as informacdes gendmicas, dependendo
da saturagdo (Bhering & Cruz, 2008; Yan et al., 2009).

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados de rejeicdo, ou ndo, de hipotese de
segregacdo para 10 caracteristicas cujo controle génico era previamente conhecido.
Pode-se observar que, para as caracteristicas controladas por um ou dois genes, a
porcentagem de réplicas de simulagdo em que ndo houve rejeicdo da hipotese verdadeira
(Pcl) foi relativamente alta, mas o efeito ambiental, a existéncia de varios padrdes de
classes e a subjetividade no agrupamento destas classes para aplicagdo do teste de
hipotese contribuiram para a reducdo da freqliéncia de ndo rejeicdo da hipotese
verdadeira. Também observa-se que aumento do tamanho da popula¢do proporcionou
mudangas na ndo rejeicdo de Ho, ou seja na maioria das caracteristicas estudadas com o
aumento do tamanho populacional houve um pequeno decréscimo na aceitacdo de Ho o
que pode ser explicado pela propria aleatoriedade do processo de simulacdo, pela
herdabilidade imputada aos dados e até mesmo pelo nimero de classes. Salienta-se as
caracteristicas controladas por trés e dois genes e segregacdo esperada de 27:37 e 9:3:4
em que o valor de P1c (porcentagem de ndo rejeicdo de hipotese verdadeira) diminuiu
consideravelmente com o aumento do tamanho populagéo indicando que a dificuldade

do teste de qui-quadrado em proporcionar classificacdo correta para estes tipos de
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segregacdo. Pelos resultados encontrados o problema enfrentado por melhoristas em
questdo de ambiguidade atribuido a tamanhos inadequados de amostra é fortemente
ampliado quando se acrescenta variagbes ndo genéticas e grupos de classes
estabelecidas de forma subjetiva.

Os padrdes de segregacao 3:1 e 13:3 apresentaram 100% de aceitagéo tanto para
a populacédo de 200 quanto de 600, o aumento da percentagem de Pcl com o aumento
da populagéo, como era esperado, somente ocorreu com a segregacao 63:1.

Um ponto importante a ser discutido € sensibilidade do tamanho da amostra do
teste de qui-quadrado e a ndo rejeicdo de hipoteses verdadeiras em tamanhos
populacionais elevados s6 ocorrem quando o desvio, entre observado e esperado, for
relativamente pequeno. Assim, como ilustragdo, pode-se considerar experimento com
ocorréncia de trés eventos com frequéncia paramétrica p=g=r=0,33, ou seja em uma
expectativa de 1:1:1. Entretanto, em um experimento 10 observag¢des pode-se encontrar
resultado iguais a p=0,5, g=0,3 e r=0,2 e o teste qui-quadrado estard associado a um
nivel de significancia estimado de 49,65% indicando a ndo rejeicdo da hipdtese. Em
outro experimento, com 1000 observagdes, pode-se encontrar p = 0,4, g = 0,3 e r=0,3,
aparentemente mais apropriado, o teste de qui-quadrado estara associado a um nivel de
significancia 0,001% indicando a rejei¢do da hipdtese.

Diferentemente da abordagem métrica, que, em relacdo a uma série de
pressuposicOes, suporta desvios em relacdo ao ndo atendimento, a consideragédo
inapropriada de uma hipdtese genética pode resultar em problemas de interpretacdo e o
equivoco nas conclusGes em relacdo a natureza da caracteristica, ao genotipo dos
genitores e ao direcionamento de cruzamentos com grande potencial para causar

prejuizos a qualidade da pesquisa.
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Liu (1997) descreve metodologia que permite obter um tamanho populacional
Otimo para realizar a comparacdo de hipdteses genéticas de forma a discriminé-las
apropriadamente considerando a distribuicdo de qui-quadrado e um nivel critico
associado. Assim, adotando o método de Liu, hipdteses de segregacdo 3:1 e 13:3
demandariam 666 individuos para inferir sobre a hipdtese mais apropriada, adotando
5% como nivel critico de probabilidade. Usando o mesmo método, a distin¢cdo entre
hipdteses alternativas de 9:7 e 27:37 demandariam 23.383 individuos.

Na Tabela 1 verifica-se ainda que os testes de hipotese comumente adotado em
estudos de genética classica ndo se mostra eficiente quando se observa os valores de
qui-quadrado associados a hipoteses alternativas em quase todos 0s casos de segregacao
para tamanho populacional de 100 individuos, com excecdo para as caracteristicas com
padréo de segregacédo 1:2:1 e 9:3:4.

O problema é ainda mais critico quando o experimento indica uma hipotese
alternativa falsa como mais apropriada para descrever os dados, que neste estudo foi
quantificado por Pc3. No tamanho populacional de 100, os valores de Pc3 foram
expressivos alcancando valores de 45% e 90% para as segregagdes 13:3 e 27:37,
respectivamente. Observa-se, porém, que com 0 aumento populacional a ambigtidade
de segregacdo deixa de existir para a maioria das segregacoes testadas com excegéo
para as segregacOes 9:7, 12:3:1 e 27:37 em que para 0 tamanho populacional de 600
individuos casos positivos foram encontrados, porém com pequenos indices de Pc3 e
sempre menores que Pcl, este fato somente ndo ocorreu para a caracteristica 27:37 em
que Pc3>Pcl mas com indicativo de que com um tamanho populacional maior este
problema poderia ser resolvido. Vale novamente ressaltar que a ocorréncia de resultados
desfavoraveis, associados a alto Pc3 e baixo Pcl, foram mais pronunciados em razéo

dos efeitos ambientais que incidem sobre os valores fenotipicos das caracteristicas e a
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subjetividade na transformagdo dos valores multicategoricos em classes arbitrérios para
estudos da genética mendeliana.

A Tabela 1 tambeém traz informag6es sobre identificacdo de QTL no intuito de
verificar a quantidade de informagéo adicional gerada pela gendmica em comparagdo
aos metodos cléssicos de estudo de caracteristicas oligogénicas. Foi utilizada a
metodologia do intervalo simples pois apesar de se ter relatos do uso da metodologia de
marca simples em estudos desta natureza (Santos et al., 2007; Mignon et al., 2009), verifica-
se que 0 método do intervalo simples tem sido mais apropriado por proporcionar
informaces sobre o posicionamento e os efeitos dos genes sobre a caracteristica (McClosky
et al., 2011; Borovsky & Paran, 2011). Pode-se observar que, de maneira geral, com o
aumento do tamanho populacional ha maior eficiéncia na metodologia de identificacéo
dos genes controladores da caracteristica, chegando a 100% na identificacdo dos genes
para o tamanho populacional de 600 individuos. Para o estudo gendmico, a utiliza¢éo de
classes multicategoricas favoreceu a identificagdo dos locos controladores das
caracteristicas tornando o seu uso mais eficiente mesmo sob certa influéncia do
ambiente. Assim, para o tamanho populacional de 100 individuos foi verificado que o
emprego da analise gendmica para elucidar questfes sobre 0 nimero e tipo de agéo de
genes sobre o controle da caracteristica foi ineficiente com mais de 25% de Pg2 para as
segregagdes 13:3; 12:3:1 e 27:37 com destaque para a segregagdo 63:1 com 90% de
Pg2, problema que foi resolvido com o aumento do tamanho populacional. Para os
tamanhos populacionais de 100, 200 e 400 individuos foram encontrados genes falsos
(genes fantasmas) além dos esperados para praticamente todos os padrdes de segregacdo
testados, fato este resolvido também com o tamanho populacional.

Na tabela 3 sdo apresentados os valores tedricos de m, a e d calculados com

base nos valores fenotipicos de cada classe genotipica de cada gene controlador da
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caracteristica. Assim, pode-se argumentar que a analise genémica seria eficiente em
detectar o nimero de genes controladores da caracteristica, mas que omitiria informagéo
sobre o tipo de acdo génica, em especial das epistasias. Na genética classica, ao se testar
hipotese de segregacdo 9:7 j& ha indicacdo de se tratar de dois genes independentes e
epistasia recessiva dupla. Para a analise gendmica, o tipo de epistasia pode ser
reconhecido a partir da magnitude dos efeitos médios, ou individuais, dos locos
denotados por m, a e d. Quando se considerou genes ligados, os valores de m, ae d
foram calculados admitindo que a posi¢cdo dos genes eram conhecidas e estavam
localizados a 10 cM de distancia (valor de r=0,1), caracterizando entdo os valores de m,
a e d médios para as caracteristicas estudadas representativas dos 10 tipos de
segregacdo. Assim, a comparacdo dos valores desta tabela com as estimativas medias
obtidas para m, a e d para os 2 cenarios (caracteres controlados por genes
independentes ou ligados) aumentara a informacdo da analise genémica pelo fato de
possibilitar caracterizar também o tipo de segregacdo que esta ocorrendo com a
caracteristica em estudo.

Na tabela 4 encontram-se descritos os valores de m, a e d obtidos para genes
independentes controladores das caracteristicas com padrdo de segregacdo variado.
Estes resultados, quando comparados com os da Tabela 3, revela grande coincidéncia de
magnitude, ou pouca variagdo em relagdo a classe estudada com forte indicativo de que
os valores médios sejam, de fato, informativos do padrdo de segregacdo epistaticos.
Para as segregacgdes 3:1 e 1:2:1 os valores séo todos praticamente coincidentes com 0s
estimados e descritos na Tabela 3. Para as caracteristicas Yi3:3 € Y151 foram encontrados
valores pouco discrepantes para a e d, no tamanho populacional de 400 individuos. No
entanto, para o tamanho populacional de 600 individuos, esta variacdo ndo é tdo

abrupta.
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A caracteristica Yg3.1 foi a que apresentou maiores variagGes em relacdo aos
valores esperados de m, a e d, mas com o aumento da populacdo os valores médios se
aproximaram do valor esperado. Salienta-se também que para a caracteristica Y7.37 para
gene marcador situado na posicdo 20 cM nos tamanhos populacionais de 100 e 200 nao
foram identificados nesta posicdo apresentando valores nulos param, a e d.

No cenario em que se consideraram genes ligados, tendo-se 2 ou 3 genes
controlando a caracteristica, alocados a distancia de 10 e 20 cM, pode-se observar que,
com o aumento do tamanho da populagdo, ndo houveram grandes mudancas na ndo
rejeicéo de Ho expresso por Pcl (Tabela 2). Em quase a totalidade dos casos, o teste de
qui-quadrado falhou, como era de se esperar, na identificacdo da suposta segregacéo
prevista. O surpreendente foram os resultados da hipdtese de segregacdo para as
caracteristicas Yo:3.4 . Yo7:37 €Y12:3:1. A primeira, que com tamanho populacional de 100
individuos, estava segregando conforme o falso esperado em apenas 65% dos casos,
mas com o aumento do tamanho da populacdo o valor de Pcl, obtido por meio do teste
de qui-quadrado, decaiu para 50% dos casos positivos. No caso da segunda
caracteristica (Y,7:37) ocorreu resultado de Pcl de 75%, com tamanho populacional 100,
reduzindo para 50%, para tamanho populacional de 200, e atingindo 15% para 0s
tamanhos populacionais de 400 e 600 individuos.

Para o tamanho populacional de 100 individuos (Tabela 2) foi ainda constatado
de dois a quatro testes falsos positivos em todas caracteristicas avaliadas e em 5 dos
casos de segregacao estudados os valores de Pc3 foram maiores que Pcl com destaque
para a caracteristica Y31 Pc1l = 0% e valores para Pc3 que chegaram a 50% para Ygq.7 €
80% Y ,7.37. Para o tamanho populacional de 200 individuos observa-se uma reducdo dos

valores de Pcl para todas as caracteristicas, valores elevados de Pc3 foram encontrados
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para Yis:1 € Yesz: em que 13:3 foi aceito em 100% dos casos em detrimento da hipotese
verdadeira.

Define-se hipoGtese genética como o mecanismo de heranga mais provavel de
uma caracteristica com base na avaliacdo de dados disponiveis. Assim, como ressaltado
anteriormente, quando se considera genes ligados tem-se na realidade “falsas hipoteses
de segregacdo”, ou seja, as caracteristica Yo7 sequencialmente até Yz ndo tem
proporgOes de segregacdo esperada previamente pelo fato dos genes ndo estarem
segregando independente e o valor da porcentagem de recombinagéo ser desconhecido.
Assim, este fato justifica o resultado encontrado para a grande maioria dos testes de
segregacdo com valores de Pcl abaixo de 15% e grande quantidade de ambiguidade de
segregacéo.

Em todos os tamanhos populacionais houve ambigiiidade de segregacdo, para o
conjunto de caracteristicas governadas por genes ligados. Observa-se que houveram
casos positivos de ambiglidade de segregacdo para todas as hipdteses testadas com
excecdo da caracteristica Yo.3.4 @ partir do tamanho populacional de 200 individuos, e
que, em relacdo as hipoteses alternativas, foram encontrados 12 padrBes concorrentes
com valores maiores que 70% de numero de testes de segregacdo falso positivo (erro
tipo 1). Para os tamanhos populacionais de 400 e 600 individuos apenas Ys.; apresentou
duas hipoOteses concorrentes as demais apresentaram apenas uma. Como ocorreram
elevados indices de erro tipo | para as hipoteses testadas (conhecidas) e também
elevados indices de erro tipo Il para as hipdteses concorrentes, consequentemente a
porcentagem do ndmero de testes concorrentes positivos é elevada e quando
comparados a hipotese supostamente conhecida com a concorrente em termos de maior

probabilidade.
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Na Tabela 2 pode ser comprovada a eficacia da analise genémica nos testes de
identificacdo do nimero de genes controladores das caracteristicas. Estas analises foram
eficientes na quantificacdo e na identificacdo dos genes responsaveis pela caracteristica.
Pode-se observar que, de maneira geral, com o aumento do tamanho populacional e a
utilizacdo das informagdes de classes multicategoricas houve melhor eficiéncia da
metodologia de identificacdo de genes, chegando a 100% na identificagdo dos mesmos
para o tamanho populacional de 600 individuos para quase a totalidade dos casos de
segregacao estudados. Para o tamanho populacional de 100 individuos foi verificado
grande quantidade de testes de identificacdo de genes foram negativos, com destaque
para as caracteristicas Yis.1; Y2737, Y1231 € Y31, porém este problema foi resolvido
com 0 aumento do tamanho populacional, com 200 individuos foi constatado apenas
25% (Pg2) de testes negativos para Yiss, 37,5para Yizsi € 85% para Yesi. Tais
resultados séo coerentes com alguns obtidos em anélise genémica de detecgdo de QTLs
que ressaltam que o tamanho populacional de 200 individuos trazem boas informagdes
na identificacdo de QTL. S&o encontrados pesquisas visando & detec¢do de QTLS
utilizando populagfes de até 200 individuos (Couto et al., 2010; Borovsky e Paran,
2011; Lu et al., 2011) e acima de 200 individuos (Ding et al., 2011; Sousa et al., 2011).

Nos grupos de caracteristicas e populacdo de tamanho 400 individuos foram
encontrados resultados com genes extras (ou genes fantasmas), chegando a 37,5% dos
testes para a caracteristica Yjs.; com presenca de um gene extra e 30% para a Yz,
podendo inferir que este fato deva-se ao espagamento entre as marcas ou a metodologia
aplicada. Problemas similares sdo encontrados em estudos de QTL, cuja elucidagédo da
ocorréncia de QTL fantasma tem sido feito por meio do uso do método do intervalo

composto.
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Os valores médios de m, a e d para os conjuntos de caracteres controlados por
genes ligados estdo apresentados na Tabela 4 que, quando comparados aos valores
referenciais da Tabela 3, permite constatar grande coincidéncia ou valores proximos
com pouca variagdo em relagdo a classe estudada e com forte indicativo de que os
valores destes sejam indicativo da proporcdo de segregacdo a unica excegdo foi para
Y133 em que somente a partir do tamanho de 600 individuos que se observou a
identificacdo da marca/gene situada na posi¢cdo M16 . Assim, com base no valor médio
de m, a e d pode-se inferir sobre o tipo de controle genético da caracteristica.
ConclusGes desta natureza ndo seriam possiveis de serem obtidas por meio da analise
genética classica pela impossibilidade do estabelecimento de uma hipétese de
segregacao que contemplasse informagdes sobre o nimero de genes ligados, distancia
entre estes e o padrdo epistatico. Observa-se que, com o0 aumento do tamanho
populacional, os valores médios de m, a e d para cada classe de caracteristica se

aproximaram do valor paramétrico (Tabela 4).

Conclusdes

- Os testes de segregacdo empregados em genética classica foram eficientes na
identificacdo do padrdo de heranca de caracteristica quando se tratava de genes
independentes, porém problemas de ambigulidade de segregacdo foram ampliados em
razdo do efeito ambiental sobre a caracteristica e a subjetividade no agrupamento de
classes necessario para testar as hipoteses genéticas formuladas.

- Testes classicos de segregacdo quando aplicados em caracteristicas controladas
por genes ligados sdo inconclusivos e proporcionam grandes equivocos em analise e

interpretagéo.
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- Os testes de identificagdo de genes em analises gendmica, a partir de
informacd@es fenotipicas e moleculares da F,, se mostraram eficientes tanto para estudo
de heranca de caracteristicas controlada por genes independentes quanto ligados.

- O uso de informagdes fenotipicas multicategéricas e influenciadas pelo
ambiente, reduziu a eficiéncia dos estudos, pela Genética Classica, em razdo da
necessidade de se agrupar, subjetivamente, classes para teste de hip6tese genética.

- O uso de informacgdes fenotipicas multicategdricas aumentou a eficiéncia dos
estudos do controle genético, pela Gendmica, em razdo da maior variabilidade dos
valores fenotipicos empregados nos modelos de detec¢do de fatores genéticos.

- Delineamento genético para fins de estudo de heranga envolvendo informagGes
fenotipicas e moleculares das geracBes segregantes devem ser recomendados por
permitir o emprego de analise de genética cléssica e gendmica gerando informagoes
complementares e removendo equivocos nos casos de ocorréncia de segregacOes

genéticas ambiguas.
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Tabela 1- Compilacéo do padrdo de heranca por métodos de genética classica e por analise gendmica para
caracteres controlados por um, dois ou trés genes independentes.

Genética Classica Genbmica
Caréter Pcl Ha Pc2 Pc3 Pgl. Pg2 Pg3 Pg4
N=100
Y97 60 3:1-13:3-27:37 35-5-75 35-5-55 32,5 5 - 62,5
Y33 5 3:1-13:3-27:37 30-70-70 25-70-70 15 75 - 10
Y as:1) 0 31-97-13:3-27:37 35-55-10-70 35-55-10-70 45 17,5 - 37,5
Y (96:1) 35 12:3:1-9:3:4 10-55 10-55 50 15 - 35
Y (12:3:) 5 9:6:1-9:3:4 15-70 15-70 35 20 - 45
Y (9:3:4) 65 9:6:1-12:3:1 40-5 40-5 35 15 - 50
Y 27:37) 75 3:1-9:7-13:3 30-65-5 30-40-5 18,33 21,67 - 60
Y 63:1) 0 3:1-97-13:3-27:37 40-50-10-80 40-50-10-80 45 13,33 - 41,67
N=200
Y97 15 3:1-27:37 30-25 30-20 100 - - -
Y33 10 15:1 80 80 35 62,5 - 2,5
Y as:1) - 3:1-13:3 85 - 100 85 - 100 100 - - -
Y(g;ﬁ;l) - 9:3:4 55 55 100 - - -
Y(12;3;1) 15 9:3:4 65 65 100 - - -
Y (9:3:4) 50 - - - 100 - - -
Y(27;37) 50 3:1-9:7 25-35 25-0 100 - - -
Y (63:1) - 3:1-13:3 20 - 100 20 - 100 100 - - -
N=400
Y 97 - 3:1 40 40 100 - - -
Y a3:3) - 15:1 90 90 37,5 42,5 - 20
Y s:1) - 3:1-13:3 20-95 20-95 100 - - -
Y (96:1) - 9:3:4 30 30 100 - - -
Y (12:31) - 9:3:4 25 25 100 - - -
Y (9:3:4) 50 - - - 97,5 - - 2,5
Y (27:37) 15 9:7 5 - 98,33 - - 1.67
Y (63:1) - 13:3 70 70 100 - - -
N=600
Y(g:7) - 3:1 10 10 100 - - -
Y 13:3) - 15:1 80 80 87,5 12,5 - -
Y as:1) - 3:1-13:3 20 -85 20 -85 100 - - -
Y 9:6:1) - 9:3:4 50 50 100 - - -
Y (12:3:1) 10 9:3:4 5 5 100 - - -
Y (9:3:4) 30 - 100 - - -
Y(27;37) 15 3:1 5 5 100 - - -
Y 63:1) - 13:3 65 65 100 - - -

Pcl: porcentagem de teste qui-quadrado que ndo rejeitou a hipotese verdadeira a 5% de probabilidade; Ha: hip6tese alternativa ou concorrente; Pc2:
porcentagem de teste qui-quadrado que n&o rejeitou a hipétese concorrente a 5% de probabilidade; Pc3: porcentagem de teste qui-quadrado que néo
rejeitou ambas hip6teses, mas com a concorrente associada a maior nivel de significancia; Pgl: porcentagem de analise gendmica em que os genes
foram detectados na quantidade e na posicdo exata; Pg2: porcentagem de analise em que os genes ndo foram detectado; Pg3: porcentagem de andlise
que detectou genes extras (fantasma) além do esperado; Pg4: porcentagem de analise em que os genes foram detectados em quantidade correta mas em
posicéo aproximada. Pg1+Pg2+Pg4=100.
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Tabela 2- Compilacéo do padrdo de heranca por métodos de genética classica e por analise gendmica para
caracteres controlados por um, dois ou trés genes ligados

Genética Classica Gendmica
Carater  Pcl Ha Pc2 Pc3 Pgl. Pg2 Pg3 Pg4
N=100
Y (3:1) 100 13:3-27:37 45 -5 20-0 75 - - 25
Y 1:2:1) 90 - - - 90 - - 10
Y97 95 27:37 100 35 72,5 - 2,5 25
Y (13:3) 90 31 100 45 45 32,5 22,5
Y (15:1) 100 63:1 10 10 475 225 75 22,5
Y (9:6:1) 40 9:3:4 10 10 80 - - 20
Y (12:3:1) 30 9:6:1-9:3:4 20-35 20-30 45 35 - 20
Y (9:3:4) 50 - - - 525 15 - 32,5
Y 2737 100 9:7 100 90 45 25 - 30
Y (63:1) 65 3:1-9:7-13:3-15:1-27:37 25-5-15-35-5 25-5-15-5-5 1,67 90 - 8,33
N=200
Y (31 100 13:3 45 15 100 - - -
Y21 75 - - - 100 - - -
Y(g:7) 95 27:37 90 35 97,5 - - 2,5
Y (13:3) 100 31 45 10 72,5 25 2,5 -
Y (15:1 95 - - - 75 5 5 15
Y (9:6:1) 40 - - - 97,5 - - 2,5
Y (12:31) 30 9:6:1 25 25 52,5 37,5 - 10
Y (9:3:4) 5 - - - 90 - 75 2,5
Y 27:37) 75 9:7 100 95 63,33 35 - 1,67
Y (s3:1) 95 15:1 5 - 667 85 833 -
N=400
Y@ 85 - - - 95 - - 5
Y 1:2:1) 55 - - - 100 - - -
Yo7 90 27:37 85 35 67,5 - 2,5 30
Y 13:3) 90 31 30 15 75 - 10 15
Y s:) 90 - - - 55 - 75 375
Y (9:6:1) 20 - - - 87,5 - - 12,5
Y 12:3:) 10 - - - 50 30 25 175
Y (9:3:4) - - - - 75 - 75 175
Y (27:37) 25 9:7 80 75 55 25 1,67 18,33
Y (63:) 100 - - - 26,67 40 333 30
N=600
Yz 100 - - - 100 - - -
Y2 45 - - - 100 - - -
Yo7 80 27:37 75 35 100 - - -
Y3:3) 100 - - - 100 - - -
Y 15:1) 95 - - - 100 - - -
Y (9:6:1) 25 - - - 100 - - -
Y (12:31) 25 9:6:1 10 10 92,5 7,5 - -
Y (9:3:4) - - - - 100 - - -
Y (27:37) 15 9:7 45 45 95 5 - -
Y (63:1) 90 - - - 93,33 6,67 - -

Pcl: porcentagem de teste qui-quadrado que néo rejeitou a hipdtese verdadeira a 5% de probabilidade; Ha: hip6tese alternativa ou
concorrente; Pc2: porcentagem de teste qui-quadrado que nédo rejeitou a hipGtese concorrente a 5% de probabilidade; Pc3:
porcentagem de teste qui-quadrado que ndo rejeitou ambas hip6teses, mas com a concorrente associada a maior nivel de
significancia; Pgl: porcentagem de analise gendmica em que os genes foram detectados na quantidade e na posicdo exata; Pg2:
porcentagem de andlise em que os genes nao foram detectado; Pg3: porcentagem de analise que detectou genes extras (fantasma)
além do esperado; Pg4: porcentagem de analise em que os genes foram detectados em quantidade correta mas em posicéo
aproximada. Pg1+Pg2+Pg4=100.
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Tabela 3: Valores médios esperados de m, a e d determinantes da expressdo fenotipica de caracteristicas
com diferentes padrdes de segregacdo

Genes independentes

Genes ligados (r =0,10cM)

Carater m a d Carater m a d
Y (3:1)5) 2,5434 1,4386 1,4224 Yz - - -
Y(l;z;l)(s) 2,3128 1,5894 -0,0242 Y(1;2;1)(5) - - -
Y 9:7)s) 1,9115 1,0025 1,0375 Yenas)  2,5194 1,3343  1,0907
Y 9:7)20) 1,9154 1,0656 1,047  Yenae  2,5117 1,3506  1,1269
Y (133)5) 2,8374 1,0106 1 Yusgas) 3,5226  0,2892  0,2952
Y (133)20) 3,4814 -0,3122 -0,2529 Yaszas) 3,7839  -0,0054  -0,2267
Y 15:1)5) 4,1157 0,4623 0,4114  Yusyas) 2,9648 1,5181  1,4856
Y (15:1)(20) 4,1094 0,4191 0,4324  Yusnas 2,9788 1,4962  1,4762
Y @:6:1)(5) 3,0862 0,8718 0,8665 Ygenas) 2,7387  1,5959  1,4363
Y (9:6:1)20) 3,1083 0,829 0,8386 Yenae 2,7509  1,5904 1,434
Y (123:1)s) 2,8704 1,0316 1,0223  Y@oanas 2,5361  1,3993  1,3544
Y (12:3:1)20) 3,3027 0,165 0,1871  Yw231nae 2,6797 1,2304  1,0833
Y 9:3:4)5) 2,4212 1,3247 1,3366  Yozuyus 2,615 1,5808 1,385
Y (9:3:4)20) 2,8033 0,5788 0,606  Yezaae 2,7498  1,4039  1,1367
Y 2137)5) 1,7119 0,7861 1,2546  Ygranasy 2,6687  1,2778  0,9382
Y 27:37)20) 2,1898 0,2607 0,3276  Yeranas 2,7087  1,2105  0,8435
Y (27:37)60) 1,9656 0,9948 0,8201  Yuranus) 2,6394 1,2675  1,0486
Y (63:1)(5) 4,6296 0,1224 0,1162 Y(anus  3,2928 1,5317  1,5258
Y (63:1)(20) 4,627 0,1088 0,124  Yanue 3,2624 1,5587  1,5605
Y (63:1)50) 4,6307 0,1143 0,1217 Y@eanas) 3,3531  1,4662  1,4731
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Tabela 4- Valores dos efeitos m, a e d relativos a 20 réplicas de cada conjunto populacional simulado

Genes independentes

Genes ligados

Carater m a d Carater m a d
N=100

Y @3 2,35 1,53 1,50 - - - -

Y @1:2:1) 2,49 1,71 0,07 - - - -

Y (9:7) (M) 2,07 1,06 1,09  Y(9:7)(m15) 2,27 1,48 1,30
Y (9:7) (M20) 2,06 1,08 1,07 Y(9:7) (M16) 2,25 1,50 1,33
Y(13;3) (M5) 2,68 1,17 1,15 Y(13;3) (M15) 3,40 0,43 0,48
Y (13:3) (M20) 3,36 -0,31 -0,18  Y(3:3) (m16) 3,29 0,23 -0,13
Y (15:1) (M5) 3,61 0,57 0,58  Y(s:1) m15) 2,63 1,70 1,71
Y (15:1) (M20) 3,58 0,60 0,60  Y(s:1) (m16) 2,51 1,65 1,64
Y (9:6:1) (M) 2,63 0,98 0,97  Y(o:6:1) (m15) 2,54 1,64 1,56
Y(g;s;l) (M20) 2,59 0,95 1,09 Y(g;e;l) (M16) 2,56 1,61 1,59
Y (12:3:1) (V5) 2,88 1,21 1,25  Y@a2:3:1) (M15) 2,47 1,69 1,74
Y(12;3;1) (M20) 3,25 0,51 0,66 Y(12;3;1) (M16) 2,47 1,63 1,57
Y (9:3:4) (M5) 2,24 1,37 1,38 Y(9:3.4) m15) 2,29 1,53 1,40
Y(9;3;4) (M20) 2,55 0,63 0,73 Y(9;3;4) (M16) 2,41 1,55 1,31
Y (27:37) (V5) 1,93 0,82 1,33 Y737 m13) 2,24 1,45 1,21
Y (27:37) (M20) 2,44 0,66 0,34 Y737y (M) 2,23 1,44 1,24
Y (27:37) (M50) 2,10 1,00 1,01 Y7:37) (m1s) 2,21 1,39 1,20
Y (63:1) (M5) 0 0 0 Y (63:1) (M13) 3,08 1,70 1,78
Y (63:1) (M20) 4,36 0,41 0,26 Y(63:1) (M14) 3,07 1,69 1,79
Y (63:1) (M50) 4,40 0,33 0,44 Y(e3:1) (m15) 3,10 1,68 1,76

N=200

Yen 243 148 145 - - i -

Yo 250 168 001 - - i -

Y 07y uts) 204 099 1,02 Yz s 231 134 114
Y to:7) (v20) 207 101 098 Y7 231 133 111
Y(13;3) (M5) 2,71 1,13 1,20 Y(13;3) (M15) 3,40 0,37 0,37
Y (13:3) (M20) 3,52 -0,37  -0,47  Y(33)(Mm1se) - - -

Y (15:1) (M5) 3,77 0,34 0,42 Y(s:1) m15) 2,80 1,52 1,54
Y (15:1) (M20) 3,78 0,45 0,46  Y(15:1) (Mm16) 2,76 1,56 1,57
Y (9:6:1) (M) 2,65 0,87 0,94  Y(9:6:1) (m15) 2,57 1,55 1,40
Y (9:6:1) (M20) 2,69 0,89 0,90  Y(96:1) (M16) 2,56 1,55 1,39
Y (12:3:1) (V5) 2,94 1,11 1,08  Y@2:3:1) (M1s) 2,55 1,58 1,60
Y(12;3;1) (M20) 3,29 0,35 0,19 Y(12;3;1) (M16) 2,68 1,41 1,29
Y (9:3:4) (V5) 2,25 1,22 1,31 Y(9:3.4) (m15) 2,33 1,46 1,36
Y(9;3;4) (M20) 2,64 0,58 0,57 Y(9;3;4) (M16) 2,46 1,32 1,08
Y 27:37) (v5) 1,94 0,76 1,32 Y737 (M13) 2,36 1,30 0,99
Y (27:37) (M20) 0 0 0 Y (27:37) (M14) 2,42 1,26 0,89
Y (27:37) (M50) 2,19 0,99 0,79  Y(27:37) (m15) 2,37 1,30 0,99
Y (63:1) (M5) 4,40 0,22 0,29 Y(e3:1) (m13) 3,14 1,63 1,60
Y (63:1) (M20) 451 0,24 0,26 Y(63:1) (M14) 3,14 1,63 1,61
Y (63:1) (M50) 4,27 0,207 0,31 Y(e3:1) (m15) 3,17 1,60 1,58

...Continua

89



....Continuagao

Genes independentes

Genes ligados

Carater m a d Carater m a d
N=400

Y 2,34 1,45 1,43 - - - -

Y(1:2:1) 2,44 1,60 -0,04 - - - -

Y(9:7) (M5) 2,12 0,97 0,99 Y(g;7) (M15) 2,38 1,32 1,08
Y (9:7) (M20) 2,13 0,99 0,98 Y7y m16) 2,37 1,32 1,11
Y(13:3) (M5) 2,79 1,19 1,15 Y(13;3) (M15) 3,44 0,31 0,32
Y (13:3) (M20) 3,54 -0,35 -0,42  Y(@s3) (m16) 3,87 -0,01 -0,39
Y (15:1) (M5) 3,75 0,50 0,49  Y(s:1) (m1s) 2,77 1,52 1,52
Y (15:1) (M20) 3,77 0,47 047  Y(s5:1) (m1s) 2,79 1,51 1,48
Y(9:6:1) (M5) 2,70 0,87 0,90 Y(g;e;l) (M15) 2,52 1,55 1,38
Y (9:6:1) (M20) 2,72 0,89 0,87 Y1) M15) 2,52 1,54 1,40
Y(12:3:1) (M5) 3,00 1,12 1,12 Y(12;3;1) (M15) 2,52 1,57 1,58
Y(12;3;1) (M20) 3,34 0,29 0,38 Y(12;3;1) (M16) 2,70 1,37 1,25
Y(9:3:4) (M5) 2,20 1,23 1,22 Y(g;3;4) (M15) 2,37 1,47 1,34
Y(9:3:4) (M20) 2,56 0,54 0,53 Y(9;3;4) (M16) 2,50 1,30 1,10
Y(27:37) (M5) 1,84 0,75 1,28 Y(27;37) (M13) 2,28 1,31 1,05
Y (27:37) (M20) 2,33 0,38 0,30  Y(ra37)(M19) 2,36 1,29 0,89
Y(27:37) (M50) 2,02 0,90 0,89 Y(27;37) (M15) 2,29 1,30 1,06
Y(63:1) (M5) 4,60 0,21 0,19 Y(53;1) (M13) 3,28 1,51 1,50
Y(63:1) (M20) 4,57 0,18 0,20 Y(63;1) (M14) 3,26 1,52 1,52
Y(63:1) (M50) 4,57 0,20 0,21 Y(53;1) (M15) 3,30 1,49 1,48

N=600

Y @3 2,55 1,39 1,41 - - - -

Y 1:2:1) 2,56 1,55 -0,01 - - - -

Y(9:7) (M5) 2,06 0,98 0,99 Y(9;7) (M15) 2,43 1,30 1,07
Y (9:7) (M20) 2,07 0,98 1,006  Y(9:7) (m16) 2,44 1,30 1,07
Y (13:3) (V5) 2,82 1,07 1,07 Y (13:3) (M15) 3,49 0,30 0,29
Y (13:3) (M20) 3,51 -0,29 -0,29  Y@a:3)mie) 3,87 -0,01 -0,29
Y (15:1) (Ms) 3,83 0,52 051  Ysayvis) 2,74 1,48 1,48
Y(15:1) (M20) 3,84 0,51 0,51 Y(15;1) (M16) 2,76 1,45 1,46
Y(9:6:1) (M5) 2,78 0,86 0,90 Y(g;e;l) (M15) 2,55 1,47 1,35
Y(g;s;l) (M20) 2,79 0,86 0,88 Y(9:6:1) (M16) 2,57 1,47 1,34
Y(12:3:1) (M5) 3,03 1,10 1,07 Y(12;3;1) (M15) 2,61 1,58 1,56
Y(12:3:1) (M20) 3,49 0,24 0,24 Y(12;3;1) (M16) 2,78 1,39 1,23
Y (9:3:4) (M5) 2,26 1,27 1,26 Y(9:3.4) (m15) 2,46 1,44 1,31
Y (9:3:4) (M20) 2,63 0,54 0,56  Y(:34) M1 2,60 1,30 1,05
Y 27:37) (v5) 1,91 0,76 1,19 Y 2,47 1,23 0,95
Y(27:37) (M20) 2,44 0,26 0,30 Y(27;37) (M14) 2,52 1,20 0,85
Y (27:37) (M50) 2,12 0,88 0,86  Y(7:37) (M15) 2,46 1,23 0,98
Y(63:1) (M5) 457 0,15 0,17 Y(63;1) (M13) 3,28 1,54 1,55
Y(63:1) (M20) 4,58 0,17 0,16 Y(53;1) (M14) 3,30 1,52 1,53
Y(63:1) (M50) 4,61 0,15 0,13 Y(63;1) (M15) 3,29 1,52 1,53
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