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Resumo

Foram simulados mapeamentos genéticos utilizando diferentes niveis de saturagdo por marcadores para estimar os
parametros: valor fenotipico, endogamia, alelos favordveis fixados e frequéncia de alelos da caracteristica, na selegdo assistida
por marcadores (MAS). Procedeu-se aandlise de agrupamento com os valores fenotipicos, com a finalidade de se obterem
densidades que otimizassem os incrementos fenotipicos. O sistema de simulagdo genética Genesys foi utilizado para simular
o genoma, constituido de uma caracteristica quantitativa de herdabilidade 0,10, e as populagdes base e inicial. A populagdo
inicial foi submetida a MAS por vinte geragBes consecutivas. Ela foi conduzida em diferentes niveis de saturagdo, representados
pela distancia, em centiMorgan (cM), entre marcadores adjacentes. Foram praticadas 15 MAS, cada qual correspondendo as
densidades: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 e 30 cM. O mapeamento, empregando de média a alta densidade
de marcadores, assinalou eficiéncia nos progressos fenotipicos ao longo das gerages sob selegdo. Essa alta saturagdo também
beneficiou a fixagdo de alelos favoraveis, elevando a frequéncia de alelos relacionados a caracteristica, apesar do acréscimo
mais eminente na endogamia. A andlise de agrupamento indicou otimizagdo e correspondéncia nos valores fenotipicos ao
admitir as densidades de 4 e 6 cM, além de ganhos expressivos para a saturagdo de 2, 8, 10, 12 e 14 cM.

Palavras-chave: Mapeamento genético — Densidade de marcadores — Analise de agrupamento — Selegdo assistida por
marcadores — QTL.

Abstract

Genetic mappings were simulated using different saturation levels by markers to estimate the following parameters: phenotypic
value, endogamy, favorable fixed allele and frequency of allele of the trait, in the marker-assisted selection (MAS). Cluster
analysis was realized, using the phenotypic values in order to obtain densities that could optimize the phenotypic increments.
The genetic simulation system - Genesys was used to simulate the genome, consisting of a heritability quantitative characteristic
(0.10), and the base and initial populations. The initial population was submitted to MAS for twenty consecutive generations.
It was conducted at different saturation levels, represented by the distance in centiMorgan (cM) among adjacent markers. 15
MAS were realized, each one corresponding to densities: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 and 30 cM. Mapping using
medium to high density of markers indicated efficiency of phenotypic progress along generations under selection. This high
saturation was also a benefit to the setting of favorable alleles, increasing the frequency of alleles related to the trait, although
the most prominent increase in inbreeding. Cluster analysis indicated optimization and correlation in phenotypic values, when

assuming the densities of 4 and 6 cM, and significant gains for the saturation of 2, 8, 10, 12 and 14 cM.
Keywords: Genetic mappings — Density of markers — Cluster analysis — Marker-assisted selection — QTL.

INTRODUCAO

A maioria das caracteristicas agron6micas e
zootécnicas de interesse econémico apresenta natureza
quantitativa, em que os valores sdo obtidos por
mensuracgao, resultando em distribuicdo continua dos
dados. Elas sdo controladas por varios genes, os quais
podem apresentar pequeno efeito sobre a caracteristica,
cuja expressdo pode receber consideravel participacdo
do ambiente. Lande (1981) sugeriu que esses genes
poderiam explicar uma proporg¢do consideravel da
variacdo genética das caracteristicas quantitativas,
sendo designados QTL (Quantitative Trait Loci).

Os QTL (Quantitative Trait loci) sdo regiGes gendmicas
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associadas as caracteristicas quantitativas. Essas
regides sdo identificadas a partir de associagGes
estatisticas significativas entre valores genotipicos de
marcadores moleculares e a variabilidade fenotipica
existente em uma populagdo.

Com o desenvolvimento da biotecnologia, tornou-se
possivel identificar grande nimero de marcadores
genéticos, utilizados para genotipar individuos
detentores das caracteristicas de interesse. Esses
marcadores demonstram grande potencial na
localizacdo de regides genOGmicas que controlam as
caracteristicas quantitativas (QTL). Eles sdo utilizados
como ferramentas para elucidar a arquitetura genética
dos caracteres complexos em plantas e animais, com a
construcdo de mapas genéticos e o mapeamento de QTL.
Sua implementacdo em programas de melhoramento da-
se por meio da selecdo assistida por marcadores (Marker
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Assisted Selection — MAS) (LEE; VAN DER WERF, 2004). Essa
selecdo pode auxiliar e otimizar programas de
melhoramento animal, especialmente aqueles em que
as caracteristicas sob sele¢do sdo de dificil mensuragao,
de elevado custo na avaliagdo, de baixa herdabilidade
ou limitadas pelo sexo (LEDUR et al., 2004).

O numero de marcadores utilizados no mapeamento
é um fator relevante na identificacdo de ligacGes
significativas entre marcador e QTL. A utilizacdo de
poucos marcadores distribuidos aleatoriamente diminui
as chances de se encontrar desequilibrio de ligagdo entre
marcador e QTL, o que é fundamental para detectar [6cus
quantitativos. J& o uso de muitos marcadores
genotipados e avaliados sob baixo rigor estatistico
podera levar a falsas ligagGes (QTL fantasmas).

Na tentativa de explorar e descrever padrdes de
similaridade em unidades amostrais, que podem ser
representadas por tratamentos, gendtipos ou individuos, a
andlise de agrupamento se destaca devido a sua
versatilidade, o que permite sua aplicacdo em diversas
areas da ciéncia (EVERITT, 1993). Ela representa uma técnica
estatistica multivariada, cujo objetivo é estabelecer uma
estrutura classificatéria ou o reconhecimento de grupos
distintos, dividindo-se as unidades amostrais em varios
subgrupos, seguindo algum critério de similaridade ou
dissimilaridade (CRUZ; REGAZZI, 1994).

Objetivou-se com este trabalho estimar parametros
genéticos em populagdo submetida a selegdo assistida
por marcadores, avaliando a eficiéncia de diferentes
densidades de marcadores (niveis de saturag¢ao) no
mapeamento gendmico, por meio de processo de
simulacdo. Aplicou-se a andlise de agrupamento para
identificar densidades de marcadores similares em
relacdo aos incrementos fenotipicos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados, neste trabalho, dados simulados
pelo sistema de simulagdo genética Genesys (Genetic
System), versdo 2009, desenvolvido por Euclydes (1996).
Esse sistema foi escrito na linguagem de programacdo
FORTRAN. Ele permite simulacdo de material genético,
em que a expressao de uma caracteristica é determinada
pela contribuicdo de diversos genes e por efeitos
ambientais, possibilitando simular genomas complexos,
em diferentes cenarios, de acordo com pressuposi¢des
genéticas e estatisticas de interesse.

Foi simulado um genoma hipotético, constituido de uma
caracteristica quantitativa com herdabilidade baixa (h? =
0,10). O genoma proposto estava caracterizado
geneticamente: apresentava 958 centiMorgan (cM) de
extensdo; os marcadores moleculares foram dispostos
estrategicamente, cuja quantidade foi variavel de acordo
com a densidade/saturagdo desejada no mapeamento; 200
I6cus quantitativos (QTL) associados a caracteristica,
distribuidos ao longo de 40 cromossomos de tamanho
aleatdrio; os efeitos aditivos dos QTL foram simulados
seguindo a distribuicdo normal dos dados fenotipicos; os

I6cus quantitativos foram dialélicos e ndo possuiram
desvios de dominancia e nem epistasia; as frequéncias
génicas iniciais para os ldcus quantitativos e para os
marcadores moleculares seguiram distribuicdo normal,
apresentando valores préoximos a 0,5; os efeitos de
ambiente foram simulados conforme a distribuigdo normal;
os valores fenotipicos simulados apresentaram média de
10,00 unidades e desvio padrdo 2,00 unidades.

Para a estrutura genémica simulada, foi construida uma
populagdo-base composta de 500 machos e 500 fémeas
(1.000 individuos), ndo aparentados entre si. Com os 500
descendentes escolhidos aleatoriamente na populagao-
base, obtidos do cruzamento de 50 machos e 50 fémeas
(1 fémea/macho), produzindo 10 filhos/fémea/macho
(500 individuos), formou-se a populacdo inicial, que
foi submetida a selecdo assistida por marcadores
(MAS) por vinte geragGes consecutivas com 20
repeticGes, visando-se a minimizar os efeitos da oscilagdo
genética. A selecdo foi conduzida com a finalidade de
incrementar o valor fenotipico.

A partir da populacgdo inicial, os reprodutores foram
selecionados com base em seus gendtipos, de acordo com
o numero de marcadores moleculares identificados, que
estariam estatisticamente associados aos ldcus
guantitativos. Dessa forma, os genitores eleitos em cada
geragdo representavam os individuos detentores de maior
informatividade nos marcadores, ou seja, aqueles que
apresentavam maior numero de marcadores ligados aos
QTL. A cada geragdo, os 50 machos e as 50 fémeas (1 fémea/
macho) que obtiveram o maior numero de marcadores
informativos foram acasalados. O niumero de progénies
em cada cruzamento foiigual a dez (10). Esses descendentes
formavam a geracdo seguinte. Na sele¢do assistida por
marcadores, foi adotada a estratégia de acasalamento
seletivo, acasalando-se os melhores machos com as piores
fémeas, e vice-versa, entre os 100 genitores selecionados
(50 machos e 50 fémeas). Essa estratégia visa a favorecer o
poder de detecgdo de QTL, otimizando a variabilidade
genética entre os genitores selecionados, segundo afirmam
Lander e Botstein (1989), e Darvasi e Soller (1992).

A selecdo assistida por marcadores foi conduzida em
diferentes niveis de saturagdo. Eles foram representados
pela distancia, em centiMorgan (cM), entre marcadores
adjacentes. Foram admitidas 15 densidades, que
representavam 2, 4,6, 8,10,12, 14,16, 18, 20, 22, 24, 26, 28
e 30 cM, que correspondiam a utilizacdo de 479, 239, 159,
119, 95, 79, 68, 59, 53, 47, 43, 39, 36, 34 e 31 marcadores
moleculares, respectivamente. Dessa forma, obtida a
populacgdo inicial, foram praticadas 15 sele¢Ges assistidas
por marcadores, cada qual representada por uma
densidade, em que a densidade de 2 cM correspondia a
maior saturacdo, decrescendo até 30 cM (menor saturacgao).

A identificacdo de associa¢des entre marcadores e
QTL na MAS foi realizada por meio do método da marca
simples, via andlise de regressdo linear entre os
gendtipos dos marcadores flanqueadores do QTL e os
valores fenotipicos dos descendentes dos
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acasalamentos. Adotou-se o nivel de significancia
gendmica de 5% na regressao linear.

Para comparacdo das diferentes densidades
admitidas na MAS, foram estimados os parametros valor
fenotipico, coeficiente de endogamia, porcentagem de
alelos favoraveis fixados e a frequéncia de alelos da
caracteristica, em cada gera¢do. Com base nos valores
fenotipicos médios, procedeu-se a analise de
agrupamento em que as densidades foram agrupadas
utilizando-se o método de otimizacdo de Tocher. Na
aplicacdo desse método, os niveis de saturagdo foram
considerados como tratamentos. Logo, os espagamentos
de2,4,6,8,10,12, 14,16, 18, 20, 22, 24, 26,28 e 30 cM
representavam os tratamentos 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10,
11, 12, 13, 14 e 15, respectivamente. Cada geragdo
representou uma variavel, totalizando 20 variaveis. Elas
foram utilizadas com a finalidade de propor uma
estrutura classificatoria para a formagdo de grupos
similares entre as densidades. A analise estatistica foi
processada utilizando-se o Sistema para Analises
Estatisticas e Genéticas (SAEG), descrito por Ribeiro
Junior e Melo (2008).

RESULTADOS

Nas Tabelas 1, 2, 3 e 4 sdo apresentadas as
estimativas dos parametros valor fenotipico, coeficiente
de endogamia, porcentagem de alelos favoraveis fixados
e a frequéncia de alelos relacionados a caracteristica,
respectivamente, obtidos ao longo de 20 geragdes sob
selecdo assistida por marcadores. A disposicdo dos
marcadores foi fixa, de acordo com a distancia em cM,
possibilitando mapeamento gendémico em distintas
guantidades de marcadores moleculares.

A Tabela 5 estabelece a formacgdo de cinco grupos
distintos entre os tratamentos/niveis de saturacéo,
resultante da analise de agrupamento com a aplicacdo
do método proposto por Tocher.

DISCUSSAO

Todos os processos de seleg¢do iniciaram-se no
mesmo valor fenotipico na populacdo experimental
(10,00 unidades), possibilitando comparagdes entre os
espacamentos. Logo nas primeiras gerac¢Ges, foram
observado padrdes de similaridade nos incrementos
fenotipicos entre os mapeamentos que adotaram alta
saturacdo (maior nimero de marcadores), estendendo-
se até a 202 geracdo (Tabela 1). Segundo Lander e Botstein
(1989), quanto mais proximo o QTL estiver do marcador,
maior sera o poder de detecgdo do mapeamento. As
densidades de 4 e 6 cM apresentaram desempenhos
superiores, principalmente a partir das geragdes
intermedidrias. Essa superioridade tornou-se de maior
magnitude com as subsequentes geracdes sob MAS.
Resultados expressivos também foram detectados nas
selecBes que utilizaram até 68 marcadores moleculares
(MM). Todavia, os mapas de baixa saturagdo (26, 28 e
30 cM) proporcionaram os piores resultados ao longo

de todas as geracgdes, face ao seu baixo poder de
deteccdo. Neles, a posicdo do QTL ndo podera ser
precisamente determinada, em virtude de confusdo do
seu efeito e da sua posigdo (LIU, 1998).

Ao se utilizar uma distribuicdo muito saturada em
marcadores, espera-se grande poder de deteccdo.
Entretanto, na pratica, essa alta densidade, em algumas
regides gendmicas, poderd ndo ter esse efeito.
Marcadores muito préximos poderdo apresentar uma
juncdo em seus efeitos, ocasionando reduc¢do na
capacidade de identificar associagdes entre marcadores
e QTL. Dois ou mais marcadores minimamente espagados
poderdo funcionar como uUnico marcador (SCHUSTER;
CRUZ, 2004). Dessa forma, a reducdo excessiva no
espacamento entre marcadores (elevada saturagdo) pode
ndo resultar em ganhos 6timos na selecdo genémica,
conforme relatado para a densidade de 2 cM.

De acordo com Moreau e colaboradores (1998),
estudos de simulagdo evidenciaram que 5 cM seria uma
distancia adequada entre os marcadores que contém
um QTL para uso na MAS. Trabalhos de simulagdo
também foram realizados por Darvasi e colaboradores
(1993), que avaliaram diversos fatores, entre eles o
espacamento entre marcadores no poder da ligacdo entre
marcador e QTL. Neste estudo, constatou-se que o poder
de detecgdo de QTL foi semelhante ao se usarem
marcadores espagados a uma distancia igual ou inferior
a 10 cM. Decréscimos na eficiéncia do poder de detecgdo
foram observados ao se admitir espagamento igual ou
superior a 20 cM. Segundo Hillel (1997), a utilizagdo de
muitos marcadores estrategicamente espagados na
detec¢do de QTL maximiza a probabilidade de se
identificarem ligacdes verdadeiras.

O padrdo de semelhancga indicado pelos valores
fenotipicos ao longo das 20 geragdes prevaleceu entre as
médias dos parametros coeficiente de endogamia,
porcentagem de alelos favoraveis fixados e frequéncia de
alelos da caracteristica. Assim, a identidade entre as
selegGes que admitiram mapeamento com alta saturagao
predominou nesses parametros. Apesar de a alta densidade
de marcadores ter proporcionado niveis endogamicos mais
elevados (Tabela 2), ela beneficiou a fixacdo de alelos
favoraveis (Tabela 3), bem como otimizou a frequéncia de
alelos relacionados a caracteristica sob sele¢do (Tabela
4), resultando em progressos fenotipicos de maiores
magnitudes. Ressalta-se que a média da frequéncia alélica
inicial entre os I6cus quantitativos foi de 0,50. A endogamia
tende a fixar alelos, especialmente os que beneficiam a
caracteristica selecionada (Carneiro et al., 2007).
Consequentemente, os maiores coeficientes endogamicos
estardo relacionados as maiores porcentagens de alelos
favoraveis fixados, elevando a frequéncia génica da
caracteristica.

Com a finalidade de estabelecer uma estrutura
classificatéria entre os niveis de saturagao, foi aplicada
a analise estatistica multivariada de agrupamento. Ela
foi realizada utilizando-se os valores fenotipicos médios
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obtidos ao longo das 20 geragdes (Tabela 1), em que
cada geragdo representou uma variavel. Foi utilizado o
método de otimizagdo proposto por Tocher. Em sua
aplicagdo, a distancia euclidiana média foi usada para
quantificar as dissimilaridades entre os tratamentos
(niveis de saturacao).

O método de Tocher indicou a formacgdo de cinco
grupos distintos (Tabela 5). No grupo 1, foram
classificados os espacamentos de 26, 28 e 30 cM. No
grupo 2, osde 16, 18 e 20 cM. O terceiro grupo foi formado
pelas densidades de 2, 8, 10, 12 e 14 cM. As distancias
de 22 e 24 cM agruparam-se no quarto grupo. Ja o grupo
5 compreendeu os niveis de saturagdo com um marcador
a cada 4 e 6 cM. Evidénciam-se, com base nos
incrementos fenotipicos médios (Tabela 1), a
inferioridade do grupo 1 e a superioridade do grupo
5. Ganhos fenotipicos expressivos também foram
obtidos pelas densidades que constituiram o grupo 3.
Salienta-se que o aumento na saturagdo genémica por
marcadores propicia otimizagcdo nos valores
fenotipicos até determinadas densidades, existindo
um limiar a partir do qual os incrementos ndo sdo
justificados pela maior demanda por marcadores,
conforme foi apresentado para a densidade que
adotou um marcador a cada 2 cM. Nessa elevada
saturacgao, alguns marcadores podem ter apresentado
juncdo em seus efeitos, diminuindo o nimero de
marcadores utilizados no mapeamento de QTL em
relacdo ao numero disponibilizado efetivamente, além
de demandar maiores recursos e tempo na analise.

Em populagdes cuja caracteristica sob selegdo é
de baixa herdabilidade, a utilizacdo de mapeamento
fino (alta saturacdo) proporciona maior poder de
deteccdo de QTL e, consequentemente, melhores
incrementos fenotipicos ao longo das geragdes sob MAS.
Santos, Nicolas e Hungria (2006) relatam o relacionamento
do efeito do QTL e a herdabilidade da caracteristica. Assim,
a identificacdo de QTL de pequeno efeito requer grande
quantidade de marcadores estrategicamente ordenados,
pois o carater considerado apresentou herdabilidade
baixa (h? = 0,10). Resultados comparaveis e superiores
foram observados entre os niveis de saturagdo que
admitiram distribuicdo agregada de um marcador a cada
2,4,6,8,10,12 e 14 cM, maximizando os ganhos na sele¢do
gendmica, especialmente ao considerar os espagamentos
dedebcM.

CONCLUSOES

Semelhangas entre os parametros genéticos
estimados foram observadas entre os mapeamentos que
adotaram altos niveis de saturagdo por marcadores, bem
como similaridade entre os menores niveis. Espagamentos
de até 14 cM entre marcadores adjacentes propiciaram
incrementos genéticos e fenotipicos superiores, embora
tenham resultado em niveis endogamicos mais eminentes. A
analise de agrupamento pelo método de Tocher indicou que
as densidades de 4 e 6 cM evidenciaram equivaléncia na

deteccdo de QTL, otimizando os ganhos fenotipicos para a
caracteristica considerada e implementando as inferéncias
acerca dos niveis de saturagdo analogos em relacdo as
respostas fenotipicas a selecdo assistida por marcadores.
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