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Avaliacao de metodologias para validagdo de QTL utilizando a estrutura de familia
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Resumo

A deleegio de marcadores associados a QTL pode auxiliar os programas de melhoramento. O poder de
detecgdio depende de vérios aspectos, tais como o desequilibrio de ligagao. Virios mdclodos jd foram
desenvolvidos para deteccao de QTL. Nosso objetivo foi avaliar a utilizacao de dados da estrutura de familia
do nicleo MOET (irmédos completos e meio-irméos) na validagao de QTL mediante regressao. Verificou-se
gue eslas andlises loram capazes de detectar associagoes marcador-QTL em niveis expressivos de
signilicancia (p<0,0001). Os resultados indicam a possibilidade de utilizacao destes dados para validagao de
QTL.
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Abstract

Detection of markers associated to QTL can help breeding programs. The power ol detection depends on
several aspects, such as linkage disequilibrium. Many methods have been developed to QTL detection. Our
objective was to evaluate the MOET nucleus family structure (full and half-sibs) data for QTL validation
using regression. It was verified that these analyses were able to detect marker-QTL associations in an
expressive significance level (p<0.0001). Results pointed out the possibility of using these dala to QTL
validation.

Key words: QTL, Power of detection, Molecular markers, Family structure.

Introducio

A ulilizacao de marcadores tem sido indicada como importante ferramenta para o monitoramento da
diversidade genética, planejamento de acasalamentos e selegao assistida (Brascamp et al., 1993), apesar da
cliciéneia da selegio assistida por marcadores nao estar bem clara e documentada (Dekkers, 2004).

A deteccao/mapeamento de um QTL dependem da estrutura de pedigree, da aferigao sistematica das
caracleristicas, do nimero de individuos medidos, do grau de desequilibrio de ligagdo marcador-QTL, do
namero de marcadores genotipados e do efeito do QTL sobre a caracteristica (Israel e Weller, 2002). Em
animais de producdo, o mapeamento de QTL por meio de marcador depende também da fonte de
desequilibrio e da histdria prévia da populagdo.

Os primeiros métodos de deteccdo basearam-se na utilizagao de marcadores tnicos, considerados
efeitos fixos na andlise de varidncia. Existem, entretanto, questionamentos sobre o poder de deteccio e
resolucdo do mapeamento por meio destes métodos. Qutros delineamentos baseados no cruzamento entre
linhagens divergentes (Simpson, 1989), cruzamentos entre populagdes segregantes (Beckmann e Soller,
1989) ¢ estudos de familia (Kashi et al., 1990) foram propostos. O mais eficiente baseia-se no cruzamento
entre linhagens divergentes, pois o maximo de desequilibrio é produzido na geragio F1.

Virias metodologias foram desenvolvidas, permitindo-se utilizar toda a informacao disponivel ¢
maximizar o poder de detecgdo. Dentre estas: andlise de informacgoes de segregacio incerta pela mixima
verossimilhanga (Fernando e Grossman, 1989), mapeamento de grupo de ligagao em populagoes exogiamicas
(Haley ¢ Knotl, 1992), mapeamento por intervalo para cruzamentos F2 e retrocruzamentos (Darvasi ¢t al.,
1993). delincamento de filhas, netas e bisnetas (Coppieters et al,, 1999) e andlise de informagoes de
populagoes exogamicas pela amostragem de Gibbs ou Cadeia de Markov/Monte Carlo (Bink el al., 2000).

Apesar da perda de poder de detecgao, das diferengas individuais quanto a fase de ligacio e de todos
os individuos ndo serem informativos, a andlise de populagao exogamica pode evidenciar diferengas na
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segregacao do QTL (Lynch e Walsh, 1997). Em gado de leite, usualmente, o desequilibrio de ligacio
marcador-QTL pode ser encontrado em familias de meio-irmas paternas, sendo que quanto maior o namero
de filhas por reprodutor maior o poder de deteccao. Para aumentar o poder de delecgao, um algoritmo
ulilizando informagoes de familias de irmas-completas e meio-irmas palernas foi proposto (Le Roy et al.,
1998).

Em qualquer delineamento, a deteccio de QTL baseia-se na probabilidade condicional de presenca
de um gendtipo de um QTL quando um genétipo do marcador ¢ encontrado, apesar desta probabilidade ser
lungao do delincamento experimental usado. Selegio em niicleos MOET tem sido implementada baseada na
avaliagao de dados de lamilia de irmaos completos ¢ meio-irméaos (Schrooten e van Arendonk, 1992). Nosso
objetivo foi avaliar o poder de algumas metodologias para validar QTL utilizando esta estrutura de familia.

Material e Métodos

O programa GENESYS foi utilizado para simulagao dos dados genealdgicos, fenotipicos,
genotipicos e moleculares, em uma estrutura populacional de nicleo MOET (familias de irmdos completos/
meio-irméos), usando um modelo génico (Euclydes, 1996). Os métodos numéricos implementados incluem
procedimentos para mapear QTL em populagoes exogamicas, com meio-irmaos e irméios completos, usando
miltiplos marcadores, para caracteristica tnica.

Foram gerados 50 marcadores e 100 QTL, ambos dialélicos, distribuidos em CrOMOSSOMOS
aulossomicos, segundo regides de consenso levantadas em estudos de mapeamento de QTL de caracleristicas
de produgio de leite. Os efeitos genéticos aditivos ¢ de meio foram normalmente distribuidos, de modo que a
variancia resultasse na herdabilidade de 0,29. Interagdes dos efeitos aditivo ¢ nio-aditivo foram ignoradas.
Assumiram-se. inicialmente, fregiiéncias alélicas intermedidrias (0.5) e uniformes em ambos 0s sexos,

A populacao-base do nicleo (5 touros e 25 vacas) foi selecionada de 25 touros e S00 vacas, A cada
geracao, foram obtidos 5 irmaos completos por familia e 125 filhos por touro, dos quais se selecionaram os
pais da geragio scguinte, evitando-se acasalamento entre individuos aparentados. Apds 20 geragoes,
acumularam-se 2500 registros dos individuos, de seus respectivos pai e mée, sexo, gendlipos para 50
marcadores ¢ de scu valor genélico para a caracleristica. A partir deste arquivo, foram constituidos um, com
dados de uma familia por touro e apenas irmios completos (IC), em um total de 100 individuos, e outro com
apenas um filho por familia e apenas meios-irmaos (MI) paternos, em um total de 500 individuos.

Para as anilises de associagdo, optou-se, em funcio da simplicidade ¢ velocidade computacional,
pelo método da regressao para dados discretos ou continuos, para analise de marcadores Gnicos, utilizando-se
os procedimentos do SAS (SAS, 2003). O modelo fixo utilizado foi:

y=Xb+e
onde:
y= velor de valores genotipicos;
X= matriz de incidéncia relacionando os efeitos fixos dos marcadores ao0s valores genolipicos;
b= velor de efeitos fixos dos marcadores:
¢= residuos.,

Para qualquer estrutura de familia, a covariancia entre os irmios jej’ dentro da familia i, assumindo-
st endogamia nula, ¢ igual a:

Vi=var| ' |=0%C
, = Var v, o °C,
onde
e 1 covly, .y,
! Cov [Y”,Y,j,] 1

Cov [y:, Yy l=mo® + %‘T "¢ (irmdos completos)

covlt, v =200+ Yio'a  (meio-imios)



sendo 7y a proporgio de alelos idénticos por descendéncia no loco candidato compartilhado pelos irmios.

A significancia da variagio entre as classes genotipicas foi acessada pelo teste de 'F' e a dos eleilos
aditivos associados a cada marcador, por meio de contrastes que compararam as médias das duas classes de
homozigotos. Para o efeito de domindncia, os contrastes compararam a média dos heterozigotos a média das
classes de homozigotos. Para ambos, utilizou-se o teste de 'I'. Os efeitos de substituicao génica foram
eslimados por meio de contrastes especificos.

Resultados e Discussio

Verificaram-se  freqiiéncias genotipicas e alélicas diversificadas para cada um marcadores
gerados, porém, as freqiiéncias de um mesmo marcador em cada arquivo (IC+MI, IC, MI) foram
semelhantes, o que permitiuv comparar os resultados das andlises destes arquivos. Na Tabela 1 sdo
apresentados os resultados das andlises de associagdo para os marcadores significativos. A magnitude do
eleito de cada marcador sobre a variagio genotipica, em fungao dos niveis de probabilidade das analises do
arquivo IC+MI, mostraram que os niveis minimos de significincia para se aceitar a associa¢ao marcador-
QTL néo foram atingidos quando os efeitos do QTL eram pequenos (Isracl ¢ Weller, 2002). A magnitude
minima dos efeitos estimados, para valor de p<0 01, foi 0,0027 ¢, para valor de p<0,0001, 0,0073.

Em magnitudes elevadas, mesmo sob freqiiéncias alélicas extremas, a possibilidade de deteccao
foi maior. Isto pode ser constatado para MO1, M18 ¢ M28 (p<0,0001). Para M02, M14 e M24, ¢ncontrou-se
significincia mesmo para os efeitos de magnitude pequena, provavelmente porque as freqiiéncias alélicas
eslavam proximas as intermedidrias. Estes sdo aspectos importantes na defini¢ado de marcadores para o
mapeamento fino de regides candidatas (Lynch e Walsh, 1997).

Ao se comparar os resultados das regressdes quando a varidvel foi considerada classificaléria
(REG). aqueles considerando-a continua (AV), verificaram-se pequenas diferengas na signilicincia dos
cleitos, sendo que M36 ¢ M37 foram significativos (P<0,05 e P<0,03, respectivamenle) apenas para REG,
enquanto M27 ¢ M40 (P<0,05 e P<0,02, respectivamente), apenas para AV. Nas anilises de correlagio entre
as estimativas do efeilo do marcador e entre as significancias dos mesmos, resultantes das regressoes
utilizando o arquivo 1C+MI para p<0,05, observaram-se valores altos (r=0,99 e 0,62, respectivamente). Se
apenas valores mais conservadores (p<0,01) fossem considerados nas analises de correlagdo, esta se tornaria
100%, o que evidencia eficiéncia semelhante destas metodologias na detecao de associacio entre marcador
¢ suposto QTL em populagoes exogamicas (Haley e Knott, 1992).

As anilises de correlagdo mostraram também que as AV, utilizando apenas informagoes de MI, ¢
as REG, utilizando apenas informagoes de IC (r=0,94 e 0,95, respectivamente), detectaram valores
semelhantes para os efeitos dos marcadores. Porém, considerando-sc os niveis de probabilidade, estas
analises nao detectaram significincia na associagio do marcador ao suposto QTL. Esles resultados podem ser
atribuidos a0 tamanho amostral destes arquivos, pois, neste caso, a acuricia das eslimativas da variincia
genética serd menor, diminuindo o poder de detecgio de alguns QTL. Apesar da diminuicio significativa do
poder de detecgio de associagio, uma vez que nio se conhecem a fase de ligagio e o grau de desequilibrio de
ligagao, e que o niimero de individuos genotipados é pequeno, este estudo verificou que a utilizagio conjunta
das informacoes IC+MI, por meio de REG e AV, em populacdes exogimicas, permiliram delectar a
associacio marcador-QTL (Le Roy et al., 1998).

Na Tabela 2, sdo apresentados o nivel de probabilidade e a magnitude dos efeilos dos marcadores.

M0O1, M03, M17, M18 e M28 mostraram maior efeito aditivo (p<0,001). M27 e M40 apresentaram cleito de
dominancia (p<0,05).

Conclusdes

Apesar da pouca sensibilidade dos delineamentos baseados em populagbes exogamicas e de
tamanho pequeno, verificou-se que a mistura de dados de familias de irmios completos e meio-irméos,
analisados como varidvel discreta ou continua por meio de regressio, permitiu validar a associagdo entre o
marcador e o suposto QTL, até mesmo em niveis de significincia conservadores.
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