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Resumo- Caracteristicas oligogénicas apresentam heranca controlada por poucos genes e sédo importantes
para espécies vegetais, destacando-se a resisténcia a doencas. A natureza discreta e a interacdo epistatica
destas caracteristicas geram um padrdo de heranca que ndo deve ser interpretado pelos métodos
tradicionais de deteccdo de QTL. Neste trabalho objetivou-se comparar o método de mapeamento de
caracteristicas oligogénicas (MMCO) e o método de mapeamento por intervalo composto (MIC) em
populacdes simuladas de linhagens endogdmicas recombinantes (RILs). Foram simuladas 100 populactes
de RILs com 50 e 100 individuos. Nos diferentes tamanhos de populacédo avaliou-se duas caracteristicas
distintas segregando, denominadas C1 e C2, totalizando 400 popula¢des analisadas. Para a caracteristica
C1 foram determinados trés locos, com acéo de 50%, 20% e 10%; e para a C2, dois locos com 50% e 30%
de acdo. Pela metodologia MMCO ndo se detectou OTLs, enquanto que o MIC detectou tanto em
populagées com 50 quanto com 100 individuos. O método tradicional detectou OTLs em todos os grupos de
ligacdo (GL), inclusive onde ndo haviam sido simulados. Assim, a MMCO néo foi sensivel em populacdes

de 50 e 100 individuos, enquanto que a MIC superestimou 0 numero de OTLs.
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Introducéo

A caracterizagdo do padrdo da heranga € um
dos pontos mais importantes para a manipulagéo
dos componentes hereditarios, uma vez que as
estratégias de selecdo em estudo genético séo
contrastantes de acordo com a natureza da
caracteristica: se monogénica, oligogénica ou
guantitativa. O desenvolvimento dos estudos de
heranca associado a construcdo de mapas de
ligacdo por marcadores moleculares, tem
permitido a identificacdo de regi6es do genoma de
importdncia para a expressdo de muitas
caracteristicas sendo importante na selecdo de
plantas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Caracteristicas oligogénicas apresentam
heranca governada por genes de efeito maior e
sdo de importdncia para espécies vegetais,
destacando-se a resisténcia a doencas.

A natureza discreta das caracteristicas
oligogénicas associada a interacdo epistatica de
multiplos fatores resulta em uma caracteristica que
ndo deve ser mapeada pelos métodos tradicionais,
que pressupdem normalidade e heranca
governada por muitos genes de pequeno efeito
(LANDER; BOTSTEIN, 1989; LI, 2004; ZENG,
1994). Métodos para a identificagdo de QTL sé&o
bem documentados, porém ndo como opgao para
a analise de locos controladores de caracteristicas
oligogénicas.

Estudos de simulacdo tem grande importancia
no desenvolvimento de metodologias estatisticas
tanto para a construgao de mapas genéticos como
para identificacdo de QTLs (DARVASI et al., 1993;
FERREIRA et al, 2006; LANDER; KRUGLYAK,
1995). Baseado nestes estudos, Rocha et al.
(2008) propuseram um método alternativo para o
mapeamento de OTLs, definido como Método de
Mapeamento de Caracteristicas Oligogénicas
(MMCO).

Este método utiiza de funcbes de
verossimilhanca para obtencdo de estimativas de
recombinacdo “r’ de melhor ajuste aos dados, a
partir das probabilidades condicionais de
ocorréncia entre o loco marcador e os locos
controladores da heranca da caracteristica
oligogénica (ROCHA et al., 2008). A metodologia
ndo requer informacdo prévia sobre a ordem de
marcadores nos grupos de ligacdo e nao é afetada
pela presenca de mais de um OTL no mesmo
grupo de ligacdo (ROCHA, 2007).

Rocha et al. (2010) utilizaram-na em
populacdes F2 e, Rocha et al. (2008), em
populacdes de retrocruzamento, entretanto o
MMCO ainda n&o foi avaliado em populacfes de
linhagens endogamicas recombinantes (RILs —
Recombinant Inbred Line) simuladas.

Estas populacdes, importantes para
mapeamento, s8o0 caracterizadas por serem
linhagens homozigotas, e sdo requeridas para o
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mapeamento, pois podem ser multiplicadas
indefinidamente permitindo que  qualquer
laboratorio use-a.

O objetivo deste trabalho foi comparar com
dados simulados a metodologia MMCO e um
método de mapeamento por intervalo composto
utiizado para mapeamento de QTLs em
populacdes simuladas de RILs de 50 e 100
individuos.

Metodologia

Todas as simulacbes foram realizadas
utiizando o programa GQMOL (CRUZ, 2008).
Inicialmente foi simulado um genoma constituido
por quatro grupos de ligacdo de 100 cM cada, com
21 marcas equidistantes co-dominantes e nivel de
saturagdo médio de 5 cM. Foram simulados dois
genitores homozigotos contrastantes e
posteriormente obtida a populacdo F1 que foi
utiizada para gerar todas as populacdes
simuladas a partir de eventos de recombinacéo
originadas do mesmo arranjo de genes na
populacdo F1, com a segregacdo de genitores
produzindo somente eventos de recombinacdo em
fase de acoplamento. O tamanho das populagfes
foi de 50 e 100 individuos e em cada caso foram
geradas 100 popula¢gBes como repeticéo.

Embasado nos resultados obtidos por Silva et
al. (2007), para a segregacdo da resisténcia ao
nematéide de cisto da soja , racas 3, 9 e 14, em
populacdes de RILs, foram simuladas duas
caracteristicas oligogénicas denominadas C1 e C2
segregando para trés genes (7:1) e dois genes
(3:1), respectivamente. Trés marcadores do
genoma original foram relacionados a expresséo
de tracos oligogénicos em C1 (OTL1, OTL2 e
OTL3) e dois marcadores relacionados com a
expressdo de tracos oligogénicos em C2 (OTL1 e
OTL2). Posteriormente, os valores fenotipicos
simulados foram classificados em presenca (1) e
auséncia (0) de acordo com interagdo epistatica
simulada, segundo as propor¢des 7:1 e 3:1.

Com a utilizacdo dos recursos computacionais
do programa GQMOL (CRUZ, 2008), os mapas de
ligacdo foram construidos para posterior
mapeamento. Os grupos de ligacdo foram obtidos
baseados nos critérios de frequéncia de
recombinagdo maxima (rmax = 30%) e LOD
minimo (LODmin = 3).

Utilizando as populacdes de RILs simuladas
com 50 e 100 individuos segregando para as
caracteristicas C1 e C2 realizou-se 0 mapeamento
dos OTLs através das metodologias: MMCO,
proposto por Rocha et al. (2008), e o método de
mapeamento de QTL por intervalo composto
(MIC).
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Para andlise dos dados simulados, o ndmero
de populagdes com OTLs nos GL e nas marcas
simuladas foi utilizado na comparacdo entre a
metodologia tradicional e o MMCO.

Resultados

A partir das 100 populagbes simuladas para
cada tamanho de populacao foram obtidos 93 e 72
mapas para as populacdes de 50 e 100 individuos,
respectivamente, sendo estes os valores utilizados
para contabilizacdo do mapeamento de OTLs nas
populacdes.

Em ambas as metodologias, as populacdes de
50 e 100 individuos apresentaram marcadores nao
ligados aos grupos de ligacdo e perda ou adicdo
de marcadores em diferentes grupos de ligagao.

A partir das populacdes simuladas, ndo foi
possivel identificar OTLs em nenhuma das
populacdes de 50 e 100 individuos, via MMCO,
nos intervalos paramétricos simulados, para
ambas as caracteristicas (Tabela 1).

Pela metodologia de mapeamento por intervalo
composto (MIC) foi possivel detectar locos de
controle de caracteristicas oligogénicas em todos
os grupos de ligacdo. Além disso, verificou-se a
ocorréncia de locos em GL equivocado e a néo
deteccdo do loco OTL no GL apropriado (Tabela
1). Segundo esta mesma metodologia, foram
detectados trés OTLs, na maioria das populacdes,
mesmo para a caracteristica C2, na qual foram
simulados apenas dois locos de caracteristicas
oligogénicas (Tabela 2).

Discussao

O menor nimero de mapas obtidos para os
dois tamanhos de populacbes em relacdo ao
esperado, também foi observado por Ferreira et al.
(2006) em populacdes pequenas como as deste
trabalho.

A néo identificacdo de OTLs, via MMCO, nas
populacdes de 50 e 100 individuos, demonstra
gue a metodologia ndo é sensivel para deteccéo
de locos, mesmo de grande efeito, em pequenas
populacdes.

Pela metodologia de mapeamento por intervalo
composto (MIC) de QTL foi possivel detectar OTLs
nas populagbes simuladas, o que torna este
método bastante sensivel em relagdo ao tamanho
da populacéo, para locos de grande efeito.

Entretanto, por esta metodologia foi possivel
detectar a ocorréncia de erro do tipo | (ndo
deteccédo do loco OTL no GL apropriado) e erro do
tipo Il (deteccdo do loco em GL equivocado),
superestimando o niumero de locos controladores
da caracteristica nas populacées simuladas.
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Tabela 1. Deteccdo de OTLs e QTLs, esperados e observados, por Grupo de Ligacdo (GL), para as
caracteristicas C1 e C2, em populacdes de RILs simuladas compostas por 50 e 100 individuos.

N Ind. Metodologia de mapeamento de OTL* Metodologia de mapeamento de QTL*?
GL1 GL2 GL3 GL4 Total GL1 GL2 GL3 GL4 Total
ESPERADO 93 93 93 0 279 | ESPERADO 93 93 93 0 279
c1 | OBSERVADO 0 0 0 0 0 OBSERVADO 84 66 52 54 266
QTL na marca 0 0 0 0 QTL na marca
50 simulada simulada 30 18 7 - 54
ESPERADO 0 0 93 93 186 | ESPERADO 0 0 93 93 186
¢z | OBSERVADO 0 0 0 0 0 OBSERVADO 53 49 93 87 2%
QTL na marca 0 0 0 O_TL na marca
simulada simulada - - 47 29 76
GL1 GLZ2 GL3 GL4 Total GL1 GL2 GL3 GL4 Total
ESPERADO 72 72 72 0 216 | ESFERADO 72 72 72 0 216
c1 | OBSERVADO 0 0 0 0 0 OBSERVADO 59 41 45 45 190
QTL na marca 0 0 0 0 QTL na marca
100 simulada simulada 20 1 4 - 25
ESPERADO 0 0 72 72 144 | ESPERADO 0 0 72 72 144
¢z | OBSERVADO 0 0 0 0 0 OBSERVADO 40 49 70 56 215
QTL na marca 0 0 0 QTL na marca
simulada simulada 34 ik 45

Legenda: *Método de mapeamento de caracteristica oligogénica; 2Mapeamento por intervalo composto.

Tabela 2. Porcentagem de popula¢cbes simuladas, de 50, 100 e 200 individuos, com 1, 2, 3 ou 4 OTLs
detectados através da metodologia de mapeamento de QTL por intervalo composto

Tamanhoda  Porcentagem do n° de OTLs detectados
- populagéao nos diferentes tamanhos de cada
SIS simulada (n° de populagédo
individuos) 1 2 3 4
C1(7:1) 50 54% 21.5% 51,6% 21,5%
100 12,5% 29.2% 40,3% 18,1%
C2(3:1) 50 3.2% 14,0% 50,5% 32,3%
100 6,9% 16,7% 47 2% 29.2%

Assim, pode-se considerar a metodologia pouco
robusta.

Além disso, verificou—se superestimagdo no
ndmero de locos por esta metodologia em relagéo
ao numero simulado

Assim, para a validacdo da utilizacdo do
método MMCO em populagcdes de RILs sao
necessarios estudos em populacdes de tamanho
superior a 100 individuos, a fim de obter
populacdes com OTLs, no GL e na posicao
adequada.

Conclusoes

e A metodologia MMCO com dados
simulados ndo se mostrou sensivel em
populacdes de RILs de 50 e 100 individuos,
nao detectando OTLs;

A metodologia MIC com dados simulados
foi mais sensivel ao tamanho da populagéo,
porém, superestimou o nimero de OTLs nas
populacdes;

. Para utilizacdo do método MMCO em
populacdes de RILs s&do necessarios estudos
de validacdo da metodologia em populacées de
tamanho superior a 100 individuos.
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