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RESUMO - Utilizaram-se diferentes niveis de significancia gendmica na selecdo assistida por marcadores para estimar
o valor fenotipico, o nimero de marcadores usados na selegdo e a porcentagem de alelos favoraveis e desfavoraveis fixados
em uma caracteristica quantitativa. Uma comparacéo entre os niveis de 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18 e 20% foi realizada
por meio do sistema computacional de simulagdo genética (GENESYS), utilizado na simulacdo de um genoma constituido de
um caréater quantitativo de herdabilidade igual a 0,20. A partir da populacdo inicial, procederam-se a avaliacdo dos doze niveis
de significancia, via sele¢do assistida por marcadores, por meio dos valores fenotipicos obtidos durante dez geragdes. Aplicou-se o
método de agrupamento por ligacdo composta adotando a distancia Euclideana média como medida de dissimilaridade entre
as significancias gendmicas. Ha similaridade nos valores fenotipicos obtidos com os niveis de significancia de 4 e 16%, que
sdo superiores aos altamente significativos (0,5 a 2%) e aos extremamente sugestivos (18 e 20%), em razdo dos ganhos
fenotipicos obtidos ao longo das geragdes sob selegéo.

Palavras-chave: analise multivariada, selecdo assistida por marcadores, significancia genémica, simulagédo

Levels of significance on the identification of molecular markers in
genomic mapping

ABSTRACT - Different levels of genomic significance were used in assisted selection by markers to estimate the
phenotypic value, the number of markers used in the selection and the percentage of favorable and unfavorable alleles fixed
in a quantitative characteristic. A comparison among the levels 0.5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18 and 20 was done by using
the computer system of gene simulation (GENESYS), used for simulation of a genome consisted of a quantitative character
with heritability equal to 0.20. From the initial population, the evaluation of the twelve levels of significance by selection
assisted by markers was carried out using the phenotypic values obtained for 10 generations. The cluster method by composite
link was applied by using the average Euclidean distance as dissimilarity measure among the genomic significances. There are
similarities among the phenotypic values obtained with significance levels from 4 to 16%, which are superior to the highly
significant (from 0.5 to 2%) and to the extremely suggestive levels (18 and 20%), because of the phenotypic gains obtained
over generations under selections.

Key Words: genomic significance, multivariate analysis, selection assisted by markers, simulation

R. Bras. Zootec., v.40, n.2, p.308-313, 2011

Introducao

O melhoramento genético molecular visa integrar as
metodologias e técnicas empregadas no melhoramento
genético tradicional com as tecnologias e estratégias da
biologia molecular (Dekkers & Hospital, 2002).
Recentemente, passou a considerar e a utilizar diferentes
ferramentas, também disponibilizadas pelaciénciagenémica
(Borémetal., 2003).

Os marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA
que podem ser identificadas e mapeadas e sdo utilizados
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para identificar e localizar loci especificos nos
cromossomos. A selecdo assistida por marcadores
(marker assisted selection — MAS) é condicionada pela
significAnciagendmica exigida nas associa¢cdes entre 0s
gendtipos dos marcadores e os loci para caracteristicas
quantitativas (quantitative trait loci — QTL). Esses loci
sdo regiGes cromossdmicas relacionadas a variacdo
fenotipica das caracteristicas quantitativas. O uso dos
marcadores em modernos programas de melhoramento
baseia-se no principio de que, se um gene ou conjunto de
genes esta estreitamente associado a um marcador
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molecular de facil identificacdo, entdo a selecdo paraesse
marcador sera mais eficiente que para a propria
caracteristica (Hayward etal., 1994).

A selecdo assistida por marcadores consiste de dois
passos principais: i) identificacdo de associagfes entre
loci marcadores e QTL; e ii) 0 uso dessas associagfes
para o desenvolvimento de popula¢cdes melhoradas
(Bulfield, 1997).

Como poucos loci economicamente importantes sao
conhecidos, e 0s QTL ndo tém suas bases moleculares
bem definidas, atualmente esses loci tém sido referidos
mais como uma associacdo estatistica que como uma
entidade bioldgica, e a heranca tem sido acompanhada
pelos marcadores (Liu, 1998; Guimardes, 2004). Os
procedimentos para sua localizacdo e estimacdo sdo
tipicamente baseados em testes estatisticos, detectando-se
alteracdes nas médias das caracteristicas entre classes
de individuos (Burrow & Blake, 1998).

Aanalise de agrupamento ¢ umametodologia numérica
multivariada com o objetivo de propor uma estrutura
classificatoria ou o reconhecimento da existénciade grupos
similares; seu resultado final € um grafico denominado
dendrograma, Util para a classificacdo, comparacdo e
discussdo de agrupamentos de individuos e/ou tratamentos
(Hairetal., 2005).

Objetivou-se com este trabalho avaliar diferentes niveis
de significancia genémica, utilizados na selecdo assistida
por marcadores, pela técnica multivariada de analise de
agrupamento.

Material e Métodos

Os dados utilizados neste trabalho foram simulados
via sistema computacional de simulacdo genética —
GENESYS (Euclydes, 2007), escrito em linguagem de
programacdo FORTRAN, o que permitiu a criagdo de
genomas de certa complexidade, que podem ser utilizados
para formacdo de populacdes de acordo com a estrutura
desejada, sob influéncia de questionamentos propostos a
serem analisados, inclusive por métodos de selecdo,
pressuposicOes estatisticas, sistemas de acasalamentos,
entre outros fatores, dispensando, portanto, animais e
laboratorios.

Para estudar os efeitos de diferentes niveis de
significancia admitidos na MAS, o genoma foi constituido
de uma caracteristica quantitativa com herdabilidade de
0,20, governada por 200 loci quantitativos (QTL). O genoma
continha 191 marcadores do tipo microssatélite (SSR -
simple sequence repeats) dispostos a cada cinco
centimorgans (cM).

O genomasimulado é caracterizado geneticamente como:
958 cM de extensdo; 40 cromossomos (38 autossomos e 2
sexuais) de tamanho aleatério; os efeitos aditivos dos loci
quantitativos foram simulados seguindo a distribuicéo
normal; os loci quantitativos foram dialélicos e ndo tiveram
desvios de dominéncia nem epistasia; as frequéncias génicas
iniciais foram iguais em ambos o0s sexos; as frequéncias
génicas iniciais para os loci quantitativos e para 0s
marcadores moleculares seguiram distribuicdo normal, com
valores proximos a 0,5; os efeitos de ambiente foram
simulados conforme a distribuicdo normal; os dados
fenotipicos simulados apresentaram média de 10,00
unidades e desvio-padrdo 2,00 unidades.

Para a estrutura genémica simulada, foi construida
uma populacdo-base composta de 500 machos e 500 fémeas,
ndo aparentados. Com os mil descendentes escolhidos
aleatoriamente dessa populacdo-base, obtidos do
cruzamento de dez machos e dez fémeas/macho (100 fémeas),
produzindo dez filhos/fémea/macho (1.000 individuos),
formou-se apopulacdo inicial, que, por suavez, foi submetida
a selecdo assistida por marcadores moleculares por dez
geracdes consecutivas com dez repeticdes, visando reduzir
os efeitos da flutuacdo genética. A cada geracdo, os 10
machos e as 100 fémeas (10 fémeas/macho) com melhor
desempenho, selecionados com base nos gendtipos de um
nimero de marcadores moleculares que estariam
estatisticamente associados aos loci quantitativos, foram
acasalados ao acaso, produzindo 1.000 descendentes (dez
descendentes por acasalamento), que, por suavez, formavam
a geracao seguinte.

Foram praticadas 12 selecdes assistidas por marcadores,
todas partindo do mesmo valor fenotipico, nas quais a
distincdo estavano nivel de significanciagenémicaadotado
para a deteccdo de marcadores associados aos QTL de
interesse: 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18 e 20%.

A identificacdo das associacBes entre marcadores e
QTL deu-se por meio do método damarcasimples, pelo qual
se verificaaassociagdo entre cada marcador e a caracteristica
de interesse, testando a hipotese nula de que nédo existe
diferenga entre as médias fenotipicas dos descendentes
nas classes genotipicas dos marcadores. A analise de
regressdo linear entre os genétipos dos marcadores e 0s
valores fenotipicos dos descendentes dos acasalamentos
foi o teste estatistico utilizado no método. Adotaram-se
diferentes niveis de significancianaregressao linear simples,
conforme mencionado.

Aanélise de associacdo entre o marcadore 0 QTL pode
ser estimada pela regressdo dos valores da caracteristica
quantitativa em funcdo dos escores relativos ao genétipo
do marcador. Nesse caso, € necessario codificar os trés
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gendtipos do marcador (MM, Mm e mm) para se fazer a
analise de regressao. Em geral, sdo utilizados os cédigos 1,
O0e-1paraefeitoaditivoe 0, 1e 0 paraefeitode dominéncia,
ou 2, 1 e 0 para efeito geral (quando se considera apenas o
efeito aditivo), para os gendtipos MM, Mm e mm,
respectivamente (Schuster & Cruz, 2004).

Neste trabalho, os desvios de dominéncia foram
desconsiderados, conforme relatado na caracterizacéo
genética do genomasimulado. Dessa forma, pararealizar a
regressao linear simples na populacéo, o seguinte modelo
aditivo foi utilizado:

Yj:BO+|31Xj+sj,
emque: YJ- =valor fenotipico da caracteristica quantitativa
avaliadano j-ésimo individuo da populagéo; X;= codigodo
marcador (MM =2, Mm = 1 e mm = 0); B, = intercepto da
regressdao (média da caracteristica); B, = inclinagdo dareta

para efeito aditivo; g = erro aleatdrio manifestado na

Tabela 1 - Codificagdo atribuidaao marcador de acordo com o seu

genétipo
Gendtipo Numero de Valores da Codigo de X
individuos caracteristica
MM Ny Yir Your - Ynia 2
Mm Ny Yi2: Yo2: - Yn2p2 1
mm N3 Y130 Y230 -+ Yn3;3 0

caracteristicano j-ésimo individuo. Assim, naavaliacdo de
N (N =1.000) individuos em cada geracdo, os dados foram
analisados conforme descrito na Tabela 1.

Asmatrizes utilizadas no modelo Y= Bo+ lej +g; séo
as descritas a seguir:

_y]l ] _ _
Yo (1 2] €
1 2 ey
Yur | |
) L1
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Os niveis de significancia que caracterizavam os 12
processos da MAS foram: i) niveis de significanciaentre 0.5
e 2%, considerados de alta significancia, que detectam
somente os marcadores mais fortemente relacionados ao

gendtipo dos QTL e, consequentemente, ao fenotipo da
caracteristicade interesse; eles apresentam maior precisdo,
contudo, resultam em menor nimero de marcadores
identificados na selecdo; ii) niveis de significanciade 4 e
6% selecionam os marcadores-QTL altamente significativos
(entre osniveisde 0,5 e 2%), assim como os significativos
para maiores valores de significAncia genémica, ou seja,
valores entre 3 e 6%; dessa forma, um namero igual ou
superior de marcadores seré selecionado em analogia aos
niveisaltamente significativos, em razao da menor precisao
exigida; iii) niveis de significanciaentre 8 e 14%, em que
0os marcadores-QTL selecionados nestes niveis sao
referidos como sugestivos, tornando-se indicadores de
possiveis associacdes entre seu gendétipo e as expressdes
fenotipicas nos individuos; maior nimero de marcadores
seraselecionado, compreendendo os altamente significa-
tivos, os significativos e 0s sugestivos a esses niveis; e
iv) niveis de significancia entre 16 e 20%, nos quais 0S
marcadores-QTL selecionados também serdo referidos
como sugestivos, porém sdo menos preferidos que os
sugestivos entre os niveis de 8 e 14%, em virtude do maior
erro a eles associado; nessas significancias sugestivas
mais extremas, um numero igual ou mais elevado de
marcadores sera selecionado, em comparagdo aos niveis
anteriores, pois representam a soma dos que foram
significativos entre os niveis de magnitude inferior,
disponibilizando maior nimero de informacdes, contudo,
com menor preciséo.

Para cada nivel de significancia, avaliou-se o valor
fenotipico médio obtido ao longo das dez geragfes. Na
aplicacdo da técnica de agrupamento, cada geracdo
representou uma variavel, totalizando dez variaveis, as
quais foram utilizadas com a finalidade de propor uma
estrutura classificatéria para formacéo de grupos similares
entre os niveis de significancia genémica. As médias dos
valores fenotipicos obtidas entre os niveis em cada umadas
geracBes foram analisadas utilizando o Sistema para
Analises Estatisticas — SAEG (SAEG, 2008). A técnica de
agrupamento adotada foi o método hierarquico da ligacéo
completaeamedidade dissimilaridade admitida entre os
niveis foi a distancia euclideana média.

Resultados e Discussao

Todas as doze selegdes partiram do mesmo valor
fenotipico, o que possibilitou comparacdes entre elas. A
selecdo visaaumentar o valor fenotipico, objetivo alcancado
em maior magnitude para os niveis a partir de 4% de
significancia(Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores fenotipicos médios e desvios-padréo ao longo das dez geracdes sob selecéo assistida por marcadores admitindo-se diferentes niveis de significancia

Nivel de significancia (o)

20%
10,00 (0,00)
11,01 (0,07)
12,01 (0,15)
12,77 (0,27)
13,57 (0,34)
14,11 (0,37)
14,66 (0,30)
15,07 (0,39)
15,36 (0,40)
15,73 (0,42)
16,27 (0,38)
14,06 (0,33)

18%
10,00 (0,00)
11,03 (0,05)
12,00 (0,12)
12,78 (0,28)
13,58 (0,32)
14,13 (0,38)
14,61 (0,34)
15,05 (0,37)
15,38 (0,42)
15,71 (0,37)
16,26 (0,37)
14,05 (0,32)

16%
10,00 (0,00)
11,03 (0,06)
12,02 (0,10)
12,97 (0,20)
13,66 (0,17)
14,25 (0,29)
14,74 (0,26)
15,17 (0,30)
15,57 (0,39)
15,99 (0,36)
16,28 (0,30)
14,17 (0,26)

14%
10,00 (0,00)
11,02 (0,05)
11,98 (0,13)
12,98 (0,19)
13,65 (0,21)
14,24 (0,31)
14,70 (0,26)
15,19 (0,30)
15,59 (0,39)
16,00 (0,37)
16,31 (0,37)
14,17 (0,28)

12%
10,00 (0,00)
11,02 (0,05)
11,98 (0,10)
12,96 (0,15)
13,69 (0,24)
14,17 (0,27)
14,79 (0,33)
15,20 (0,33)
15,61 (0,36)
16,01 (0,35)
16,33 (0,38)
14,18 (0,28)
53,38 (9,90)

10%
10,00 (0,00)
11,03 (0,06)
12,11 (0,12)
13,04 (0,23)
13,75 (0,27)
14,29 (0,32)
14,84 (0,30)
15,25 (0,34)
15,69 (0,40)
16,01 (0,37)
16,30 (0,36)
14,23 (0,30)

8%
10,00 (0,00)
11,03 (0,04)
12,17 (0,10)
13,06 (0,20)
13,71 (0,23)
14,30 (0,28)
14,86 (0,31)
15,16 (0,36)
15,61 (0,37)
15,99 (0,38)
16,31 (0,41)
14,22 (0,29)

6%
10,00 (0,00)
11,02 (0,04)
12,04 (0,14)
12,96 (0,20)
13,70 (0,24)
14,26 (0,19)
14,75 (0,23)
15,14 (0,35)
15,56 (0,39)
15,96 (0,35)
16,26 (0,37)
14,17 (0,27)

4%
10,00 (0,00)
11,03 (0,04)
12,06 (0,11)
12,89 (0,20)
13,60 (0,23)
14,17 (0,21)
14,69 (0,23)
15,12 (0,31)
15,55 (0,33)
15,95 (0,40)
16,27 (0,39)
14,13 (0,27)

31,16 (8,90)
média do nimero de marcadores utilizados na selec:

2%
10,00 (0,00)
11,00 (0,07)
11,96 (0,11)
12,80 (0,21)
13,49 (0,23)
14,03 (0,28)
14,47 (0,30)
14,93 (0,29)
15,28 (0,41)
15,62 (0,39)
15,85 (0,39)
13,94 (0,29)
19,70 (6,83)

1%
10,00 (0,00)
10,96 (0,07)
11,91 (0,14)
12,64 (0,27)
13,30 (0,27)
13,84 (0,32)
14,28 (0,31)
14,68 (0,37)
14,97 (0,40)
15,34 (0,42)
15,62 (0,40)
13,75 (0,32)
17,71 (7,26)

0,5%
10,00 (0,00)
10,95 (0,05)
11,64 (0,16)
12,40 (0,26)
13,05 (0,34)
13,64 (0,39)
14,12 (0,38)
14,51 (0,37)
14,84 (0,41)
15,08 (0,36)
15,27 (0,36)
13,55 (0,33)

11,52 (6,35)
média dos valores fenotipicos em dez gerag

Geracdo

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

VF

58,14 (11,16) 59,45 (10,73) 62,17 (10,69) 64,23 (11,08)

36,52 (8,95) 42,76 (10,27) 46,77 (8,54)

NM
VF

0es.

tida por marcadores em dez gerag

40 assis

i NM =

0oes
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De acordo com Lander & Kruglyak (1995), uma
associacao sugestiva entre marcador e QTL € evidéncia
estatistica esperada de encontrar um QTL aleatoriamente
em uma varredura gendmica, ao passo que uma associagdo
significativaevidencia superioridade na probabilidade de
os dados fenotipicos serem resultantes da presenca de um
QTL relacionado ao carater, reduzindo o nivel de erro. O
nivel de significancia é um dos fatores relevantes na
identificacdo de marcadores associados aos QTL, devido
aos resultados diferenciados obtidos ao preestabelecer
um limite de erro (nivel de significancia) na analise de
regressao (Tabela 2).

Por meio dos niveis de alta significancia (0,5; 1 e 2%),
foi possivel detectar somente os marcadores fortemente
relacionados ao genoétipo dos QTL, o que resultou em
menor nimero médio de marcadores identificados, dos 191
marcadores disponibilizados na selecdo, embora com
maior precisdo. Ja os niveis de significancia superiores a
4%, além de possibilitar selecionar os marcadores altamente
significativos, também possibilitaram selecionar os
significativos e os sugestivos. Dessa forma, um ndmero
igual ou maior de marcadores foi selecionado (Tabela 2).

Osniveisiguais ou superiores a 8% sao referidos como
sugestivos, tornando-se indicadores de possiveis
associacdes entre seu genotipo e as expressdes fenotipicas
da caracteristica. Consequentemente, devido ao efeito
acumulativo, um namero superior de marcadores foi
identificado, em analogia aos niveis de menor magnitude,
disponibilizando maior niamero de informacdes, contudo,
com menor precisao. Segundo Silva & Vencovsky (2002), 0
nivel de significanciarepresentaaprobabilidade de erro de
0s marcadores estarem associados a falsos QTL (QTL
inexistente/fantasma).

Os processos de selecdo favorecem a fixacao de alelos
(Carneiro et al., 2006). Sao considerados ganhos e perdas
genéticas por fixacdo, quando loci com alelos favoraveis e
alelos desfavoraveis sao fixados, respectivamente, ou seja,
alcancam frequéncia igual a 1 (Euclydes, 1996). Os niveis
mais significativos (entre 0,5 e 10%) foram superiores em
relacdo a fixacdo de alelos favoraveis (Tabela 3). Entre os
alelos desfavoraveis, o predominio nas fixacdes foi para os
niveis altamente significativos e para os extremamente
sugestivos (Tabela 3). O saldo benéfico de alelos fixados,
resultante da diferenca entre a porcentagem de alelos
favoraveis e alelos desfavoraveis fixados, foi potencializado
para os niveis significativos (4 a 12%) (Tabela 3). Em
contrapartida, umsaldo inferior foi observado para os niveis
altamente significativos e extremamente sugestivos, como
consequéncia da menor disponibilidade de marcadores
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Tabela 3 - Porcentagens média de alelos favoraveis e alelos desfavoraveis fixados e desvios-padrao em dez geracdes sob selecdo assistida por marcadores

Nivel de significancia (o)

20%
11,26 (2,38)
5,01 (1,67)

18%
11,18 (2,40)
5,09 (2,08)

16%
11,74 (3,09)

5,18 (2,11)

14%
11,55 (2,35)
4,74 (1,34)

12%
11,76 (2,31)

4,78 (1,35)

10%
12,09 (2,42)
4,75 (1,63)

8%
12,27 (2,90)
4,90 (1,92)

6%
12,32 (3,69)

4%
12,00 (2,87)
4,96 (1,99)

2%
12,07 (3,64)
5,29 (2,24)

1%
12,02 (2,20)
5,20 (1,08)

0,5%
12,02 (3,39)
5,17 (2,03)

AFF
ADF

5,03 (2,18)

6,78 7,04 7,29 7,37 7,34 6,98 6,81 6,56 6,09 6,25
diferenca entre as porcentagens média de AFF e ADF em dez gerag:

6,82

6,85
AFF = alelos favoraveis fixados; ADF = alelos desfavoraveis fixados; D
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tida por marcadores

40 assis

b selec

0es so

identificados e da menor acuracia na associacdo dos
marcadores aos QTL, respectivamente. Essas consequéncias
favoreceram a reducdo da variancia genética aditiva ao
longo das geracbes sob selecdo, reduzindo os ganhos
fenotipicosaserem obtidos no processo seletivo (Falconer,
1981; Lande & Thompson, 1990; Darvasi etal., 1993).

Asdiferencas entre os alelos favoraveis e desfavoraveis
fixados, bem como o nimero médio de marcadores utilizados
na MAS ao longo das dez geracdes, justificaram a
superioridade dos valores fenotipicos alcangados para 0s
niveis significativos e levemente sugestivos, em analogia
aos altamente significativos (0,5 a 2%) e extremamente
sugestivos (18 e 20%).

A andlise estatistica multivariada de agrupamento foi
aplicada utilizando-se os valores fenotipicos médios
obtidos ao longo das dez geragbes. O dendrograma
estabelecido pelo método hierdrquico da ligacdo completa
ilustra ramificagOes para inferéncias quanto aos padrdes
de similaridade entre os niveis de significancia (Figura 1).
Delimitaces, com base em exames visuais, podem ser
definidas para formacdo de trés grupos similares: i) entre
os niveis de 0.5 e 1%; ii) entre os niveis de 2; 18 e 20% e;
iii) entre os niveis de 4 a 16%. De acordo com o parametro
avaliado (valor fenotipico), os niveis de 4 a 16%
representam significancias que otimizam os ganhos
genéticos e fenotipicos de forma semelhante.

Osniveis de altasignificancia possibilitaram detectar
menor numero de marcadores, reduzindo o efeito coletivo
dos genesrelacionados ao caréater, propiciando reducao
nas respostas fenotipicas ao longo das geracdes. Ja o0s
niveis extremamente sugestivos favoreceram a deteccéo
de falsos QTL, devido a sua baixa acuracia e,
consequentemente, menor diferencaentre alelos favoraveis
e desfavoraveis fixados, resultando também em menores
valores fenotipicos. Dessa forma, a ado¢do desses niveis
extremamente significativos ou sugestivos, seja por
elevada acuracia seja por maior namero de marcadores
identificados, desfavorece os parametros genéticos e
fenotipicos relacionados a caracteristica sob selecdo,
proporcionando menores progressos nas geracdes sob
selecdo assistida por marcadores.

Por meio dos niveis significativos ou levemente
sugestivos, foi possivel selecionar os marcadores de
maior efeito, assim como 0s que apresentaram associacao
sugestiva com a expressdo fenotipica, que, quando
considerados coletivamente, beneficiaram os resultados
genéticos e fenotipicos relacionados ao carater. Assim, é
possivel otimizar os valores fenotipicos, com boaacuréacia
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Figura 1 - Método da ligacdo completa de 12 niveis de significancia utilizando os valores fenotipicos obtidos ao longo das dez geragcoes

sob selecdo assistida por marcadores.

e bom ndmero de informacdes disponibilizadas pelos
marcadores, em vez de se adotarem critérios altamente
rigorosos ou excessivamente flexiveis na definicdo do
nivel de significancia.

Conclusdes

Niveis de significancia na selecdo assistida por
marcadores moleculares resultam em ganhos fenotipicos
distintos como resposta a selecdo. Niveis altamente
significativos (0,5 a 2%) ou extremamente sugestivos (18 e
20%) propiciam menores ganhos fenotipicos e os significativos
e sugestivos (entre 4 e 16%), os melhores resultados.
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