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RESUMO: O mapeamento de locos envolvidos no controle génico de caracteres quantitativos, QTL'’s, difere
dos demais tipos de experimentos conduzidos em genética, por tratar-se, basicamente, de um procedimento
de testes mdltiplos. Um problema decorrente deste tipo de andlise refere-se ao nivel de significAncia conjunto
e, consequentemente ao poder da mesma. Em vistas disto avaliou-se, via simulagdo computacional de dados,
o poder de detecgdo de QTL's da analise de marcas simples, utilizando os critérios da raz&o de falsas descobertas
(FDR) e de Bonferroni para determinagéo nivel de significAncia conjunto a e da regresséo linear mdltipla,
empregando o procedimento “stepwise” para selecdo das marcas. O procedimento baseado em regressdo
multipla foi mais poderoso em identificar as marcas associadas a QTL's, do que os procedimentos baseados
em testes individuais, utilizando tanto o critério FDR, quanto o de Bonferroni para o controle do nivel de
significAncia conjunto. Mesmo nos casos em que esse procedimento apresentou poder ligeiramente inferior
aos demais, mostrou a grande vantagem de selecionar apenas as marcas mais fortemente ligadas a QTL's,
devendo, portanto, ser preferido para selecdo das marcas a serem utilizadas como covaridveis no processo de
mapeamento por intervalo multiplo. Dentre os critérios FDR e de Bonferroni, que sdo aplicaveis aos métodos
de mapeamento por intervalo, o primeiro mostrou-se mais poderoso, devendo portanto ser preferido.
Palavras-chave: QTL, correcdo de Bonferroni, testes mdltiplos, razéo de falsos positivos (FDR)

POWER OF "QUANTITATIVE TRAIT LOCI" DETECTION, SINGLE
MARKET ANALISYS AND OF THE MULTIPLE LINEAR REGRESSION

ABSTRACT: In general terms, Quantitative Trait Loci (QTL) mapping differs from other research tools used in
genetics since it is, basically, a multiple test procedure. The use of this technique leads to problems related to
the genomewise significance level and, consequently, to the power of the test. Using computational data
simulation the power of QTL mapping was obtained, carried out through multiple linear regression using
stepwise procedures to select markers. Procedures based on single marker analisys, using both the False
Discover Rate (FDR) and the Bonferroni criteria to determinate the genomewise significance level were also
used. The procedure based on multiple regression, using the stepwise technique, was the most powerful in
identifying markers associated to QTL's. However, in cases where its power was less intense, its advantage
was the ability to detect only markers strongly associated to QTL’s. In comparison to the Bonferroni method,
the FDR criterion was in general more powerful, and should be adopted for interval mapping procedures.
Key words: QTL, Bonferroni method, multiple test, false discover rate (FDR)
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INTRODUGAO

O mapeamento de locos envolvidos no controle
génico de caracteres quantitativos, QTL'’s, difere dos
demais tipos de experimentos conduzidos em genética,
por tratar-se, basicamente, de um procedimento de
testes multiplos, uma vez que consiste em distribuir
marcadores moleculares por todo 0 genoma e, em
seguida, realizar uma varredura ou “screening” dessas
marcas, no intuito de verificar qual(is) esta(ado) ligada(s)
a QTL’s, no caso de estar-se utilizando a andlise de
marcas simples, ou de posi¢Bes relativas no intervalo
entre duas marcas ao utilizar-se 0 mapeamento por
intervalo (Lander & Botstein, 1989). Ja no caso no
mapeamento por intervalo composto (Jansen, 1992,

1993 e Zeng, 1993, 1994), primeiramente realiza-se o
“screening” das marcas, no intuito de se identificar quais
serdo usadas para controlar o “back ground” genético,
durante o mapeamento de um dado intervalo, e, em
seguida procede-se ao mapeamento do referido
intervalo.

O problema encontrado nesses procedimentos
refere-se ao nivel de significancia conjunto do teste,
também chamado nivel de significancia gendmico, visto
gue o nivel de significancia individual (de cada teste) é
definido pelo pesquisador. Nivel de significancia é
definido, em estatistica, como a probabilidade de se
cometer um erro Tipo | (rejeitar uma hipo6tese nula
verdadeira). No presente caso, a hipdtese de nulidade
testada € a de ndo existéncia de QTL associado a marca.

!Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor, apresentada a USP/ESALQ - Piracicaba, SP.
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No mapeamento de QTL’s, cometer um erro Tipo |
implica admitir a existéncia de um QTL inexistente (QTL
fantasma).

Suponha-se que, em um determinado genoma
sejam distribuidas aleatoriamente t marcas. Assim, ao
proceder a varredura dessas marcas a procura de QTL's,
serdo realizados t testes de marcas simples (um para
cada marca), adotando-se um nivel de significAncia (a)
para cada teste. Tem-se que o nivel de significancia
conjunto do teste, ou gendmico (@*), considerando os t
testes independentes sera: a* = probabilidade de rejeitar
pelo menos uma hipotese nula verdadeira, ou seja, a* =
1- probabilidade de néo rejeitar nenhuma hip6tese nula
verdadeira, isto €,

a*=1-(1-a) (1)

O nivel de significancia conjunto cresce a medida
qgue aumenta o numero de testes realizados, (equagao
1). Por exemplo, realizando-se dois testes, adotando-se
a = 0,05 em cada um, o nivel de significancia conjunto
sera a*= 0,0975; com 10 testes, esse valor sera de
0,4012 e com 50 testes 0,9230. Uma alternativa para
contornar esse problema é utilizar a chamada corregao
de Bonferroni, que, de acordo com Province (1999),
consiste em determinar o valor do nivel de significancia
individual (@), que proporcionara o nivel de significancia
conjunto (a*) desejado, dado por:

a&n(l- a )g+l
! g

a =-exp

2

O problema de usar a corre¢do de Bonferroni,
para obtencdo do nivel de significancia individual, que
proporcionara o nivel de significAncia conjunto desejado,
€ que essa correcdo é obtida considerando t testes
independentes, 0 que ndo ocorre no mapeamento de
QTL'’s, pois as marcas podem estar localizadas em um
mesmo cromossomo. Isso torna esse critério um pouco
conservativo, ou seja, o verdadeiro valor de a* € um
pouco menor que 0 hominal, o que aumenta a dificuldade
em rejeitar a hipotese H, (ndo existéncia de QTL ligado
a marca).

Para contornar alguns dos problemas
encontrados nos testes de comparacdes mudltiplas,
Benjamin & Hocheberg (1995) propuseram controlar a
“razdo de falsas descobertas” (FDR “false discovery
rate”), definida como sendo a propor¢éo de hipdteses
nulas H, verdadeiras, entre as hipdteses nulas rejeitadas,
ou seja, a proporcdo de erros devidos a falsa rejeicao
de H,, também chamada propor¢éo de falsos positivos.

Para melhor compreensdo desse teste,
considere-se que sejam testadas t hipoteses H,, das
quais um determinado numero (t) sejam verdadeiras, e
que R das t hipbteses foram rejeitadas. A Tabela 1
resume a situacdo apresentada.

Nesta Tabela, R e t s&o variaveis observaveis,
U,V,S,W e t, séo variaveis aleatérias ndo observaveis.
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Em termos dessas variaveis aleatorias, o nivel de
significAncia gen6mico, ou FWER (“familywise error
rate™), como definido pelos autores, é P(V 3 1) .

A proporcao de erros devidos a falsa rejeicdo de
H, (proporcéo de falsos positivos) € dada pela variavel
aleatéria Q=V/(V+S) = V/R; naturalmente, define-se Q =
0, quando R = 0. Q € uma variavel aleatéria nao
observavel. Assim, define-se a FDR, Q_, como sendo a
esperanca matematica de Q, isto €, Q =E[VAV+S}] =E[V/
R].

Duas propriedades dessa razdo de erros
decorrem imediatamente Benjamin & Hocheberg (1995):

Se todas as hipoteses H, forem verdadeiras, a
FDR é equivalente a FWER, nesse caso, S=0e V =R.
Portanto, se V=0pbP Q=0eseV>0b Q =1,
ocasionando P(V 2 1) = E(Q) =Q,. Desse modo, controlar
a FDR implica, a grosso modo, controlar a FWER.

Quando t <t, a FDR € menor do que ou igual a
FWER; neste caso, se V > 0 decorre que VIR £ 1,
ocasionando ¢, * Q. Aplicando o operador Esperanca
em ambos os 1ados, tem-se: P(V 31) 3 Q.. Resulta dai
que qualquer procedimento que controle a FWER
também controlard& a FDR. No entanto, se um
procedimento controlar apenas a FDR, ele podera ser
menos restritivo, e um ganho em poder devera ser
esperado. Em particular, quanto maior o nidmero de
hipoteses falsas, maior tende as ser S, e,
conseqilentemente, a diferenca entre as razdes de erros
(FDR e FWER). Decorre, pois, que o potencial de
aumento do poder é tanto maior quanto maior for o
nimero de hipéteses falsas. Em andlise de QTL'’s, isso
equivale a dizer que quanto maior o nimero de QTL's
segregando, maior sera o poder.

Weller et al. (1996) compararam a utiliza¢édo da
FDR versus o controle do nivel e significancia individual
e conjunto, utilizando a metodologia de aleatorizagdo
proposta por Churchil & Doerge (1994). Utilizaram dados
referentes a producdo de 1400 vacas USHolstein, filhas
de 17 touros, genotipadas para 26 microssatélites, e
concluiram que, ao se controlar a FDR, o ndmero e
hipoteses rejeitadas, isto é, o nimero de QTL's
detectados, é uma funcdo do numero atual de QTL'’s
segregando na populagdo, o que ndo ocorre quando se
controlam os niveis de significAncia conjunto ou
individual. A FDR pode ser controlada mesmo para
testes correlacionados e pode ser, também, controlada
no mesmo nivel, quer para todo o genoma ou parte
deste. Os autores sugerem que a FDR seja utilizada para
uma varredura inicial do genoma a procura de QTL's.

Tabela 1 - Nimero de erros cometidos ao se testarem t

hipoteses.
N&o Rejeitadas Rejeitadas Total
H, verdadeiras u \ t,
H, falsas W S t-t,
Total t-R R t
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Em andlises de ligacdo génica, o nivel de
significancia dos testes é escolhido de modo que seja
baixa a proporcdo de falsos positivos, dentre os
resultados significativos. Southey & Fernando (1996)
defendem a utilizagdo dessa mesma filosofia, para
detecgdo de QTL's, e afirmam que uma vantagem dessa
técnica é o fato de que o nivel de significancia e o poder
do teste independem do nimero de testes realizados (t).

Southey & Fernando (1996) obtiveram os valores
de p em diferentes situagdes, utilizando simulagéo
computacional de dados. Para tanto, assumiram um
genoma de 30 Morgans, o qual foi dividido em k
intervalos igualmente espac¢ados, nos quais QTL'’s foram
aleatoriamente distribuidos, sob a restricdo de que um
intervalo ndo poderia conter mais de um QTL. Os autores
assumiram a auséncia de interferéncia, QTL's de iguais
tamanhos, e todas as localizagbes de um QTL, em um
intervalo equiprovaveis. Variando a herdabilidade do
carater, nimero de progénies e nivel de significancia,
concluiram que tanto o erro tipo | quanto o tipo Il devem
ser baixos, para manter o poder de deteccdo de QTL’s
em niveis aceitaveis. N@o foi encontrado um nivel de
significancia Unico que fosse apropriado a todas as
situacgdes, devido a reducdo no poder, principalmente,
nas situacdes de baixa herdabilidade e pequeno ndmero
de progénies avaliadas. Para um namero grande de
progénies, muitas das pressuposi¢cdes tornaram-se sem
importancia, incluindo o nimero de QTL'’s e a magnitude
dos efeitos individuais dos QTL's. A grande vantagem de
controlar a proporgao de falsos positivos é que 0 mesmo
nivel de significancia pode ser usado para os testes
simples ou multiplos, pois o poder do teste independe
do nimero de testes realizados, o que ndo ocorre
guando se controla a probabilidade de erro tipo .

Além do nivel de significancia, outro aspecto que
deve ser considerado, na analise de QTL's, refere-se ao
método biométrico a ser utilizado, pois a associacdo
marcador-QTL pode ser testada via analise de marcas
simples, por meio de um teste t ou andlise de variancia
para cada marca individualmente, ou via um modelo de
regressao multipla, incluindo todas as marcas, utilizando
um procedimento de eliminacdo de variaveis, como o
“forward”, o “backward” ou o “stepwise”, para o descarte
das marcas ndo informativas.

Kao et al. (1999), ao apresentarem o método de
mapeamento por intervalo (“multiple interval mapping™),
defendem o emprego do procedimento “stepwise” para
escolha das marcas que entrardo no processo de
mapeamento, uma vez que é computacionalmente
invidvel fazer o mapeamento mdltiplo com um nimero
elevado de marcas.

Objetivou-se no presente trabalho avaliar, via
simulacdo computacional de dados, o poder de deteccéo
de QTL’s da anélise de marcas simples, utilizando os
critérios FDR e de Bonferroni para controle do nivel de
significancia conjunto, e da regresséo linear multipa
empregando o procedimento “stepwise” para selecéo das
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marcas, bem como identificar fatores genéticos e
experimentais que podem influénciar tal poder.

MATERIAL E METODOS

Para avaliar o poder de deteccdo de QTL's, da
analise de marcas simples realizada por meio de
regressdo linear multipla, empregando o procedimento
“stepwise” para selecé@o das marcas, com procedimentos
baseados em testes mdltiplos, utilizando os critérios FDR
e de Bonferroni para determinacéo nivel de significancia
conjunto (a*), simulou-se uma espécie hipotética com
quatro cromossomos de um Morgan cada. Em cada
cromossomo, foram distribuidas, sistematicamente, a
partir da origem, 11 marcas espacadas de 10 cM entre
si. A distribuicdo sistemética das marcas, ao invés de
aleatdria, se justifica pelo fato de, em uma situacéo real,
0s marcadores moleculares serem, em geral, escolhidos
dentre os disponiveis nos mapas de ligagdo, cobrindo
todo o genoma da maneira mais homogénea possivel
Bearzoti (1997).

O espagamento de 10 cM entre as marcas foi
adotado com base em Darvasi et al. (1993), que
avaliaram, via simula¢do computacional de dados, o poder
de deteccéo de QTL's do teste t para marcas simples e
do mapeamento por intervalo, em fun¢éo do espagamento
entre as marcas utilizadas e concluiram nédo haver
diferenca para espacamentos inferiores a 10 cM e que
ocorreu apenas um pequeno decréscimo no poder,
guando o espag¢amento saltou de 10 cM para 20 cM.

O delineamento genético utilizado, no presente
trabalho, foi uma geracdo F,, obtida mediante o
cruzamento de duas linhagens homozigoéticas
completamente contrastantes. Para obtencao dos
genotipos das progénies F, considerou-se que as
permutas génicas (crossing over) ocorrem ao acaso e
ndo hé interferéncia. Desse modo, como cada
Cromossomo possui um Morgan, o nimero de permutas
génicas por cromossomo segue uma distribuicdo Poisson
com média um. Esse nimero de permutas génicas (Nc)
foi obtido por:

Nc=P* (U), 3

em que:U é um numero aleatério com distribuigédo
uniforme [0,1]; P* é a inversa da distribuicdo Poisson
com média um. A posi¢do na qual ocorreu a permuta
génica foi dada por L=100U.

O modelo utilizado para simulacdo dos valores
fenotipicos dos individuos (y,) foi:
& &
y,=m+aq aXx;,+ta d (- th(i)) te, 4)
t=1 t=1
em que: y, € o valor fenotipico do i-ésimo individuo, i =
1, 2, ...,n; mé a média geral; k € o nimero de QTL's
controlando o carater; a_€ o efeito aditivo do t-ésimo
QTL; x,, € uma variavel codificadora do genétipo do t-
€simo (5TL, assumindo os valores -1, 0 e 1, para 0s
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gendtipos qqg, Qg e QQ, respectivamente; d, € o desvio
de dominancia do t-ésimo QTL; €, € o erro aleatdrio.

Os erros foram simulados com distribuicao
normal de média f=0 e variancia s°. Esses efeitos foram
obtidos por:

e=F'Us, )

em que: F* representa a distribuicio normal acumulada
inversa; U, € um numero aleatorio com distribuicao
uniforme [0,1].

Na simulacéo do carater quantitativo consideraram-
se as seguintes situagdes quanto ao seu controle genético:

Carater controlado por um Unico QTL, com efeito
aditivo a =1 e dominancia d = 0, localizado a 20 cM do
inicio do cromossomo 1, estando completamente ligado
a uma marca;

» Carater controlado por trés QTL's independentes,
com efeitos aditivos a = 1 e de dominancia d = 0
localizados a 20 cM do inicio dos cromossomos 1, 2 e 3,
estando cada um completamente ligado a uma marca;

+ Carater controlado por oito QTL's, com efeitos
aditivos a = 1 e de dominancia d = 0, estando dois
localizados no cromossomo 1, a 20 cM e 40 cM da
origem deste; dois no cromossomo 2, a 20 cM e 50 cM
do inicio do mesmo; dois no cromossomo 3 a 20 cM e
60 cM do inicio e dois no cromossomo 4, a 20 cM e 70
cM do mesmo, sendo que todos oito QTL's estavam
completamente ligados a uma determinada marca, e que
se encontravam em fase de associacao;

» Carater controlado por oito QTL's, com efeitos
aditivos a = 1 e de dominancia d = 0, localizados nas
mesmas posi¢des do item anterior, porém, com QTL's
localizados em um mesmo cromossomo ligados em fase
de repulsao.

Para cada situagdo consideraram-se ainda
quatro valores de herdabilidade, h* = 0,10, i* = 0,25,
= 0,50 e ¥ = 0,75 e trés tamanhos de experimentos, a
saber: experimentos constituidos por 50, 100 e 200
individuos F,. Para cada uma dessas 48 condicdes,
simularam-se 500 experimentos, 0s quais foram
submetidos & andlise de marcas simples, utilizando os
procedimento “stepwise”, FDR e de Bonferroni.

O procedimento “stepwise” foi realizado
considerando todo o genoma simultaneamente, tendo
sido adotados os niveis de significancia de 0,15 para
entrada de uma variavel (marca) no modelo e 0,05 para
sua permanéncia.

Para os critérios FDR e Bonferroni, realizou-se
andlise de regressao linear simples, com o teste da
hipotese H :b, = 0 para cada marca, totalizando 44 testes
por experimento. Para decisdo quanto a rejeicdo da
hipétese H,, adotou-se, no caso do critério FDR, uma
freqliéncia de falsos positivos igual a 0,05, e, no de
Bonferroni, um nivel de significAncia conjunto de 0,05,
que € obtido, considerando-se o nivel de significancia
individual (por teste) de 0,00165.

O ponto de corte (“thereshold”), uilizado para
controlar a FDR, ao nivel de 0,05 foi obtido de acordo
com as indicacdes de Silva (2000).

O poder de um teste é a probabilidade que o
teste apresenta de rejeitar uma hipotese H, falsa, deste
modo, o poder de cada metodologia foi calculado como
sendo a frequéncia relativa de hipoteses H rejeitadas na
posicdo em que os QTL's se localizavam.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 encontram-se apresentadas as
freqiiéncias relativas de hipoteses H, rejeitadas, pelos
procedimentos “stepwise”, FDR e Bonferroni em 500
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Figura 1- Frequéncia relativa de hipoteses rejeitadas pelos procedimentos “stepwise”, FDR e Bonferroni, em 500 experimentos, em fungao
da herdabilidade do carater e do nimero de individuos avaliados, para um carater controlado por um Unico QTL. Q representa

a localizagdo do QTL.
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experimentos, em func¢éo da herdabilidade do caréater e
do namero de individuos avaliados, para um carater
controlado por um Unico QTL. Lembrando que a hipétese
H,. aqui testada, refere-se a auséncia de QTL ligado a
marca em questdo, e que, na simula¢édo desse carater,
considerou-se este sendo controlado por um Unico QTL,
localizado a 20 cM da origem do cromossomo 1, essa
freqiéncia relativa € entdo, nesta posi¢do do
cromossomo, 0 poder do teste, e, nas demais posigoes,
a frequéncia de falsos positivos ou probabilidade de
identificacdo de QTL'’s fantasmas.

Quando se utilizou uma geragéo F,, para analise
de um carater com herdabilidade igual a 0,10, o
procedimento “stepwise” mostrou-se mais poderoso que
0s procedimentos baseados em testes multiplos,
utilizando tanto o critério FDR, quanto o de Bonferroni,
que ndo diferiram entre si quanto ao poder de detec¢ao
do QTL (Figura 1). Essa superioridade, em poder, do
procedimento “stepwise” € tanto maior guanto menor o
ndmero de individuos avaliados, uma vez, que nos
experimentos com 50 individuos, o poder médio
observado foi de 0,33 para o “stepwise”, 0,12 para o0 FDR
e 0,14 para o Bonferroni, mostrando uma superioridade,
em poder, de 0,20 do primeiro procedimento em relagao
a média dos demais. Nos experimentos com 100
individuos, a superioridade do procedimento “stepwise”
sobre os demais foi de 0,19, visto que o poder de
detecc@o de QTL's foi de 0,58 para o “stepwise”, 0,40
para FDR e 0,38 para o critério de Bonferroni. Essa
superioridade caiu para 0,16 nos experimentos com 200
individuos.

Outro fato digno de nota refere-se ao ganho em
poder, ao se aumentar o nimero de individuos de 50
para 100, que foi de 0,24 no procedimento “stepwise”,
0,15 no caso do critério FDR e 0,10 no Bonferroni. Ja,
ao passar de 100 para 200 individuos, os ganhos néao
foram tdo expressivos, sendo de apenas 0,005 para o
procedimento “stepwise”, 0,01 para o FDR e 0,02 para
o critério de Bonferroni. Nesta situagéo, (h* = 0,10), o
procedimento de selecdo de varidveis “stepwise” deve
ser preferido em relacdo aos testes multiplos, utilizando
tanto o critério FDR quanto o de Bonferroni, para a
detecgcdo de QTL's, e que 0 aumento de 100 para 200
individuos avaliados ndo promovera um ganho
significativo no poder de deteccdo de QTL'’s, que é baixo
(0,58).

Para um carater com herdabilidade igual a 0,25,
as trés metodologias apresentaram-se equivalentes, com
poder igual a 0,72, no caso de serem avaliados 50
individuos, 0,96 com 100 individuos e 1,00 com 200
individuos. Para um carater com herdabilidade de 0,50,
ou 0,75, ndo foi observada nenhuma diferenga, entre as
trés metodologias estudadas, quanto ao poder de
deteccdo do QTL, que foi igual a um, mesmo ao se
avaliarem apenas 50 individuos. Porém o poder dos
critérios FDR e Bonferroni foi maior, para as marcas mais
distantes da real posi¢do do QTL. Pois, enquanto para
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as duas marcas adjacentes a posi¢do do QTL,
localizadas, respectivamente, a 10 cM a direita e a 10
cM a esquerda do QTL, o poder do procedimento
“stepwise” caiu para proximo de 0,05, esse nivel s foi
atingido pelos procedimentos FDR e Bonferroni na Gltima
marca do cromossomo, situada a 80 cM do QTL, sendo
que, para o carater com herdabilidade igual a 0,75, o
nivel minimo atingido pelo critério FDR foi de
aproximadamente 0,10 nos experimentos com 50
individuos e 0,20 nos com 100 individuos e 200
individuos. Essa discordancia do procedimento
“stepwise” € inerente & sua concepcdo, pois esse
procedimento tem por principio descartar todas marcas
gue sejam redundantes. Como sé existe um QTL nesse
genoma, uma Unica marca (a mais proxima do QTL) é
suficiente para descrever seu comportamento; em razao
disso, é que o poder do procedimento “stepwise” cai
bruscamente para as marcas adjacentes & marca a qual
0 QTL se encontra completamente ligado, o que é uma
grande vantagem dessa metodologia em relagdo aos
demais critérios estudados.

Essas mesmas consideragdes sao vélidas quando
o caréter for controlado por 3 QTL's independentes e de
iguais efeitos, com a ressalva de que, neste caso, cada
QTL contribui com 1/3 da variancia genética do carater
e, conseqlientemente, com 1/3 da herdabilidade deste
(Figura 2). Deste modo, para um carater com
herdabilidade 0,10, controlado por 3 QTL'’s independentes,
a herdabilidade associada cada QTL é de 0,033.

Para o carater com herdabilidade 0,10, o poder
de detecgdo € muito baixo, mesmo avaliando-se 200
individuos, sendo gque, nesta situacdo, o maior poder foi
de apenas 0,45, alcancado pelo procedimento “stepwise”,
mostrando que, em mais de metade dos experimentos
nao se conseguiu detectar esse QTL (Figura 2). Porém,
esse poder aumentou consideravelmente com o aumento
da herdabilidade, passando para 0,93, quando a
herdabilidade foi de 0,25, tendo sido esse valor obtido
pelo critério FDR, vindo o procedimento “stepwise” logo
em seguida com poder igual 0,81. Apesar de ter
apresentado um poder ligeiramente inferior ao do FDR,
o0 procedimento “stepwise” continua a apresentar a
grande vantagem de identificar apenas a marca mais
proxima ao QTL. Esses resultados mostram a
necessidade incontestavel da utilizagdo de um ndmero
elevado de individuos, pelo menos 200.

No caso de um caréter controlado por oito QTL's,
de iguais efeitos, ligados dois a dois, em fase de
associacéo, o procedimento FDR, apresentou-se mais
poderoso que 0s demais, principalmente quando se
considerou um carater de baixa herdabilidade (h* = 0,10);
porém, ndo foi capaz de diferenciar os dois QTL's, mesmo
guando estes estavam separados por uma distancia maior
(50 cM), o que ndo ocorreu com o procedimento
“stepwise” (Figura 3). Este 0ltimo, apesar de menos
poderoso, foi capaz de distinguir os dois QTL'’s,
independentemente da distancia entre 0s mesmos.
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Considerando os mesmos QTL'’s do caso anterior,
porém ligados em fase de repulsdo, os critérios FDR e
Bonferroni apresentaram poder de detecgdo muito inferiores
ao procedimento “stepwise” sendo que as duas primeiras
metodologias sé se aproximaram da Ultima, em termos de
poder, quando o carater sob andlise apresentou
herdabilidade igual a 0,75, e, mesmo assim, utilizando-se
200 individuos e estando os QTL's bem distantes, isto &, a
uma disténcia maior ou igual a 40 cM (Figura 4).

No caso dos caracteres de baixa herdabilidade
(h* = 0,10 e h*>= 0,25), o poder dos critérios FDR e
Bonferroni foi desprezivel, mesmo ao se utilizarem 200
individuos, sendo terminantemente desaconselhavel o

Silva & Vencovsky

uso dessas duas metodologias para deteccdo de QTL's,
nesta situagdo, o mesmo ocorrendo com o procedimento
“stepwise”, nos experimentos com 50 e 100 individuos.
Ja ao se utilizarem 200 individuos, o procedimento
“stepwise” apresentou um ganho em poder, que foi de
0,16 para os QTL's mais préximos e 0,31 para 0s mais
distantes, o que poderia indicar uma possibilidade de
maiores ganhos, com o aumento do namero de
individuos. Porém, aumentando o nimero de individuos
avaliados para 400, o poder do procedimento “stepwise”
para os dois QTL's mais préximos foi de 0,15. Verifica-
se, assim, que o aumento do nimero de individuos ndo
alterou o poder.
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Para o carater com herdabilidade 0,50, o poder
de deteccdo de QTL’s do procedimento “stepwise” foi
de 0,41, para os QTL’'s mais préximos e 0,72 para 0S
mais distantes, quando se avaliaram 200 individuos, e
bem inferiores a esses valores, ao utilizar-se um
numero menor de individuos. Considerando um caréter
com herdabilidade igual a 0,75, o poder deste
procedimento atingiu niveis elevados, mesmo se
empregando 100 individuos, sendo que, com a
utilizacé@o de 200 individuos, esse poder foi de 0,93 para
os dois QTL’s mais proximos e 1 para os demais.

Os caracteres quantitativos sdo controlados por
um grande numero de QTL's (Goldman et al., 1994;
Berke & Rocheford, 1995) , dos quais, alguns
pertencem a um mesmo grupo de liga¢do. Sendo esses
caracteres de baixa herdabilidade, é desaconselhavel
a utilizagdo da técnica de anélise de marcas simples,
tanto pelo procedimento “stepwise”, quanto pelos
critérios FDR e de Bonferroni, para a deteccdo de
QTL's. Essa afirmacao é fortalecida pelo fato de nas
simulacdes realizadas terem sido considerados QTL'’s
completamente ligados a uma determinada marca,
situacao que é a mais favoravel possivel para o
mapeamento, do ponto de vista de distancia entre o
QTL e a marca estudada. A medida que o QTL se
localiza mais longe da marca, ocorre uma redu¢édo no
poder de detecc¢édo Darvasi et al. (1993), reducdo que
€ maxima quando o QTL se localiza exatamente no
meio do intervalo entre duas marcas subseqilientes.

Uma alternativa para o mapeamento de QTL's,
envolvidos no controle de caracteres de baixa
herdabilidade, é a utilizacdo de outras metodologias,
como o mapeamento por intervalo (Lander & Botstein,
1989). Porém Darvasi et al. (1993) verificaram que o
método de mapeamento por intervalo apresentou

apenas uma pequena vantagem, em termos de poder
de deteccdo de QTL'’s, em relacdo a andlise de marcas
simples, sendo que a grande vantagem desta, em
relacdo a analise de marcas simples refere-se a
precisdo na localizac@o do QTL, no intervalo entre duas
marcas adjacentes. Portanto, na situa¢do aqui
estudada, também n&o se espera nenhuma vantagem
desta metodologia, principalmente, devido ao fato dos
QTL’'s estarem completamente ligados a uma
determinada marca. Nesta situacdo, as duas
metodologias s&o anélogas, uma vez que, considerando
uma freqiiéncia de recombinacdo nula entre o QTL e
uma das marcas, ou seja, fazendo ¢, = 0 nos modelos
para o0 mapeamento por intervalo de Lander & Botstein
(1989) ou de Haley & Knott (1992), estes se reduzem
aos modelos de andlise marcas simples, considerando
0s métodos de estimacdo de maxima verossimilhanca
no primeiro caso, e de minimos quadrados, no ultimo.
O mesmo sendo valido para o mapeamento por
intervalo composto.

Os baixos poderes apresentados pelos
métodos de mapeamento sdo decorrentes da baixa
herdabilidade dos caracteres sob anélise. Definindo a
herdabilidade como a razéo entre a variancia genética
e a variancia fenotipica entre as unidades de selecao,
isto é:
h2 :i =

N
N

c74S” 7)

2 4 A . Lo . A .
em que: S ; € a varidncia genética; g ? € a variancia
ambiental e r é o nimero de repeti¢cdes, na qual as
unidades de selecéo foram avaliadas.
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Aumentando o numero de repeticbes (r),
aumenta-se a herdabilidade (equacgdo 7) e,
conseqlientemente, o poder de deteccdo de QTL's.
Considere-se o carater controlado por um Unico QTL,
com efeito aditivo igual a um. Nesse caso, tem-se que:
ng » %az = 0,5. Para obtenc&o de h’= 0,10, considerou-
se, na simulacdo, g 2 = 4,5. Nesta situagéo, caso 0s
individuos sejam avaliados em experimentos com
repeticdes, e considerando-se como unidade de sele¢ao/
mapeamento o valor fenotipico médio de cada individuo,
os valores da herdabilidade serdo: h®>= 0,25, ao se
utilizarem trés repeticdes e ¥ = 0,5, se utilizarem nove.
Nesse caso, 0 poder de deteccdo, no caso da avaliagdo
de 200 individuos, passara de 0,60, quando ndo se
utilizarem repeti¢Bes, para 0,98, ao se utilizarem trés
repeticbes, e um ao se utilizarem nove (Figura 1).

Os métodos de mapeamento por intervalo
constituem um procedimento de testes mdltiplos, nos
quais, em um dado intervalo entre duas marcas, varios
testes de hipoteses séo realizados. Nesse caso, das trés
metodologias avaliadas, apenas os critérios de FDR e
de Bonferroni sdo aplicaveis. Em geral, o critério FDR
apresentou-se mais poderoso que o de Bonferroni,
devendo, portanto, ser preferido, para o controle do nivel
de significancia conjunto ao se realizar o mapeamento
de QTL, utilizando métodos de mapeamento por
intervalo, (Figuras 1 a 4).

CONCLUSOES

O procedimento baseado em regressdo multipla,
utilizando o procedimento “stepwise” para selecdo de
variaveis, foi mais poderoso, em identificar as marcas
associadas a QTL's, do que os procedimentos baseados
em testes individuais, utilizando tanto o critério FDR,
quanto o de Bonferroni para o controle do nivel de
significancia conjunto.

Dentre os critérios FDR e de Bonferroni, que séo
aplicaveis as metodologias de mapeamento por intervalo,
0 primeiro apresentou-se, em geral mais poderoso,
devendo, portanto, ser preferido para o controle do nivel
de significancia conjunto.
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