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RESUMO

Os avancos em biologia molecular e bioinformatica consolidaram a gendmica no estudo e sequenciamento dos
genes de um individuo. Objetivou-se neste trabalho avaliar diferentes niveis de significancia na identificagdo de
marcadores moleculares relacionados com caracteristicas quantitativas de baixa, média e alta herdabilidades. Uma
comparagado entre os niveisde 1, 5, 10 e 20% foi realizada por meio do sistema computacional de simulacdo genética
(GENESY S), utilizado para a simulag&o de trés genomas, cada qual constituido de um Unico cardter quantitativo de
baixa, médiae ataherdabilidade, respectivamente. A partir de cada um dos genomas, simul ou-se uma popul agéo base
e, posteriormente, uma populacéo inicial, procedendo & avaliagdo dos quatro niveis de significancia, por meio da
sel ecéo assistida por marcadores moleculares, por intermédio dos seguintes parametros: val or fenotipico, nimero de
marcadores usados na sel ecéo e nimero de marcadores fixados na selegdo. Os resultadosindicaram superioridade dos
niveisde significanciade maior magnitude (10 e 20%) em relacdo aos de menores valores (1 e 5%) quanto aosvalores
fenotipicos e ao nimero de marcadoresidentificados e utilizados na sel egdo, bem como suamenor fixagdo paraastrés
caracteristicas, emborade formamais expressivaparao carater de baixaherdabilidade. Mesmo os niveis que apresen-
taram maior precisdo na detec¢do de marcadores ligados aos QTL s (quantitativetrait loci) deixaram adesejar no que
diz respeito as melhorias genéticas, resultando em ganhos fenotipicos inferiores.

Palavr as-chave: Herdabilidade, selecéo, significanciagendmica, simulacéo, QTL.

ABSTRACT

Evaluation of different significancelevelsin theidentification of molecular markersin
genomicimprovement

Advancesin molecular biology and bioinformatics consolidated genomic in the study and sequencing of individual
genes. The aim of this work was to evaluate different significance levelsin the identification of molecular markers
related to quantitative characteristics of low, medium and high heritability. A comparison among the levels of 1%, 5%,
10% and 20% was carried out by agenetic simulation software (GENESY S), used to simulate three genomes, each one
consisting of only one quantitative character of low, medium and high heritability. From each genome, abase population
was simulated and, afterward, an initial population, proceeding to the evaluation of the four significance levels,
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through the selection assisted by molecular markers, using the following parameters. phenotypic value, number of
used markers and fixed markers in the selection. The resultsindicated superiority of the significance levels of higher
magnitude (10% and 20%) compared with the lower values (1% and 5%), concerning the phenotypic value obtained
after selection, besides a higher number of markersidentified and used in the selection, aswell asalower setting, for
al the three characteristics, although in more expressively for the low heritability character. Even the levels which
presented higher precision in detecting markers related to QTLs (quantitative trait loci) need to be developed when
related to genetic improvement, resulting in lower phenotypic gain.

K ey words: Heritability; selection; genomic significance; simulation; QTL.

INTRODUCAO

O recente desenvolvimento de algumas tecnologias,
como a obtencdo de marcadores moleculares cobrindo
todo 0 genoma, a construcdo de mapas genéticos, o de-
senvolvimento e a automacdo de métodos de sequencia-
mento de DNA e o aperfeicoamento da bioinformética,
otimizaram o melhoramento genético molecular e o desen-
volvimento daciénciagendmica(Borémet al., 2003).

Osmarcadores molecul ares sdo sequénciasde DNA e
podem ser identificados e mapeados, sendo utilizados para
identificar elocalizar |ocos especificos nos cromossomos
(Anderson et al., 1994). A selecéo assistida por
marcadores moleculares (SAMM) é condicionada pela
significancia gendmica exigida nas associacles entre 0s
gendtipos dos marcadores e os QTLs (quantitative trait
loci), que s8o regifes cromossdmicas rel acionadas com a
variacdo fenotipica das caracteristicas quantitativas
(Hayward et al., 1994). O uso dos marcadores em moder-
nos programas de melhoramento baseia-se no principio
de que se um gene ou conjunto de genes esta estreita-
mente associado aum marcador molecular defacil identi-
ficac8o, entdo a selecdo paraesse marcador serdmais efi-
ciente do que para a prépria caracteristica (Hayward et
al., 1994). A SAMM consiste de dois passos principais: i)
identificagdo de associagdes entre locos marcadores e
QTLs e ii) uso dessas associagdes para 0 desenvolvi-
mento de popul agbes melhoradas (Bulfield, 1997). Entre-
tanto, a SAMM deve ser encarada como uma ferramenta
auxiliar e ndo substituta dos métodos tradicionais de me-
Ilhoramento (Lande & Thompson, 1990).

A capacidade de deteccdo de associacdes entre
marcadores e QTL sélimitadapel o tamanho dapopul agéo
de mapeamento, pela exigéncia estatistica para deteccéo
doslocos (nivel de significanciagenémico), pelo nimero
de marcadores utilizados no mapeamento e pela herdabil -
idade da caracteristicaem estudo (Liu, 1998).

Como poucos | ocos economicamente importantes sao
conhecidos e 0s QTLs ndo tém suas bases moleculares
definidas, esses atualmente tém sido referidos mais como
uma associagdo estatistica do que como uma entidade

56(2): 134-139, 2009

biolégica, sendo a heranga acompanhada pelos marca-
dores (Guimaraes, 2004). Portanto, os QTLstém sido iden-
tificados como associagdes estatisticas entre dados rela-
tivos aumaregi&o gendmica e a variabilidade fenotipica
existente entre populagdes segregantes (Li, 1998). Por
serem assim caracterizados, 0s procedimentos para sua
localizacéo e estimagéo sdo ti picamente baseados em tes-
tes estatisticos (Burrow & Blake, 1998), identificando
marcadores maisfortemente associados com o surgimento
dedeterminado fendtipo (William, 1998).

Objetivou-se com este trabalho avaliar diferentes ni-
veis de significancia na identificagdo de marcadores
moleculares rel acionados com caracteristicas quantitati-
vas de baixa, médiae altaherdabilidades.

MATERIAL EMETODOS

Os dados utilizados neste trabalho foram simulados
via sistema computacional de simulacdo genética —
GENESY' S (versdo 2007), desenvolvido por Euclydes
(1996). Esse sistemafoi escrito nalinguagem do progra-
macdo FORTRAN, permitindo a criagdo de genomas de
certacomplexidade, que podem ser utilizados paraforma-
¢80 de populagdes de acordo com a estrutura desejada,
com influéncia de questionamentos propostos a serem
analisados, sejam por meio de métodos de selecdo, pres-
suposi¢des estatisticas, sistemas de acasalamentos, den-
tre outros fatores, dispensando, portanto, animais e labo-
ratorios.

Para o presente estudo, foram simulados genomas
semelhantes ao da espécie Gallus gallus (frango de cor-
te), possibilitando estudar os efeitos de diferentes niveis
designificancia, admitidosnaSAMM, em caracteristicas
de baixa, média e alta herdabilidades sobre os seguintes
parametros: valor fenotipico, nimero de marcadores usa-
dos na selecéo e nimero de marcadores fixados.

Utilizando-se 0 programaGENESY S, foram simulados
trés genomas, cada qual contendo 80 marcadores
moleculares, sendo cada um constituido de uma Unica
caracteristicaquantitativacom herdabilidade de 0,10, 0,35
ou 0,60, respectivamente, designada simplesmente de peso
(kg), governada por 200 locos quantitativos (QTLS).
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Todos os genomas simulados foram caracterizados
geneticamente: com 958 centimorgans de extensdo; 40
cromossomos de tamanho aleatorio; os efeitos aditivos
dos locos quantitativos foram simulados seguindo a dis-
tribui¢do normal dos dados fenotipicos; os locos quanti-
tativos foram dialélicos e ndo possuiram desvios de
dominancia e nem epistasia; ndo possuiram cromossomo
sexual e asfrequénciasgénicasiniciaisforamiguaispara
ambos 0s sexos; as frequéncias génicas iniciais para 0s
locos quantitativos seguiram distribui¢cdo normal, apre-
sentando val ores proximos de 0,5; as frequéncias génicas
iniciais para os marcadores moleculares seguiram distri-
buic&o normal, apresentando val ores proximosde 0,5; os
efeitos de ambiente foram simulados conforme a distri-
bui¢do normal; os dados fenotipicos simulados apresen-
taram médiade 2,00 kg e desvio-padréo de 0,20 kg.

Para cada estrutura gendmica simulada foi construida
uma popul agéo base composta de 500 machos e 500 féme-
as, ndo aparentados entre si. Os 1.000 descendentesforam
obtidos do cruzamento aleatdrio entre 10 machos e 100
fémeas (10 fémeas/macho), produzindo 10 descendentes/
fémea/macho (1.000 individuos). Assim, formaram-se as
populacBes iniciais que, por sua vez, foram submetidas a
sel ecdo assistida por marcadores moleculares por 20 gera-
¢Oes consecutivas, com 10 repeticdes para cada uma, Vvi-
sando minimizar os efeitos da flutuagéo genética. A partir
de cada uma dessas populagles iniciais os reprodutores
foram sel ecionados com base nos genéti pos de determina-
do nimero de marcadores moleculares, que estariam esta-
tisticamente associados aos QTLs. A cada geracéo, os 10
machos e as 100 fémesas (10 fémeas/macho) que apresenta-
ram os mel hores desempenhos foram acasal ados ao acaso,
produzindo 1.000 descendentes (10 por acasalamento) que,
por suavez, formaram a geracdo seguinte.

Dessa forma, obtida a populag&o inicial para cada
genoma, foram praticadas quatro selecBes assistidas por
marcadores, nas quais a distingdo estava no nivel de
significancia gendmico adotado para a deteccéo de
marcadores associados aos QTL s deinteresse, todas par-
tindo do mesmo valor fenotipico. A identificagao daasso-
ciacdo dos marcadores foi feita por meio de uma andlise
de regressdo linear simples entre 0os geno6tipos dos
marcadores e os valores fenotipicos dos descendentes
dos acasalamentos.

Os niveisde significanciaque caracterizavam os qua-
tro processos de SAMM, por genoma/populacdo inicial,
foram:

Nivel de significancia de 1% - Considerado de ata
significancia, detectando somente os marcadores que es-
tiverem mais fortemente relacionados ao genétipo dos
QTLse, consequentemente, ao fendtipo da caracteristica
de interesse. Ele apresenta maior preciséo, contudo, es-
pera-se detectar menor nimero de marcadores associa-
dos a caracteristica quantitativa.

rev i stalceres

Nivel designificAncia de 5% - Significativo, selecio-
nando os marcadores QTLs altamente significativos a 1
%, assim como os significativos paramaiores valores de
significancia gendmica; ou sgja, para 2, 3, 4 ou até 5%.
Dessaforma, espera-se que um niimero igual ou maior de
marcadores sgja detectado em comparacdo ao nivel de
1%, em fungdo da menor precisdo exigida.

Nivel de significancia de 10% - A associacdo entre
0s marcadores e os QTLs selecionados a esse nivel foi
referida como sugestiva, tornando-se indicadora de pos-
siveis associagdes entre seu genotipo com as expressoes
fenotipicas nos individuos. Espera-se que maior nimero
de marcadores seja detectado, compreendendo os alta-
mente significativos (&= 1%), ossignificativos (a= 5%,
e 0s sugestivos (aentre 5 e 10%).

Nivel de significancia de 20% - A associagdo entre
osmarcadores e 0s QTL s sel ecionados também foi referi-
da como sugestiva, porém com menor precisao do que os
sugestivos a 10%, devido ao maior erro a eles associado
(20%). Espera-se que numero igual ou superior de
marcadores seja sel ecionado, em comparagéo com os ni-
veis anteriores, por representar a soma dos que foram
significativos ade 1, 5 e 10 %, disponibilizando maior
ndmero de informagdes, apesar damenor precisdo.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Caracteristica de baixa herdabilidade:
h? = 0,10

Na Figura 1 sdo apresentados os valores fenotipicos
meédios obtidos pela SAMM. Como mencionado, adistin-
¢80 dos quatro processos de selecdo executados estava
no nivel de significanciaadotado, evidenciando ser aiden-
tificac8o de marcadores mol ecul ares uma questdo na qual
a estatistica apresenta grande relevéancia, devido aos re-
sultados diferenciados de acordo com a significancia
gendmica preestabel ecida.

Como pode ser observado, todos os quatro proces-
sos de selecdo partiram de um mesmo valor fenotipico,
referindo-se a caracteristica peso, progredindo no decor-
rer das geragOes. A selecdo visa aumentar o peso, objeti-
vo alcangado em maior magnitude para os niveisde 5 e
10% e, em especial, parao nivel de 20%. A partir da122até
a 142 geracdo, as técnicas seletivas apresentaram unifor-
midade no progresso fenotipico, pois, segundo Euclydes
(1996) e Carneiro (1998), ocorre reducéo navarianciage-
nética aditiva ao longo das geracdes selecionadas, além
dadiminuic¢do do nimero de marcadores mol ecularesiden-
tificados e utilizados na sele¢do, em virtude dafixagdo da
maioriadoslocos alélicos, conforme apresentado nas Fi-
guras2 e 3 (Falconer, 1981).

Para as caracteristicas de baixa herdabilidade, a sele-
¢80 assistida por marcadores mostra-se eficiente, em com-
paracdo a selecdo somente com avaliagéo fenotipica
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(Lande & Thompson, 1990), pois, segundo Ferreira &
Grattapaglia(1998), os marcadores sdo ferramentas efica-
zes para estudos gendmicos, uma vez gque detectam o
polimorfismo diretamente em DNA e ndo sofrem qual quer
tipo deinfluénciaambiental (Souza, 2001). Contudo, sua
eficiénciando chegaaser significativa se acaracteristica
referidaexpressar baixa herdabilidade.

Isso foi comprovado pelo baixo ganho fenotipico ob-
tido ao término das 20 geracdes selecionadas. Mas, de
acordo com asignificanciagendmicaadmitida, adiferen-
¢ano ganho fenotipico médio foi representativa, com su-
perioridade de aproximadamente 62% ao adotar o nivel de
20% (ganho de peso de 0,4701 kg) em comparagdo ao de
1% (ganho de peso de 0,2897 kQ).

E véido lembrar que, ao adotar niveisdesignificancia
de menores magnitudes (1 e 5%), o0 pesquisador estara
trabalhando com maior precisdo em seus resultados
(Ferreira& Grattapaglia, 1998). Nesse caso, tem-se baixa
possibilidade de erro comparativamente aos niveis de
maior magnitude (10 e 20%). Contudo, ao ganhar em pre-
Cisd0 poder-se-a estar perdendo em outros parametros
importantes paraa continuidade e progresso do melhora-
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Figura 1. Vaores fenotipicos médios para a caracteristica de
baixa herdabilidade durante 20 geractes sob SAMM, de acordo
com o nivel designificanciaadotado (1, 5, 10 e 20%).

28,31
25.19 A

22,04 | + Nivel de 1%

| « Nivel de 5 %
", o Nivel de 10 %
o Nivel de 20 %

18,89
15.75 ”‘ o NN

12.60 i . N

NOmero de marcadores usados
=

- I||II{I| ; y Iy .-\I. .

l‘n'l.’"l
3.15 }'I,r'
0,00
Nimere de Geragies

Figura 2. Nimero médio de marcadores usados na selecéo para
acaracteristicade baixaherdabilidade durante 20 gerages sob
SAMM, de acordo com o nivel designificanciaadotado (1, 5, 10
€20%).
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mento, como o0 nimero de marcadores associadosasQTLS
e nimero de marcadores fixados na sel ecéo.

Considera-se que a identificac@o da associacdo entre
marcadores e QTL s depende do desequilibrio de ligacdo
entre alelos de locos marcadores e de alel os segregantes
nos locos que influenciam as caracteristicas fenotipicas;
daproximidade entre esses diferentestipos de locos; e da
magnitude da diferenca entre os efeitos genéticos dos
alelos do loco quantitativo. Assim, espera-se que a
SAMM que utilizamaior nimero de marcadores selecio-
nados apresente, em média, melhores respostas fenotipi-
cas e genotipicas que envolvam locos marcadores
(Euclydes, 1996).

Maior nimero de marcadores identificados e usados
naSAMM foi obtido paraosniveisde 10 e 20%, em virtu-
de do efeito acumulativo. Nota-se na Figura 2 que o nu-
mero de marcadores se reduz no decorrer das geracdes
para 0s quatro processos seletivos, como consequéncia
da fixagdo dos marcadores que ocorre no decorrer das
geracOes, conforme apresentado na Figura 3 (Carneiro,
1998). A fixagéo foi superior paraosniveisde 1 e5% devi-
do a exigéncia de grande efeito entre o gendtipo do
marcador e aexpressao fenotipica, assim como do nime-
ro restrito de marcadores selecionados, favorecendo uma
uniformidade entre os marcadores em relacdo ao seu
gendtipo e, consequentemente, 0 Uso Mais exaustivo des-
ses poucos marcadores sel ecionados.

As caracteristicas quantitativas sdo governadas por
grande nimero de genes, cada qual com pequeno efeito,
em que aexpressao do caréter é resultante do efeito cole-
tivo de todos eles. A detecc@o de marcadores utilizando
niveisaltamente significativos podera prejudicar o efeito
coletivo dos genes relacionados ao carédter. Nesse caso,
somente associagOes significativas entre marcadores e
QTLs seréo selecionadas, desprezando-se as de menor
significancia. Ao se adotarem niveis sugestivos seréo
sel ecionados os marcadores de maior efeito, assim como
0S que apresentam associagao sugestiva sobre a expres-
sdo fenotipica, que, quando considerados coletivamente,
trariam resultados benéficos parao caréter (Figural).
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Figura 3. Numero médio de marcadores fixados para a
caracteristica de baixa herdabilidade durante 20 geragBes sob
SAMM, de acordo com o nivel designificanciaadotado (1, 5, 10
€20%).
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Caracteristica de média herdabilidade:
hz = 0,35

Novamente, maior valor fenotipico foi alcancado para
osniveisde5, 10 e 20% de significancia, conforme obtido
paraa caracteristica anterior. Contudo, em virtude do ca-
réter ser de média herdabilidade, as distingdes entre os
processos seletivos que adotaram significancias de 1 e
20% tornaram-se menos pronunciadas. A SAMM é de
menor relevanciaparaessa caracteristica, pois, de acordo
com Lande & Thompson (1990), quanto menor aherdabili-
dade de um caréter maior seraaeficiénciadaselegdo as-
sistida por marcadores.

Para a presente caracteristica, a diferenca no ganho
fenotipico ao término das 20 geracdes, entre osdoislimites
extremosdesgnificnciaadmitidos, foi deaproximadamente
30%, inferior a obtida para 0 mesmo caractere, adotando
uma herdabilidade de magnitude menor (h?=0,10).

Deformasemel hante, maior nimero de marcadores é
detectado ao se adotar os niveis de 10 e 20% (Figura5).
Também se observa reduc@o no nimero de marcadores
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Figura 4. Valores fenotipicos médios para a caracteristica de
meédia herdabilidade durante 20 geracdes sob SAMM, de acordo
com o nivel designificanciaadotado (1, 5, 10 e 20%).
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Figura 5. Nimero médio de marcadores usados na selecéo para
a caracteristica de média herdabilidade durante 20 geragdes sob
SAMM, de acordo com o nivel designificanciaadotado (1, 5, 10
€20%).
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detectados ao longo das geragBes, como consequéncia
dafixagéo delocos marcadores (Figura®).

Maior nimero de marcadoresligadosaos QTLséiden-
tificado e utilizado nesta caracteristica, devido ao fato de
0 carater apresentar herdabilidade maior (h? = 0,35), em
analogia a anterior (h? = 0,10), tornando a expresséo
fenotipica mais precisa e confiavel quanto aos vinculos
genotipicos.

Caracteristica de alta herdabilidade:
h? = 0,60

Para essa caracteristica, a amplitude na distincéo en-
treosniveis de significanciando foi tdo expressivaquan-
to a apresentada para as caracteristicas de baixa e média
herdabilidade, face a menor eficiéncia da SAMM e,
consequentemente, amenor relevancia da associacao es-
tatistica na identificagdo dos marcadores ligados aos
QTLs. Apesar disso, 0s nivels sugestivos contribuiram
para obtencdo de melhores resultados fenotipicos, com
superioridade de aproximadamente 10% do nivel de maior
magnitude (20%) sobre o0 de menor val or (1%) ao término
das 20 geracoes.

Semel hantemente as caracteristicas anteriores, que se
diferenciavam apenas namagnitude daherancado caréter,
a0 se adotarem 0s nivels sugestivos evidencia-se maior
numero de marcadores detectados e menor fixacdo delocos
marcadores (Figuras 8 e 9, respectivamente). O nimero de
marcadores usadosfoi aindamaior, em comparagdo com 0s
caracteres anteriores, pois a expressao fenotipica do caré
ter apresenta alto vinculo com seu gendtipo.

A selecéo assistida por marcadores é de maior rele-
vanciaparacaracteres com herdabilidade de baixamagni-
tude, na qual maiores distingdes foram observadas entre
osdiferentes niveis de significanciaadmitidos. Em carac-
teristicas de alta herdabilidade a expressdo fenotipicados
individuos € um indicativo do seu valor reprodutivo, re-
sultando em maiores valores fenotipicos a serem obser-

81,32
7240
6347

|
5454 4

562 4

+ Nivel de 1%
» Nivel de 5 %
= Nivel de 10 %
nar e = Nivel de 20 %

9,92 /

0 2 4 6 8 10 12 1 16 18 20

Numero de marcadores fixados

Numero de Geragoes

Figura 6. Numero médio de marcadores fixados para a
caracteristica de média herdabilidade durante 20 geracdes sob
SAMM, de acordo com o nivel designificanciaadotado (1, 5, 10
€20%).
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vados nos processos seletivos. Além disso, essa maior
confiabilidade entre o valor fenotipico e o genético do
individuo propicia maior eficiéncia na deteccdo de
marcadores associados aos QTLs.
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CONCLUSOES

Adotando diferentes niveisde significancianaSAMM
obteveram-se ganhos fenotipicos distintos como respos-
ta a selecdo. Os niveis de 1 e 5% propiciaram menores
ganhos fenotipicos e os de 10 e 20% os melhores resulta-
dos. Ao serelacionar aherdabilidade da caracteristica, os
resultados foram otimizados para o caréter em que a he-
ranga era de magnitude menor.

Os niveis de atasignificancia (1 e 5%) proporciona-
ram detectar menor nimero de marcadores, minimizando
as respostas a serem a cangadas com a sele¢éo assistida
por marcadores molecul ares.
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