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RESuUMO

Mapeamento de QTLs em progénie de irméos completos de cana&-@cucar utilizando
imputagdo multipla

O mapeamento de QTLs em cana-de-acu8acc¢harunspp.) é de grande importancia para
entendimento da arquitetura genética de caracteres tpimas e aperfeicoamento dos programas
de melhoramento. Entretanto uma situacdo comum € a oc@md@mgenotipos de marcadores nao
observados, ocasionando viés na estimativa e localizagpossiveis QTLs. Portanto, métodos que
consideram a informacgdo de gendtipos ndo observados deramilzados. O presente trabalho
teve como objetivo detectar QTLs em uma populacéo de irmapletos de cana-de-acUcar uti-
lizando o método de mapeamento por intervalo com a impleag&atda abordagem da imputacéo
multipla. A populacdo de mapeamento foi composta por 220ishabs oriundos do cruzamento
entre os genitores IACSP95-3018 e IACSP93-3046. Os caeschwaliados foram : percentual de
fibra (Fibra), contetdo de sacarose (POL), producéo de aanaapcela (PC) e producdo de acu-
car por parcela (PP). Foram utilizadas dez imputacdes paea gseudomarcadores a cada 1cM
no mapa de ligacao que totalizou 4370 cM. Observou-se quetalp 57 QTLs foram mapeados
nos 113 grupos de ligacdo avaliados, sendo 14 QTLs para tec&ibra, 19 para POL, 12 para
PC e 12 para PP. O valor de LOD Score ®ev@riaram entre 3,82-7,52 e 6,49%-16,61%, respec-
tivamente. Foi observado que em geral, os efeitos aditivaes @ominancia foram significativos,
predominando os efeitos aditivos. Além de reduzir o viésiocedo pelos gendtipos ndo observa-
dos, a abordagem da imputac&o multipla aumentou o podettelecde de QTLs, mapeando QTLsS
com sucesso. Assim, acredita-se que os resultados do fésdralho, contribuiram para futuros
estudos que objetivem a melhor compreenséo da arquitetnétiga dos caracteres quantitativos
da cana-de-agucar.

Palavras-chave: Mapeamento Genético; Imputacdo; Gesohao Observados; Progénie de ir-
maos completos
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ABSTRACT

QTL mapping in a full-sib family of sugarcane using multiple imputation

QTL mapping in sugarcan&accharunspp.) is important to understand the genetic architecture
of quantitative traits that are important in breeding pemgs. However, the ocurrence of missing
marker phenotypes is common and decrease the power to @fecind causes bias in estimates
of locations and effects of QTL. Therefore, methods thdtite missing marker phenotypes should
be considered. Our work was aimed at detecting QTL in a fblFamily of sugarcane via interval
mapping method using the multiple imputation approach. mapping population was composed
of 220 individuals derived from a biparental cross betwe®095-3018 and IACSP93-3046. The
evaluated traits related to yield were: fiber content (Fibsugar content (POL), cane yield in
kg.plot-! (PC), sugar yield in kg.plot (PP). Ten imputation data sets were build using a 1-cM
grid to infer pseudomarker genotype along the genetic §ekaap. The QTL mapping on the data
with imputed pseudomarker genotypes detected 57 QTLs; 14wWFre obtained for Fiber; 19 for
POL; 12 for cane yield and 12 for sugar yied. The LOD Scoreevalnd the Rproportional to the
average weight of all pseudomarker realizations at eachppsition ranged from 3.82-7.52 and
6.49%- 16.61%, respectively. In general, it was observatlatiditive and dominance effects were
significant, with predominance of additive effects. Thelegapion of multiple imputation approach
was successful in reducing the bias and increasing the po@fL detection. Thus, it is believed
that the results of this work contribute to future studiesitolerstand the genetic architecture of
quantitative traits in sugarcane.

Keywords: Genetic Mapping; Imputation; Missing Genotydadl-sib family
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acUcarSaccharunmspp.) € uma cultura de significativa importancia econémica e
agrondmica. Além do acucar e etanol, que sdo seus prinapbodutos, gera a partir dos seus
residuos, o etanol de segunda geragéo convertido em bioctivdd, energia elétrica e até mesmo
eteno, matéria prima do polietileno para producao de plEstiO Brasil € o lider mundial em pro-
ducdo (UNICA, 2011). De acordo com o ultimo levantamento dm@anhia Nacional de Abaste-
cimento, a producéo total em territério nacional foi de ©82. mil toneladas (CONAB, 2011).
A cana-de-agUcar apresenta um cenario em expansao, taatatpader a demanda interna como
também aumentar as perspectivas de exportacdes dos spusdalibs, principalmente o acucar e
0 etanol.

Através dos programas de melhoramento genético € possigtdecdo de gendtipos superiores,
que posteriormente sao langados como variedades contrdidbassim para o aumento da producao
e expanséao da cana-de-acucar. Embora os programas deanaindo sejam dinamicos e constan-
temente aperfeicoados, o tempo médio necessario paraaranto de novos cultivares é de 10 a
12 anos (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 1999). Otimizar o tempas custos dos programas
sem que haja comprometimento na avaliacdo dos materiaitiges € desejado. Considerando
0 avanco das técnicas moleculares e que a maioria dos casd importancia agronémica e
econdmica da cana-de-agucar sdo de natureza quantitathegpeamento genético de QTIGTL
- Quantitative Trait Lod), € considerado uma ferramenta util. Além de maior enteadimda ar-
quitetura genética dos caracteres quantitativos, € paadilizar as informacdes obtidas com os
marcadores moleculares na selecéo assistida por marsagelecionando 0os genotipos superiores
precocemente e tornando os programas de melhoramentofioaies.

Vérias metodologias genético-estatisticas estdo digpisnpara o mapeamento de QTLS em
populacdes endogamicas, de retrocruzamentés €STUBER; EDWARDS; WENDEL, 1987;
LANDER; BOTSTEIN, 1989; ZENG, 1993, 1994; KAO; ZENG, 1997AR; ZENG; TEASDALE,
1999; ZENG; KAO; BASTEN, 1999). Para popula¢fes heterdiigs, como é o caso da cana-de-
acucar, poucas estratégias de mapeamento foram deseagdl8IONG; SOLLER; GENIZI, 1999;
JOHNSON; JANSEN; ARENDONK, 1999; LIN et al., 2003; GAZAFR009; PASTINA, 2010),

dentre elas, andlise de marcas individualmente (SM), nmagei@ por intervalo (IM) e mapea-
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mento por intervalo composto (CIM). Porém, uma ocorrénocrawm no mapeamento de QTLs é
a falta de informacé&o dos dados genotipicogs§ing genotype datggois ao serem realizadas as
técnicas de genotipagem dos individuos, € dificil encomiba marcadores em todas as regides ao
longo do genoma. A ocorréncia de marcadores nao observapitgséidnada por varios motivos
(MARTINEZ; CURNOW, 1992). Caso a taxa de marcadores naoruhdes seja alta, 0 mapea-
mento de QTLs é afetado e as estimativas obtidas sdo ndowasfZHANG et al., 2010).

Para contornar a falta de informacg&o do genétipo dos maresdaigumas abordagem séo apli-
cadas no mapeamento de QTLs. Metodologias genéticostistasi como estimativa da maxima
verossimilhanca baseada em um modelo de mistura (BROMAN, 3&09) e regressao de Haley-
Knott (HALEY; KNOTT, 1992; MARTINEZ; CURNOW, 1992) utilizado aproximacées baseadas
em quadrados minimos séo utilizadas. Métodos de imput&gae;(CHURCHILL, 2001) também
foram incorporados as analises. Os métodos de imputacadim yieeencher os genotipos nao ob-
servados com valores plausiveis baseados nos gendtipavadies e apos a imputacdo, os méto-
dos tradicionais para a deteccéo de possiveis QTLs sa@apiic Deste modo, 0 mapa genético
contendo a informacédo dos gendtipos imputados se tornasai@isado e consequentemente mais
informativo (ZHANG et al., 2010) possibilitando entdo, eiteis melhorias nas estimativas na lo-
calizacdo dos QTLs.

A técnica da imputacdo multipla (RUBIN, 1987), considerare®rtezas associadas as im-
putacdes atraves das variancias obtidas em cada imputsjéada, apresentando assim, estimati-
vas mais eficientes. Sen e Churchill (2001), sugerem umaagem que utiliza a imputacao multi-
pla para estimativa dos genoétipos de QTLs ndo observada=alikacao da imputacdo multipla de
genotipos ndo observados, tem sido utilizada com sucessstados genéticos (BALL, 2001; SEN;
CHURCHILL, 2001; SUN et al., 2006; BROMAN; SEN, 2009). No anto, as metodologias de-
senvolvidas até o momento, sdo aplicadas apenas as pagaiagibgamicas. A imputacao multipla
de gendtipos ndo observados, nunca foi investigada emieséen linhagens endogéminas, como
€ 0 caso da cana-de-agucar. Com a implementacdo da impuataftfma no mapeamento de QTLs
nessas populacdes, algumas limitacdes inerentes ao mamp@ageriam contornadas. O presente
trabalho teve como objetivo implementar a imputacdo mlaltie gendtipos ndo observados no

mapeamento de QTLs em progénie de irmaos completos em eaagidar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos da Cana-de-Acucar

A cana-de-acucaS@ccharunspp.) € uma das culturas mais importantes no Brasil e no mundo
Além de ser a principal fonte de acucar e etanol, ocasionpodanto grande importancia no setor
econdmico brasileiro, € uma cultura que apresenta gramdardi#a por mao de obra. Por apresentar
baixo custo de producéo, o setor sucroalcooleiro se expanudi Ultimos anos visando atender a
demanda de exportacdo para paises desenvolvidos. A pmthigide cana-de-acucar no Brasil
na safra 2011/2012 foi em torno de 650 mil toneladas (CONAR12. A crescente demanda por
fontes renovaveis de energia e necessidade de reducdoedepgdisentes, faz do etanol, uma im-
portante fonte alternativa de combustivel, tanto pelo seengial de beneficios econdnicos quanto
ambientais (UNICA, 2011).

Deseja-se o crescimento da producgéo da cana-de-agucartanad principalmente para aten-
der a demanda interna ocasinada pela producéo de veicuomotoresflex fluele aumentar as
perspectivas de exportacdo do etanol brasileiro nos pasanos. Estima-se que apos 2020 a area
cultivada com cana-de-acUcar deve se estabilizar, notentamolume de producao continuard em
crescimento em razao das novas tecnologias (UNICA, 20143in# o melhoramento genético da
cana-de-agucar possibilitaria 0 aumento da producdo mbarteee consequentemente, reducdo na
demanda por novas areas agricolas para expansao da cagaedeno Brasil.

Pertencente a familia Poacea e ao gésawcharuma cana-de-acgucar € uma graminea perene
amplamente cultivada em areas tropicais e subtropiaisediterse que atualmente existam seis
espécies pertencentes a este géngrdoarbari(2n = 111 - 120)S. edulg2n = 60 - 80),S. offici-
narum(2n = 80),S. robustun{2n = 60 - 80), S. sinens€2n = 80 - 140) &. spontaneurf2n = 40 -
128). O cruzamento das espécies do gésamcharuntom Erianthussect. Ripidum Miscanthus
sect. Diandra Keng, SclerostachydgHack.) A. Camus éarengaBor, juntas formam o denomi-
dado “complexdSaccharurh (MUKHERJEE, 1957). Porém, técnicas moleculares sugerae g
as atuais seis espécies podem ser agrupadas mais pret¢esameduas especieS, spontaneum
e S. officinarumIRVINE, 1999). Sendo assim, a cana-de-agUcar apreserdanatareza hidrida,
heterozigética e com alto nivel de ploidia.

Os primeiros trabalhos de melhoramento da cana-de-acasaiam-se no cruzamento entre
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Saccharum officinaruntx = 10, 2n = 8x = 80) e outras espécies do géreaocharuntomo por
exemploS. spontaneurfx =8, 2n =5 - 16x = 40 - 128) (IRVINE, 1999). Esses cruzameinttes-
especificos originaram hibridos com elevado grau de pleiftiquente aneuploidia (HEINZ; TEW,
1987), tornando complexas as etapas dos programas de amalao (MATSUOKA; GARCIA;
ARIZONO, 1999; SOUZA, 2001; KIDO, 2003).

Os tradicionais métodos de melhoramento genético da cawagittar consistem na selecao
parental de uma populagao base, seguida do cruzamentoréosgim selecionados, realiza-se en-
tdo, a selegdo e clonagem dos individuos selecionadostdwains estagios até que os gendtipos
superiores sejam lancados como cultivares comerciais. okaris programas de melhoramento
genético sejam dinamicos e constantemente aperfeicoatkrspo meédio necessario para o lanca-
mento de novos cultivares é de 10 a 12 anos (MATSUOKA, GARGIRIZONO, 1999). Nas eta-
pas iniciais dos programas de melhoramento da cana-derdgéigrande demanda de méo de obra
e consideraveis custos na implementacéo, conducdo egiamlim material genético selecionado
(HOGARTH et al., 1997; BARBOSA; SILVEIRA, 2000; PETERNELLBARBOSA, 2004).

Portanto, técnicas que selecionam genoétipos superiogesgemente, tornam os programas de
melhoramento mais eficazes e neste contexto, 0 mapeameQdldeé considerado uma ferra-

menta util.

2.2 Mapeamento Genético

2.2.1 Marcadores Moleculares e Mapas Genéticos

As caracteristicas capazes de detectar variagfes erstemgenoma de diferentes individuos
sdo consideradas marcadores genéticos. Esses marcaimebase de estudos para analises de
genomas (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008). Os primeirosabalhos realizados envol-
vendo marcadores utilizavam as variacdes morfolégicasadecteristicas fenotipicas. Posterior-
mente, houve o desenvolvimento de métodos que aplicavano daisnarcadores bioquimicos,
baseados no polimorfismo entre individuos ao nivel de prateiestacando-se o uso de marcadores
isoenzimaticos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Porém,soude marcadores morfolégicos,
bioguimicos ou isoenzimaticos é limitado. Além de serenuérftiados pela acdo do ambiente, se
apresentam em numero reduzido, o que impossibilita a aobexttal do genoma dos individuos
em estudo (SOUZA, 2001).
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Com o desenvolvimento dos marcadores moleculares, esstaclhes foram contornadas. As
diferentes técnicas envolvendo o uso de marcadores matesupossibilitam a deteccéo do polimor-
fismo existente ao nivel de DNA. Além disso, os marcadoreecntdres ndo apresentam alte-
racOes influenciadas pelo ambiente, apresentam minimoslos efeitos epistéticos e pleitropi-
cos e quando comparado com 0s outros tipos de marcadorégncoraior informacao genética
por loco (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Dentre os maisliziados, destacam-se os mar-
cadores RFLPRestriction Fragment Lenght PolymorphistRAPD (Random Amplified Polymor-
phic DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphisn$SR Simple Sequence Reperut
EST Expressed Sequence TagsST-SSR, SNPSingle Nucleotide Polymorphidre DArT (Di-
versity Array Technology(BOTSTEIN et al., 1980; TAUTZ, 1989; WILLIAMS et al., 1990;
ZABEAU; VOS, 1993; SAGHAI et al., 1994; SCHLOTTERER, 2004).

Atualmente uma das mais importantes aplicacdes dos maesadwleculares é a construcao
de mapas genéticos de ligacdo (BOTSTEIN et al., 1980). Cositimaiva de mapas genéticos
€ possivel a localizacdo de genes, estudos de associac@&meke g caracteristicas quantitativas,
estudos comparativos de sintenia genémica, coberturaliseandmpleta de genomas, além de in-
formac0Oes a respeito da arquitetura genética, ligacoaesagdrtompletas e pleiotropia (GARCIA et
al., 2006) entre outros estudos que séo diretamente apdiGaas programas genético de melhora-
mento (PEREIRA et al., 2009).

As inferéncias das informacoes obtidas baseadas nos mapesutares devem ser precisas,
portanto, corretas estimativas de mapas sao necessabi¥glNLet al., 2009). Os métodos uti-
lizados para ordenacao dos marcadores moleculares dentnaghs genéticos sdo desenvolvidos
em sua maioria, para populagcfes segregantes de espédiedediporiundas do cruzamento entre
parentais homozigéticos. Porém, em algumas espécies caucatipto, citrus e cana-de-agucar,
a obtencao de linhagens homozigoticas € dificil ou pratiraemimpossivel. Isto porque essas es-
pécies apresentam elevadas taxas de depressao por eraogastévados niveis de ploidia, resul-
tando em alta complexidade do genoma o que impossibilitéeang@o de linhagens homozigoticas.
Nestas circunstancias, o mapeamento baseia-se em pogaiiagie irmaos completos resultantes
do cruzamento biparental entre individuos heterozigstico

No entanto, a contrugdo de mapas genéticos em populac@ezigbticas € dificultada em
razdo de alguns fatores. Os métodos estatisticos apliéadestimativas dos mapas moleculares

sdo mais complexos para essas espeécies, principalmeatpgignioides, como é o caso da cana-
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de-acucar. Além disso, diferentes padrdes de segregasdnatoadores sdo esperados, e também
0 ndo conhecimento da fase de ligacédo entre os marcadorestdifi elaboracdo de mapas genéti-
cos de ligacdo (HEINZ; TEW, 1987; LIN et al., 2003; ALWALA; KIBENG, 2010). Visando
contornar este tipo de situacao, foi desenvolvida a egieattienominada duplpseudo-testcross
onde considera-se o cruzamento de parentais heterozegjatdza-se marcadores polimorficos de
dosagem unica com segregacao do tipo 1:1. Esses marcadgregam para determinado genitor
enguanto que para o outro genitor ndo apresentam segregegsi!, sdo obtidos dois mapas de
ligacdo, um para cada genitor de modo que cada mapa posstadoegs segregando para cada
genitor (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994) .

A construcdo de mapas genéticos em cana-de-acucar s&fadaidepois que Wu et al. (1992)
prop6s um método para mapeamento em polipléides baseadegregacdo de marcadores de
dosagem Unica (SDRF Single Dose Restriction Fragmént Neste método, os marcadores de
dosagem unica devem apresentar segregacao do tipo 1:1,cou3sgja, segregar para um deter-
minado genitor enquanto para o outro genitor ndo apresseg@egacao. Esta medologia além de
possibilitar a construgdo de mapas genéticos de ligacdspéties polipldides, como é o caso da
cana-de-acucar, pode ser estendida para outras espéergee Ds principais trabalhos envolvendo
a construcao de mapas genéticos em cana-de-agucar, adgéoHeevemente comentados.

Visando compreender a organiza¢do do genoma da cana-cera&cqual o tipo de populacdo
para obtencdo de melhores ganhos na utilizacdo dos maesads primeiros mapas genéticos
foram construidos por Silva et al. (1993) e Al-Janabi et 8093), que utilizaram marcadores do
tipo RFLP e RADP para o estudo em questéo. Ja Grivet et al6j188ntruiram um mapa genético
baseado no cultivar R570, utilizando isoenzimas e mareaddo tipo RFLP. Neste trabalho foi
obtido um mapa genético de 2.008 centimorgans (cM) senda disposicéo de alguns marcadores
dentro do mapa genético, forneceu informacdes sobre aipagéio do genoma da cana-de-agucar.
Outro estudo, baseado em uma populacao de 295 individudtarge da autofecundacéo do culti-
var R570, foi realizado por Hoarau et al. (2001), que aozatilaproximadamente 1000 marcadores
do tipo AFLP, construiram um mapa de ligacdo com tamanhbdet&.849 cM, o que representou
cerca de um terco da cobertura do genoma da cana-de-acucar.

Ja Garcia et al. (2006), contruiram um mapa integrado, @ sej Unico mapa para uma
populacdo de mapeamento resultante do cruzamento enieelades pré-comerciais brasileiras
SP80-180 e SP80-4966. Neste mapa integrado foram utikz88@ marcadores RFLP, SSR e
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AFLP, sendo que o tamanho total do mapa estimado foi de Z@02, Mais recentemente Andru
et al. (2011), desenvolveram um mapa de ligacdo para o aultivmercial Louisiana LCP85-
384, sendo que 0 mapa apresentou comprimento de 5.617 cMie semo base para estudos de
citogenética sobre o comportamento do pareamento prefateios cromossomos em LCP85-384.
De acordo com Pastina et al. (2010), embora varios trabdhosapeamento genético em cana-
de-acucar foram realizados, apenas 33 a 50 % do genoma dpsétaeesao representados nestes
mapas. Mais da metade da constituicdo genética da cangiiddarando € conhecida. Portanto
ha necessidade do desenvolvimento de maior nimero de megsaoara a analise completa do
genoma da cana-de-acucar e melhor entendimento da napmigdéide das bases genéticas desta
espécie. A grande quantidade de marcadores SSR e SNPs endvaltde polimorfismo desses
marcadores, fazem das bibliotecas de ESTs, uma 6tima fandegstudos genéticos da cana-de-
acucar (MARCONI et al., 2011). Sendo assim, o uso de mareaduoleculares para corretas

estimativas de mapas genéticos possilita melhorias nagdetele QTLSs.

2.3 Mapeamento de QTLs

Com o advento dos marcadores moleculares e o aperfeicoanhetdcnicas genético-estatisti-
cas para a analise dos dados moleculares, foi possivel @amwmpreensdo da arquitetura dos
caracteres quantitativos. A identificacdo de caracterastgativos possui varias aplicacées. Den-
tre elas, o aumento da eficacia dos programas de melhoragmmdtico, principalmente para ca-
racteres de baixa herdabilidade (LANDER; BOTSTEIN, 198%3/hor entendimento da evolucao
desses caracteres e a identificacdo de genes de interefSEORER; MACKAY, 1996).

Através do mapeamento de QTLs é possivel fazer inferéngimgo de todo o genoma sobre
as relagBes entre o gendtipo e o fenotipo de caracteres geseapam um padrdo de variacao
continuo, ou seja, 0s caracteres quantitativos. Além deeéarem informac6es sobre nimero,
posicao, efeitos, interacdes alélicas entre e dentro Jpessiitem também o melhor entendimento
das bases genéticas da heterose, correlagdo entre asataridentificacdo de interagbes entre
QTLs e ambientes (JIANG; ZENG, 1995; ZENG; KAO; BASTEN, 19B8LCONER; MACKAY,
1996; MALOSETTI et al., 2004, 2006, 2008; GARCIA et al., 2D06

Basicamente, as populacdes utilizadas no mapeamento des@dlclassificadas em dois tipos:
i) populacdes experimentais (com linhagens endogamicas) mpulacdes obtidas através do

cruzamento de individuos ndo endogamicos, como por exemggénies de irméos completos.
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O mapeamento de QTLs para populacdes heterozigoticas &éomafgexo e portanto, sofisticadas

metodologias sao requeridas (LIN et al., 2003).

2.3.1 Métodos Para Mapeamento de QTLs

Os trabalhos iniciais envolvendo o mapeamento de QTLs egatizados para cada marca in-
dividualmente $M - Single Markex. Nesta abordagem, as existéncias de associacdes entre 0s
marcadores e 0s caracteres quantitativos de interessayabB@das através de testes estatisticos
como teste, analise de variancia, regressao linear simples, regrdssgar multipla e teste de
razdo de maxima verossimilhancas (WELLER, 1986; DOERGEGEWEIR, 1997; LIU, 1998;
LYNCH; WALSH, 1998). Nestes testes, a hipotese nula testssaédias dos caracteres fenotipi-
cos é independente do genétipo de um determinado marcaaswn. &Chipotese nula seja rejeitada,
a implicacdo é que um possivel QTL esta ligado a aquele mar¢(@OERGE, 2002). Andlises de
marcas individuais permitem a realizacdo dos testes &gtat utilizando simples softwares para
analises estatisticas. Além de ser um método facilmenlieada, ndo necessita de um mapa de
ligagdo anteriormente estimado. Porém, os resultadosdtestestatisticos apresentam certo viés,
uma vez que ha confundimento entre o efeito do QTL e a suandiatém relacdo ao marcador,
resultando em baixo poder de deteccdo de QTLSs.

Considerando as limitag6es do método para analise de madiadualmente, foi desenvolvida
a abordagem denominada Mapeamento por Intent8o- (nterval Mapping (LANDER; BOT-
STEIN, 1989). Para isso, marcadores moleculares orderadasn mapa de ligacdo, sdo a base
para inferir a localizacdo de possiveis QTLs. Sdo condideratervalos entre pares de marcadores
adjacentes, e é testada a existéncia de um possivel QTlodbntntervalo em estudo. Os testes
estatisticos utilizados combinam as analises de marcagdandimente com estimativas de maxima
verossimilhanca sobre a hipotese nula (ndo existéncia deoseivel QTL) contra a hipotese alter-
nativa (a existéncia de um possivel QTL). Os resultados ekies sdo expressos em LOD Score
(Logarithm of the oddse é observado maior poder de deteccéo dos QTLs quando cashoparm
as analises de marcas individualmente. No entanto, porarécotar a interferéncia de QTLs que
estdo localizados fora do intervalo em estudo, ha chandesaéealicdo de QTLs falsos-positivos
(comumente conhecidos por “QTLs fantasmas”), pertensadentervalo adjacente ao estudado.

Baseado no método de Mapeamento por Intervalo e visandoroantsuas desvantagens, foi

proposta a extensao deste dando origem assim, ao métodgpgamento por Intervalo Composto
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(CIM - Composite Interval MappindZENG, 1993, 1994). Diferentemente do IM, o método CIM
inclui marcadores adicionais, localizados fora do interdefinido, como cofatores do modelo es-

tatistico. Deste modo, é possivel remover a variacdo astoei outro QTL que esta localizado

fora do intervalo em estudo e assim, a interferéncia de Q@also$-positivos pode ser contro-

lada. Os testes estatisticos sdo realizados combinandwédattgia do mapeamento por intervalo

com analises de regressao multipla. Pelo fato de considefrhiplos marcadores no modelo de

regressao, a variagdo genética existente na populacacspodentrolada na analise estatistica e
como resultado, ha aumento do poder de detec¢édo dos QTLs.

Visando aperfeicoar as técnicas para mapeamento de QTersoamtente desenvolvidas, Kao e
Zeng (1997) e Kao; Zeng e Teasdale (1999), propuseram o mdwmtiMapeamento por Multiplos
Intervalos MIM - Multiple Interval Mapping. Este método utiliza multiplos intervalos de mar-
cadores simultaneamente para adicionar multiplos QTLs odeio de mapeamento. Como van-
tagem, a abordagem do MIM, apresenta maior precisdo e pedeageamento de QTLs quando
comparada com as abordagens anteriormente descritasNEI&|WM). A possibilidade de estimar
efeitos de epistasia (QTLs epistaticos), valores geraat$pilos individuos e herdabilidade dos ca-
racteres quantitativos sdo também vantagens desta megaoUma vez que os componentes da
variancia genética sao estimados para cada QTL individerakn o melhoramento assistido pode
ser considerado quando utilizada esta abordagem.

A grande maioria dos modelos para mapeamento de QTLs coagidpulacdes resultantes de
linhagens homozigoticas, derivadas de populag¢@esetrocruzamentos e linhagens endogamicas
recombinantes. Quando sdo consideradas populacdeszigdticas, onde ndo ha possibilidade de
obtencao de popula¢cdes homozigoticas como € o caso da eaar@aicar, é observado a presenca
de QTLs com diferentes padrbes de segregacao (1:1:1:1, 3:2; 1:1). Sendo assim, os métodos
tradicionais de mapeamento de QTL ndo devem ser utilizadestas circunstancias, geralmente a
metodologia do duplpseudo testcross adotada, porém, a abordagem permite apenas a utilizacédo
de marcadores com segregagdes do tipo 1:1 (GRATTAPAGLIABEROFF, 1994 ). Marcadores
com diferentes padrbes de segregacao, ndo podem ser cadsile

Dado o cenéario anterior, Lin et al. (2003), propds um modeormapeamento de QTLS em
progénies de irmaos completos, baseado no Mapeamentotporalo. Este método permite a
utilizacédo de marcadores com diferentes padrées de segeg#o também considerados os efeitos

e as posicoes dos QTLs e ha a possibilidade de estimativaeldédigacéo entre os QTLs com 0s
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marcadores, o que é de fundamental importancia para detarmorigem dos alelos de interesse.
No entanto, uma vez que a metodologia de mapeamento cadd®o Mapeamento por Intervalo,
exitem algumas limitacdes inerentes ao modelo, como pongiee a ndo possibilidade de incluséo
de cofatores no modelo de mapeamento.

Neste contexto, Gazaffi (2009) expandiu a abordagem prapastLin et al. (2003) para o
Mapeamento por Intervalo Composto, considerando progél@érmaos completos. Este modelo,
além de localizar QTLs, determina o padréo de segregacadasessde ligacao entre QTLs, per-
mitindo a analise simultdnea de marcadores e QTLs com ditss@adrbes de segregacao (1:1:1:1,
1:2:1, 3:1, 1:1) e adicionalmente, considera a inclusdoofi@ares no modelo, 0 que possibilita
estimativas mais precisas de possiveis QTLs localizadog@walo do genoma em estudo.

Basicamente, o modelo de mapeamento proposto por Gazdffi}2baseado em 3 contrastes
ortogonais para estimar os efeitos aditivos de cada genganteracdo intraloco (dominancia) entre
os efeitos aditivos, para os alelos dos QTLs. Séo incluamlobém cofatores para controle da vari-
acao ocasionada por QTLs que estéo localizados fora deahdedte mapeamento. A aplicacdo do
modelo foi constatada através do mapeamento de QTLs em ypoéapao segregante de cana-de-
acucar. Foi observado que a abordagem possibilitou a detelecQTLSs eficientemente, bem como
os respectivos efeitos dos QTLS, as fases de ligacdo commosadoaes e o padrdo de segregacao
destes. O modelo apresentou-se superior as outras aboesdadstentes até o momento.

Entretanto, uma situagéo inerente aos métodos de mapendeeQfTLs é a presenca de genaoti-
pos néo observados de marcadores, que interferem e ogasig@egna estimativa e localizacéo de
possiveis QTLs (BROMAN; SEN, 2009). Uma vez que os genotifmssindividuos sdo observa-
dos apenas em um conjunto discreto de marcadores genétisés, consideradas posi¢cdes entre
marcadores para a possivel localizacdo de QTLs ao longalds ts genomas, deve-se utilizar os
dados dos genotipos dos marcadores observados paraasfeossiveis genoétipos ndo observados
e consequentemente inferir de localizagdo de QTLs com raaaiidao.

Sao poucas as abordagens que consideram os genétipos rémdbs nas analises de mapea-
mento de QTLs (BROMAN; SEN, 2009). Neste contexto, Sen e €1ili{2001), implementaram
uma metodologia para mapeamento de QTLs que inclui o pr@btEngendtipos ndo observados.
Considerar a implementacdo de metodologias que incluerfoariacdo do gendtipo ndo obser-
vado aos modelos de mapeamento de QTL, tornam os mesmosfioaree (BROMAN; SEN,

2009). Consequentemente, o conhecimento dos genotipesatcadores dos individuos ao longo
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de cada posigc&o no genoma, possibilita a identificacéo deteaes quantitativos de interesse mais

precisamente.

2.3.2 Mapeamento de QTLs em Cana-de-Acucar

Ao considerar a natureza poliploide, a alta complexidadetiea, bem como a dificuldade na
obtencéo de populagdes homozigdticas para o mapeamentdldeeth cana-de-aclcar, € obser-
vado que os métodos de mapeamento mais utilizados sd®analises de marcas individualmente,
i1) mapeamento por intervalo:¢) mapeamento por intervalo composto, sendo que nesses dois
altimos métodos, os mapas genéticos que servem como base® paapeamento de QTLs, sdo
geralmente construidos baseados na estratégia do pegldo-testcrogPASTINA et al., 2010).

As analises estatisticas sdo implementadas em softwagdadaijlitam e simplificam as analises
para deteccdo de possiveis QTLs nas populacdes de cagaade-aEntre os softwares utiliza-
dos, destacam-se SAS (SAS INSTITUTE, 2001), MAPMAKER/QTINCOLN et al., 1987) e
QTLCartographer (BASTEN et al., 2005). Porém, ainda existeuitas limitacdes inerentes as
metodologias para mapeamento de QTLs que precisam seadatid implementadas aos soft-
wares para obtencdo de analises mais precisas.

Dentre os principais trabalhos para mapeamento de QTLs eadsacucar, é observado que
caracteres relacionados a produtividade como produc&o, pgametro do colmo e nimero de
colmos sao corriqueiramente estudados. Além dessestar@sacomo porcentagem de fibra e re-
sisténcia a doencas sao considerados (AITKEN et al., 2008G\t al., 2001, 2002). Os primeiros
trabalhos de mapeamento genético de QTLs em cana-de-airgitam concomitantemente as
construc6es dos mapas genéticos.

Os primeiros resultados de mapeamento de QTLs em canaidardoram apresentados por
Sills et al. (1995) realizando o cruzamento er8refficinarum(“La Purple”) e S.robustun{*Mol
5829”), e utilizando a abordagem de marcas individualmemtercadores do tipo RAPD. Houve
a identificacdo de 42 associacoes significativas para ostesea estudados. Além disso, foram
identificadas trés interacOes epistaticas para os cagactar avaliacdo, porém apenas uma foi sig-
nificafiva ap6s andlises de regressao multipla.

JaMing et al. (2001), por meio da avaliagdo de dois cruzamserilizando progénies derivadas
de parentais heterozigéticos, a saBeofficinaruniGreen German’x S.spontaneuiND 81-146"

e S.spontaneurfPIN 84-1" x S.officinarum'Muntok Java”, realizaram o mapeamento de QTLs
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através do mapeamento por intervalo e mapeamento de madiaislialmente. Ao total, con-
siderando os dois cruzamentos, identificaram 36 associgg®Etivas, sendo que destas, 14 QTLs
foram identificados para o caractere TPH (Toneladas de Pél&xare) para um dos cruzamentos,
enquanto que 22 QTLs estavam relacionados ao caracter TRidtoo cruzamento, respectiva-
mente. Posteriomente, utilizando os mesmos cruzamentog &ial. (2002), identificaram 102
associacoes significativas para caracteres de produ#&ida acucar, POL, teor de fibras, nimero
de colmos, peso de colmos e contetdo de cinzas. Dessasagésscbl QTLs estavam localiza-
dos no mapa de ligagdo e 41 estavam associados a marcadotegadas. Para obtencdo dessas
associacOes foram utilizados os métodos de mapeamentatporalo e mapeamento de marcas
individualmente.

Aitken et al. (2008), mapearam QTLs utilizando andlises @ecas individualmente e ma-
peamento por intervalo composto, utilizando dados de wée< da cana-de-acucar. Para isso,
utilizaram marcadores do tipo AFLP e SSR para mapear osteegacl CH (Toneladas de Cana Por
Hectare), peso de colmos, nimero de colmos, altura de cardi@snetro de colmos. Foram iden-
tificados 38 QTLs considerando os caracteres em estudodidén) interacdes epistaticas entre 0s
caracteres estudados foram encontradas.

Gazaffi (2009), mapeou QTLs em uma populacédo de cana-dewagtitzando um procedi-
mento baseado no mapeamento por intervalo composto (CiM)cgnsidera a inclusdo de mar-
cadores com diferentes padrfes de segregacdo, além deedasaas fases de ligacdo e a segre-
gacao de QTLs. Foram mapeados 41 QTLs, sendo 14 para o CHP&teoito para o carater TCH,
12 para a porcentagem de acucar por cana (PCC) e sete QTLsqreeatagem de Fibra. Além
disso, o trabalho permitiu estimar a segregacéo dos QThdosgue, 33 QTLs apresentaram se-
gregacao 1:1, dois QTLs, apresentaram segregacao 3:&,@iflcs com segregacgao 1:2:1 enquanto
gue apenas um QTL, dentre os mapeados, apresentou segridadal.

Pastina (2010), visando mapear QTLs em uma populacdo dedeaagicar, utilizou uma abor-
dagem baseada em modelos mistos e mapeamento por inteR@iam consideradas diferentes
estruturas de variancia e covariancia, as quais permititetectar supostas correlacdes genéticas
entre cortes e locais. Foram considerados trés locais eddés para a avaliagcdo dos individuos
da populacao de irmaos completos. Ao total, foram detestad@TLs considerando os caracteres
avaliados. Foi possivel também, identificar efeitos deago entre QTLx cortes, QTLx local e

QTL x corte x local, em todos os caracteres avaliados. Esses resulfadusgeram importantes
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informacgdes para entendimento da base genética de casaqteantitativos em cana-de-agucar.

Mais recentemente Margarido (2011), visando estudar eaigde de QTLs por ambiente, uti-
lizou o método de mapeamento por intervalos multiplos pateatiar QTLs em uma populacéo de
irmaos completos de cana-de-agUcar, derivada do cruzarbgrgrental entre SP80-180 e SP80-
4966, avaliada em dois locais e trés cortes. Foram utilzadalises de modelos mistos para a
modelagem das variancias genéticas e correlacdes erdmaras, locais e cortes. Dentre os QTLs
mapeados, 13 possuiam efeitos principais enquando quemiésentaram interacdes epistaticas.
Nenhum QTL apresentou efeitos estaveis ao longo de todasnasitacdes de ambientes. Além
disso, 21 dos QTLs mapeados apresentaram algum grau deqpeo

E notavel que dentro dos varios trabalhos para mapeame@®ldeem cana-de-agtcar, grande
parte destes, utilizam as mesmas metodologias de mapegraesaber, marcas individualmente e
mapeamento por intervalo. Sendo assim, ha necessidadepdmnagoutros métodos para mapea-
mento de QTLs. Além disso, incluir estudos que consideramfioaracao de gendtipos nao obser-
vados, é de grande importancia para melhor exploracdo diws dgenotipicos e aperfeicoamento
dos métodos para mapeamento de QTLs (BROMAN; SEN, 2009).

2.4 Modelos Para Dados Nao Observados

Quando se trabalha com anélises de conjunto de dados, wagésitcomum € a ocorréncia de
dados faltantes ou dados ndo observadasging data Sendo assim, os conjuntos de dados que
contém dados faltantes, ndo podem ser avaliados com a mési@aota e validagdo que conjuntos
com dados completos (RUBIN, 1976). Varios métodos saaatlbs para avaliacdo de conjunto de
dados que contenham dados faltantes, entretanto, deterguial a abordagem mais adequada para
tratar e analisar o conjunto que contém os dados ndo obssréadma tarefa criteriosa uma vez
que a utilizagdo de metodologias inadequadas podem nesaitanferéncias erradas e estimativas
ineficientes (ZHANG, 2003).

Os valores nao observados néo resultam apenas em estsmagves eficientes em razédo da
reducdo do tamanho amostral do conjunto de dados, mas tacsémtodos padrées para analises
de dados completos ndo podem ser imediatamente utilizadas/az que possiveis viéses estao
inerentes aos dados ndo observados (RUBIN, 1987). Em nitatwehos, onde ha ocorréncia de
dados ndo observados, o0 processo que causa a ndo obsenvadaolas € erroneamente ignorado.

Em outras circunstancias, este processo é explicito e podeasionado por varios motivos, dentre
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eles, erros inerentes a coleta de informac6es, descartelds,décnicas inadequadas para obtencao
de dados, erros de digitacdo e mensuracdo ou até mesmonpashielacionados ao planejamento
experimental (RUBIN, 1976).

Para tratar estes problemas, as técnicas ou metodologstsn®s que envolvem o tratamento
de dados néo observados, devem possuir as seguintes Kdatiaetele acordo com Rubin (1987):
i) permitir que um modelo adequado aos dados observados e séwallos seja utilizada;) o
modelo deve ser capaz de produzir inferéncias validas eqi@sdo estimativas que se ajustem a
diferentes observacgdes entre os dados observados e n&eadlosesiii) 0 modelo deve mostrar a
sensibilidade da inferéncia aos modelos plausiveis patasdado observados. Varias abordagens
estatisticas tem sido desenvolvidas ao longo dos anosrpéeia dituacdes que apresentem dados
incompletos como por exemplo, o algoritmo EM (DEMPSTER; RBI, RUBIN, 1977; LITTLE;
SMITH, 1987) e modelos de efeito aleatério (MCCULLAGH; NEER, 1989). Esses modelos
sdo geralmente estimados através de funcdes de verossigathbaseadas nos dados observados.
Sobre certas pressuposicfes tais modelos produzem ictsévalidas dos parametros nao co-
nhecidos, no entanto, a precisédo das inferéncias sdo gar@meduzidas pelo fato da ocorréncia
dos dados néo observados.

Outra abordagem existente para tratar os dados ndo obssrgacbmpletar tais dados com
valores plausiveis, baseados nos dados observados eqrastete aplicar o modelo para dados
completos ao conjunto de dados completados de forma aaealieréncias validas e eficientes.
Esta técnica é denominada imputacdo de dados e contorngpéesaiade dos dados ndo observa-
dos. Uma das grandes vantagens desta técnica é que apasposig@io dos dados ndo observados,
0s métodos tradicionais para andlises de dados compleisnpser utilizados normalmente. No
contexto do mapeamento de QTLs isso € particularmenteggante porque, uma vez que os dados

estejam completos, modelos sofisticados, podem ser engdmegam razoavel facilidade.

2.4.1 Imputacdo de Dados Nao Observados

Uma técnica amplamente utilizada quando ha ocorrénciadiesdaltantes ou ndo observados
€ a imputacdo de dados (RUBIN, 1976; 1987; SCHAFER et al.91BBI'TLE; RUBIN, 2002;
CORDELL, 2006; BERGAMO, 2008). Imputacao significa preesrcbs dados ndo observados
com valores plausiveis baseados nos valores observadosgmio de dados e apds a imputacao,

analisar o conjunto de dados utilizando métodos tradicsopara avaliagdo de dados completos.
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Desta forma os resultados das analises realizadas se toétidos, e as inferéncias obtidas através
destes sao, eficientes.

Basicamente, as técnicas que utilizam a imputacéo de dadasgeromposicao de dados nao
observados séo dividas em dois tipos, imputagéo Unica quiesra imputacdo multipla. De acordo
com Rubin (1987), a técnica da imputacao Unica visa conmpdeta um unico valor cada um dos
dados nédo observados e provavelmente é o método maisddilmaa tratar dados faltantes. Pro-
cedimentos simples como o calculo da média amostral, \@@iamostral ou amostragens aleatorias
sao utilizados para completar a informacgéo faltante e ghtede conjuntos completados. Como
vantagens essa técnica apresenta facilidade de execugaopmhsibilidade de incorporar o conhe-
cimento do pesquisador as analises. Entretanto, uma vamgu@ico valor € imputado para cada
dado ndo observado, ndo h& existéncia de variabilidade pateagem realizada e consequente-
mente, a incerteza do modelo n&o € incluida.

Sendo assim, a incerteza associada a imputacéo dos dadessiteser adicionada as analises,
pois o0s valores que sdo imputados ndo sdo exatamente ossviedars que seriam observados. De
acordo com Zhang (2003), existem trés tipos de incertezaesifio associadas a imputacao dos
dados:i) a modelagem da distribuicdo conjunta das variaveis resgoat indicadoras de dados
faltantes,ii) a amostragem a partir de um dado modelo de imputacdo, ashumire os dados
observados e os parametros do modelo sdo conhecidos ¢selegddria dos valores que serdo
imputados) €ii) os valores dos parametros do modelo (a selegdo do modelo).

Visando contornar as incertezas associadas a imputacaualds,doi proposta a abordagem da
imputacao multipla de dados. A técnica da imputacdo maltipkrige as principais desvantagens
da imputacao Unica e conserva algumas vantagens desta altimndagem como a incorporagéo do
conhecimento do pesquisador as analises. Inicialmenpogt@ por Rubin (1977), a ideia existente
na imputacdo multipla é que para cada dado ndo observadiopgatados varios valores, ditas,
ao invés de apenas um unico valor. Deste modap &mputacdes para cada dado ndo observado,
originamm conjunto de dados completados (contendo dados observaapsiados). Cada con-
junto de dado completado é analizado individualmentezatililo-se os procedimentos padrdes para
analise de dados completos. Posteriormentey eesultados obtidos sdo combinados, através de
uma média ponderada, em um Unico resultado.

Como principais vantagens da imputagdo multipla sobre aagdo Unica, observamos o au-

mento na eficiéncia das estimativas dos dados nao obsertadasiabilidade adicional ocasionada
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pelo nimero den imputagcdes e consequentemente a incerteza associadatagagpé adicionada.
Além disso, caso seja utilizado mais que um modelo parazegadis imputacdes, pode-se com-
parar a sensibilidade das inferéncias entre os modelo®nRP@ém das incertezas associadas a
imputacdo devem também ser considerados os mecanismoe desgivacdo dos dados, ou seja,
0 mecanismo que gerou os dados ndo observados e a asso@dgd® dados com as variaveis
respostas. Little e Rubin (2002), classificaram os mecarssta ndo observacao dos dados em trés

categorias:

e Nao Observacdo Completamente Aleatéria (Missing Completely At Random - MCAR
Quando a distribuicdo dos dados faltantes de uma variapet#ga ndo depende dos dados

observados ou dos dados nao observados das outras variaveis

e Nao Observacado Aleatoria- (Missing At Random - MARQuando o padrdo de ndo ob-
servacao € previsivel a partir de outras variaveis do baaaados e ndo devido a variavel
especifica na qual os dados foram n&do observados. Os dadu&osdloservados por um pro-
cesso aleatorio, quando a probabilidade de nédo respostadiedos dados observados, mas

nao dos nao observados.

e N&o Observacdo Nao Aleatéria (Missing Not At Random - NMARO mecanismo de nao
observacao esta relacionado com os valores ndo observadtyag variaveis que constituem

0 conjunto de dados.

Uma vez que os conjuntos de dados sao organizados em formatde para posterior andlise
dos mesmos, onde as linhas da matriz correspondem aosdinavé as colunas as variaveis, é
possivel estabelecer o padrédo dos dados ndo observadoad@epdos dados podem ser classifi-
cados enMonotdnicose Nado MonotdnicosOs dados assumem o padrao Monotdnico sempre que
um elementgy;; de uma determinada variavel € ndo observado e o elemgrde outra variavel &
também n&o observado para tddo- j. Caso os dados ndo assumam este padréo, sdo classificados
como N&o Monotdnicos. No padrdo Nao Monoténico, os elenserdarespondentes em variaveis
diferentes, ndo sdo observados juntos, ou seja, 0 padra@odebservacao dos dados é aleatorio
(RUBIN, 1987).

A deteccdo do mecanismo e do padrdo dos conjuntos de dad@®ipéen os dados nédo ob-

servados é de fundamental importancia e deve ser previamealizada as imputacdes. De acordo
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com a classificacdo destes € que determinada técnica deatAplgera mais indicada para o con-
junto de dados em estudo. Além disso, considerar as inesréssociadas a imputacao é necessario,
pois deste modo, as inferéncias baseadas nos resultadissadtravés do conjunto de dados que

contenham dados imputados, tornam-se mais precisas.

2.4.2 Dados Nao Observados no Mapeamento de QTLs

Mapear QTLs significa encontrar regides no genoma que essédeciadas com a expressao do
fendtipo (ZENG et al., 1999). Para a deteccdo dos QTLs égwraticialmente elaborar um mapa de
locos marcadores, o qual fornece a estrutura fisica pacagio dos QTLs (BEARZOTI, 2000).
Porém, a falta de informacéo dos dados genotipicos € umandigacbes inerentes aos métodos
de mapeamento de QTLs (LANDER; BOTSTEIN, 1989). Dados nuléees nao observados séo
oriundos de erros de genotipagem, marcadores nédo infwonatarcadores perdidos, entre outros.

Na obtencéo das informacdes moleculares apés a genotighygandividuos, sdo obtidos como
resultados conjuntos de marcadores genéticos os quaéntaninformacao genotipica dos indivi-
duos em estudo. De acordo com o modelo selecionado para @amapt® de caracteriscas quanti-
tativas, € esperada a possibilidade de localizacdo dos/pEs®TLs nos marcadores genotipados,
como também é desejado detectar QTLs nas posi¢des loaaieatte os marcadores. Sendo assim,
os dados dos gendtipos dos marcadores devem ser utilizadmnferir a localizacdo dos QTLs
(BROMAN; SEN, 2009). Dentre as diferentes metodologiastgatam os dados genotipicos ndo
observados, algumas mecerem destaque.

O mapeamento por intervalo padrao é uma das técnicas quedana@ informacgéo dos gendti-
pos ndo observados as andlises utilizando estimativas xienmaerossimilhanca baseadas em um
modelo de mistura (BROMAN; SEN, 2009). Outra metodologiaetwolvida é a regresséo de
Haley-Knott (HALEY; KNOTT, 1992), a qual faz uso de aproxipdas baseadas em quadrados
miminos. Porém em ambas metodologias, os dados nao obseiséal tratados como parametros
dos modelos de mapeamento dos QTLs. Uma abordagem altarasitnetodologias anteriormente
citadas, a qual trata a falta de informacao dos dados gé&ugip a imputacdo dos genotipos dos
marcadores localizados entre os marcadores genotipadssr¢ados). Assim, a informacao nao
observada dos marcadores genéticos se torna completa e féwamaenta adicional para a loca-
lizacdo dos possiveis QTLs.

Basicamente o processo de imputacdo dos marcadores eamsistompletar a informacéo do
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genotipo ndo observado, através de determinada técnicapigacao, “adicionando” marcadores
Nno mapa genético anteriormente estimado de modo que estesedprne mais saturado. Apoés a
saturacdo do mapa genético, a técnica para deteccdo deg€¥ILs € aplicada normalmente ao
conjunto de dados, e entdo o mapeamento de QTLs é realiz&tlp C’HURCHILL, 2001). Conse-
guentemente a acuracia das técnicas para a deteccdo dos&fbsa maior pois 0 mapa se apre-
senta mais saturado e ha eventual possibilidade de idantifiwas regides com presenca de QTLs
qgue anteriormente seriam desconsideradas. Entretaméorgadizar a imputacdo dos genotipos dos
QTLs localizados entre os marcadores genotipados, é pratisriormente estimar a probabilidade
de ocorréncia dos genotipos nao observados condicionglesmigipos dos marcadores observados
(JIANG; ZENG, 1997). Entdo, baseado em tais probabilidadeslicionais, a apropriada técnica

de imputacao dos gendtipos € aplicada aos dados e finalmerapeamento de QTLs é realizado.

2.4.2.1 Probabilidade dos Gendtipos Nao Observados

Lander e Green (1987), propuseram inicialmente que basadama determinada ordem de
marcadores moleculares é possivel estimar fracdes de bétagio entre os marcadores via cadeia
de Markov oculta, utilizando a abordagem multiponto. Talrdagem permite recuperar a infor-
macéo nado observada ao longo de todo o mapa de ligacdo. Dedtm as estimativas obtidas
sdo mais precisas pois ao utilizar a abordagem multipontera@ssimilhanca é recalculada mais
eficientemente. Posteriormente, Jiang e Zeng (1997),hdetah as ideias inicialmente propostas
por Lander e Green (1987) para varios tipos de populacfesdaido cruzamento entre linhagens
endogamicas, no contexto do mapeamento de QTLS.

A abordagem proposta para o calculo da probabilidade detigesé&o observados (JIANG;
ZENG, 1997), considera que determinado numero de marcad@m@ticos apresentam genoti-
pos conhecidos e estdo ordenado em um mapa de ligacéo, sendanarcadores genéticos e
M, ---, M,, arespectiva ordem dos marcadores. Quando o gendétipo dadeamu do QTL ndo é
observado, seu genotipo ndo é conhecido e assume deteaspassibilidades de ocorréncia. Por
exemplo, no caso de uma populacéo resultante de um retamceunto, oS possiveis genoétipos dos
marcadores ou dos QTLs nessa populacdo séo heterozigddd®( homozigotos4 A).

De acordo com Jiang e Zeng (1997), cagpseja um marcador nao observado no mapa genético
estimado,z;, 0 gendtipo ez, o fendtipo do marcador, e que este marcador € flanqueado or do

outros marcadores!,_, e M, ., observaveis, a probabilidade condicional do genétipo dcaakor
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M, dependeré do fenoétipo de, do gendtipo déf,_; e M, e da frequéncia de recombinagéo

entreM, e M,_, e entreM,, e M, .. Entdo, é possivel observar que:

P(xg | 21, Tty 2y Thog1s - -5 Zm) = P (2k | @1, 25, Ty1) (1)

Caso os marcadores flanqueadores ao marcador ndo obsemdmnt ndo sejam observados,
0s proximos marcadores adjacentes aos marcadores flangeegddem fornecer alguma infor-
macao a respeito do gendtipo dos marcadores flanqueadpesfeigpando assim, o calculo da
probabilidade do gendtipo do QTL nédo observado. Esta idmia der estendida para cada direcao
dos marcadores ndo observados (tanto a direita quanto ardagio marcador), até o loco em que
o marcador seja observavel. Sendo assim, a probabilidadentitipo do marcador nédo obser-
vado é expressa pela probabilidade do gendtipo deste noaudado a sequéncia dos fendtipos dos

marcadores ordenados no mapa genéfitay. | z1,- - -, z;). O Teorema de Bayes observado é:

_ P(xp) Pz -2z | )
>oa, P@r) Pz 2 | )

Ainda, ao considerar a ndo interferéncia de crossing-paea um dado marcadoy, € possivel

(2)

Plag | 21, 21)

observar QueP(z;--- 2z | o) = P(zi-+ -2k | k) P(2zk11- - 21 | xx). Ou seja, a probabilidade da
sequéncia dos fendtipos dos marcadores dado o gendtipordadoar;, € igual a probabilidade
dos fenotipos dos marcadores a esquerda do mareadi@ado o marcador,, e a probabilidade dos
fendtipos dos marcadores a direita do marcagiodado o marcadar,. Uma vez que o gendtipo
do QTL néo observado néo é conheci®dz;) pode assumir duas possibilidades de probabilidade
a priori caso a populacdo de mapeamento seja resultante de umuetnmento, a sabeF,(x, =

AA) ouP(x, = AB), sendogx = {P (1) }(221)-

Entdo, o vetor de probabilidade priori de P(z;), considerando a populac¢éo resultante do
retrocruzamento, € expresso pfr= [P(xy = AA), P(x;, = AB)|, onde’ denota a transposi¢ao.
Da mesma forma é observado qugt = {P(zk41- -2 | k) ber), A = {P (2 2 | k) }a1)s
ax = {P(zp | 2 - ‘Zl)}(le)-

E deste modo, a equacéo 2, pode ser expressa por:

pi — 22 (Be © Pi) ©
a4 (P © PyY)

Os vetorep}! e py, podem ser calculados utilizando o processo de Cadeia deoM@rculta
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(Hidden Markov Models - HMMs Uma cadeia de Markov é uma descrigdo probabilistica, que
possui um conjunto de estados em cada instante de tempo, geadada estado depende exclu-
sivamente do estado do tempo anterior. Quando os estadesmandem a eventos observados, a
cadeia é dit@bservavelQuando na cadeia existem estados que ndo séo observaddsiacdita
ocultae os estados observados na cadeia auxiliam na inferénciestimos ocultos (RABINER,
1989). Analogamente, ao considerar uma sequéncia de noaesaatdenados em um mapa mole-
cular, onde alguns marcadores néo sao observados, osestatios da cadeia, sdo representados
pelo conjunto das probabilidades dos gendtipos dos QTlds iresstante de tempo € representado
por cada posicao dentro da sequéncia de marcadores, e waud®etia cadeia equivale ao fenotipo
de cada marcador.

Assim, utilizando a abordagem anteriormente descritassgipel calcular a probabilidade condi-
cional do genétipo do QTL nao observado. Uma vez que a prinate do gendtipo do QTL é
obtida, é possivel estimar qual o genétipo do marcador ou §@bLobservado, e entdo completar a
informacé&o ndo observada onde esta ocorreu, “adicionandoadores ao mapa genético atraves
da técnica de imputacéo mais adequada. Posteriormenter@nicia sobre um possivel QTL, pode
ser realizada. A abordagem multiponto aqui apresentada tgande vantagem de considerar todos

0s marcadores simultaneamente.

2.5 Imputacdo de Dados no Mapeamento de QTLs

Uma vez que na deteccdo de QTLs, h& ocorréncia de genétipQdlde ndo observados, o
uso de métodos de imputacédo é uma excelente alternativérgtanaeste tipo de ocorréncia (BRO-
MAN; SEN, 2009). Como ressaltado na sessao 2.4.1, quandatsasita com conjunto de dados
0s quais contém dados ndo observados, o primeiro passo nisana tais conjuntos de dados,
€ identificar quais sdo os mecanismos de ndo observacdo edomhus dados ndo observados
para posteriormente aplicar a técnica de imputacdo macggiada. Tratando-se do padréo de nao
observacao dos dados, é verificado que dados moleculapesttis em um mapa de ligacéo e uti-
lizados para mapeamento de QTLs apresentam o padrao Naddamode n&o observacao (SEN;
CHURCHILL, 2001). Segundo Zhang (2003), quando os dado®h&ervados assumem o padrao
N&o Monotdnico, procedimentos computacionais mais coxopl@recisam ser utilizados. Uma
técnica indicada para tratar dados moleculares que apaeseste tipo de padrdo é a imputacao
multipla (SEN; CHURCHILL, 2001; BROMAN; SEN, 2009). A impagdo multipla apresenta es-
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timativas mais eficientes, uma vez que a incerteza assoa@dados imputados é considerada
através das variancias obtidas quando os dados ndo olbsepZmisubstituidos.

A técnica da imputagdo multipla, é basicamente divididarés passosi) cada dado n&o ob-
servado é imputadm vezes, sendo que o tamanhordedependera da ferramenta computacional
disponivel;ii) apos, séo obtidos. conjuntos de dados completados (valores observados eamput
dos), e estes conjuntos séo analisados individualmeaigéatdos procedimento usuais para analise
de conjunto de dados completosi® entéo, os varios resultados obtidos sédo combinados em um
anico resultado, através da obtencéo de uma média pondiradesultados de todas as imputacdes
(RUBIN, 1977). Ao transpor os passos da imputacdo multipta pmputacdo multipla de dados
moleculares é observado que no primeiro passo, o conjuntiadies moleculares é imputado
vezes, sendo que cada dado imputado, neste caso um psecadonaé gerado a partir da proba-
bilidade condicional do genétipo do marcador molecular dl. Apds asm imputagdes, cada
conjunto de genotipos, que corresponde a um mapa genétissatarado, com pseudomarcadores
“adicionados”, € entdo analisado normalmente através ddatemminado modelo genético assu-
mido para o0 mapeamento de QTLs. O ultimo passo, € 0 passo amjHaexo, onde os resultados
obtidos no passo anterior s&o combinados em um resultadicefirevés de uma média ponderada
(SEN; CHURCHILL, 2001).

Como descrito anteriormente na sesséo 2.4.2.1, a pratadelido genotipo do marcador ou
QTL néo observado é calculada através de técnicas quentiizabordagem de Cadeia de Markov
Oculta (JIANG; ZENG, 1997). Uma vez obtida as probabilidades genétipos dos QTLs em
cada posicao onde € desejado completar a informacéo nawaldlseé necessario gerar esta in-
formacdao, isto €, gerar os genotipos dos pseudomarcadeses informacao pode facilmente ser
obtida através de técnicas de amostragens que considerataditidade condicional do genoétipo
do QTL anteriormente estimada para gerar o genétipo ndowauke Neste passo, € importante
definir o nimero das: imputac¢des que sera utilizado.

Uma vez que a etapa mais complexa da imputacéo multipla dios @ea combinacéo final dos
resultados, esta deve ser realizada com muita cautela.cA tmétodologia que aborda a imputacéo
multipla no mapeamento de QTLs foi desenvolvida por Sen ec®iil(2001), que sugerem uma
abordagem para a combinacé&o dos resultados das multiglasag®es em um unico resultado fi-
nal. A abordagem consiste em trés passos basicos. Prinegitenem cada localizac&odo mapa

geneético estimado, correspondente ao loco do marcadoreafipadasn imputaces de pseudo-
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marcadores. Cada imputacgéo é realizada por amostrageadbase probabilidade condicional do
genotipo do QTL. Posteriormente, para cada localizag&@wmn cada imputagdai = 1,---,m), é

calculado um peso de acordo com o0 modelo genético de mapeathassumido:

Weal(ri(u)) =ply | g = ri(u)) (4)

onde,y corresponde aos valores fenotipicos dos individuos qustitaem o conjunto de dados
genotipicos, @ = r;(u) corresponde aos genotipos imputados dos individuos pdaa icaputacao
em cadau localizagéo.

Entretando, a(y | ¢ = r;(v)) € na verdade uma distribuicdo de probabilidade geral quendep
dera da distribuicdo que os dados fenotipiga®s individuos da populacdo apresentam. E entéo
para cada imputac&ceem cada localizacao, cada individuo apresentara uma funcéo densidade de
probabilidade (f.d.p.) especifica baseada na distribudg&adados fenotipicag Sendo assim, o
peso para cada imputacdem cada localizacao sera resultado do produtério da f.d.p. de cada
individuo(j = 1, -- -, n) da populagao:

n

p(y | g =ri(w) =] fdp, (5)

j=1
Aqueles gendtipos dos pseudomarcadores que obtivem o pesorsdo os mais compativeis
aos fendtipo dos individuos. Entdo, o Ultimo passo é a ohtedg peso médio de todas as im-

putacdes dos pseudomarcadores para cada localizg&@macao 6).

m

> Wel(ri(u) (6)

=1

Uma vez obtido o peso médio de todas as imputacdes, em cadadgéo, € possivel inferir
sobre a localizacdo dos possiveis QTLs presentes nos ¢tosjde dados moleculares de acordo
com o modelo genético de mapeamento especificado.

As ferramentas computacionais existentes hoje, permitarormrexploracdo dos dados mole-
culares, e assim, um maior numero de realizacdes de immstag¢intretando é necessario levar
em conta o tamanho do mapa genético em que os dados serdadogue também, qual serd o
“grid” de espacamento entre os marcadores moleculareseiA @que o nimero de imputacoes

a serem realizadas dependera do tamanho do mapa molecudigad] de espacamento entre
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0s marcadores. Quanto maior 0 mapa e menor o “grid” de esgatamais computacdes sao
necessarias para determinadamumero de imputacoes.

Dentre os poucos trabalhos envolvendo imputacées mutlipldados moleculares e mapea-
mento de QTLs, alguns serdo brevemente comentados. Visaadiar a eficiéncia do modelo
proposto por Sen e Churchill (2001), tais autores reamali@aim conjunto de dados de um retro-
cruzamento entre linhagens de camundongos para o carassdprsanguinea. Um total de 174
marcadores foram genotipados e foram consideradas 16aggms para os dados em questéo. Es-
tudos para comparar a eficiéncia de diferentes modelos deamegmto incluindo efeitos de um,
dois ou trés QTLs no modelo de mapeamento respectivamenae fealizados. Os autores con-
cluiram que o modelo que inclui dois QTLs no modelo de mapator® o0 mais indicado para o
caso em estudo. Além disso, com a implementacgéo da técniocgpdéacado multipla, foi possivel
detectar a presenca de cinco possiveis QTLs como tambénaess efeitos e interagdes dos QTLs
em questao.

Outro estudo envolvendo a utilizacdo de imputacdes mastiplmapeamentos de QTLs foi re-
alizado por Ball (2001). Este, descreveu um método de apampdo para mapeamento de QTLs
baseado em um modelo de regressao multipla para populag@aus Radiata Os valores de
marcadores ndo observados foram tratados por meio de ig@i@stanultiplas, baseadas nos mar-
cadores flanqueadores. Foram realizadas 10 imputagSesahosendo que a justificativa para o
namero de imputa¢des foi baseado no conjunto discreto deashares imputados. Baseado nos
resultados obtidos, foi possivel concluir que considasanthmanho da amostra da populacédo e a
incertaza de localizacao do QTL, o uso de imputacfes mastipli adequado.

Em estudos de mapeamento de QTLs de caracteres relaciagnast@®porose em camudongos,
Bouxsein et al. (2004), utilizaram imputa¢gdes multiplasapaalizar o escaneamento do genoma.
Foram realizadas 16 imputacdes para gerar pseudomarsadcesla 5 cM no mapa de ligacéo,
sendo que o método de mapeamento utilizado foi 0 mapeamentotervalo. J& Symonds et al.
(2005), em estudos comparativo para deteccao de QTLs ermt@gopulacdes de mapeamento em
Arabidopsis thalianautilizaram a técnica da imputacdo multipla de genotipoQks, visando a
deteccao de interacdes epistaticas apos a utilizacaometadiologia. Foi utilizado o mapeamento
por intervalo para a deteccado de QTLs em cada populacdo eaapeteccao dos QTLs em cada
populacao, foi realizado um estudo comparativo entre QThspailacdes. Ainda no contexto de

implementar a imputacdo multipla de dados moleculares panapeamento de QTLs, Sun et al.
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(2006), ao mapear QTLs em populacdes de pepino, utilizaraboalagem da imputagdo multipla
para recomposicdo de marcadores ndo observados e pos@rierutilizaram o mapeamento por
intervalo para a detec¢éo de QTLSs.

Dentre os poucos trabalhos que utilizam a técnica da im@ateqiltipla para recomposi¢ao
de marcadores ndo observados e posterior mapeamento de mbtavel que a abordagem de
mapeamento utilizada se restringe a0 mapeamento porafdernem espécies vegetais, poucos
trabalhos utilizando a imputacéo de dados para mapeamed ds foram observados sendo que
em populacdes derivadas de progénies de irmédos complssasgeestdo nunca foi abordada até o

presente momento.
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3 MATERIALE METODOS

3.1 Material

3.1.1 Material Vegetal

Os dados utilizados para realizar as analises fenotipicadeculares foram obtidos através de
uma populacgéo resultante de um cruzamento biparental@otome elite IACSP95-3018 e o culti-
var IACSP93-3046. O experimento foi realizado na estacperaxental do Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC) em Camamu - BA, no ano de 2004. O clone IAGSIA8 (genitor feminino)
apresenta suscetibilidade a ferrugem enquanto que oaul&CSP93-3046 (genitor masculino)
apresenta resisténcia a ferrugem, altos niveis de sacham®eperfilhamento, além de apresentar
colmos eretos, sendo entéo indicado para a colheita meckniz

O material vegetal utilizado para a genotipagem e aval@{motipicas foi obtido por meio
de uma amostragem aleatoria da progénie resultante degsamanto, sendo que 220 individuos

representativos foram amostrados.

3.1.2 AvaliagBes Fenotipicas

O experimento foi realizado na fazenda Nova Alianc¢a, no gipio de Salles Oliveira no estado
de Sao Paulo. O plantio foi realizado nos anos agricolas @&/2008 e 2008/2009. Foi utilizado o
delineamento de blocos casualizados com quatro repeti€@eks bloco foi constituido por quatro
linhas de 118 metros, espacadas a cada um metro e meio. Gadk@docada dentro das linhas
do bloco possuiu dois metros lineares de comprimento.

Dentro de cada bloco foram alocados aleatoriamente 22@éhudis, os dois genitores, além de
duas variedades utilizadas como testemunhas, a saber32B8% RB83-5486. Cada bloco apre-
sentou como bordadura a variedade IAC86-2480 (infectofardagem marrom) e 0 experimento
todo possuiu como bordadura a variedade IAC86-2210 (iofacto mosaico).

Apbs decorrido 12 meses do plantio de ambos os anos agr{calas planta e cana soca), de
cada material em estudo, considerando as testemunhas eitwseg foram coletadas e avaliadas
amostras de dez canas-de-agUcar para os componentes degareds parametros de qualidades.

Para as quatro repetices, nos dois anos agricolas, for@iadns 0s seguintes componentes de
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producéo::) diametro do colmo; amostrando-se dez colmos seguidos ha, Iimensurado com
paguimetro no meio do entrend localizado no comprimentdardiicolmo;ii) peso em kilos (kg)

do feixe de dez colmosji) altura do colmo em centimetros (cm), medida da base a isde;a
folha +3, estimada nos mesmos dez colmosnumero de colmos estimado com a contagem dos
colmos no sulco de dois metros eproducéo de cana por parcela, estimado com base no niumero de
colmos da parcela e no peso do feixe de dez colmesgroducéo de acglcar por parcela, estimados
com base no valor da producéo de cana por parcela e do POL dagasrobtidas.

Os parametros de qualidade Fibra, Brix e POL também forariades considerando dez
amostras de cana-de-acucar coletada de cada material @ho,estnforme os métodos descritos
no guia CONSECANA (2006). Porém, devido aos altos custosideahalises, somente dois dos
guatro blocos foram avaliados. Brix se refere a estimativéothl de sélidos solUveis que estdo
presentes no caldo da cana-de-acucar, POL é definido comenédpde de sacarose presente em

100mL da solucéo e Fibra se refere a matéria insolUvel em@uggriasta presente no colmo.

3.1.3 Avaliacdes Moleculares

Foram utilizados para a genotipagem dos genitores e darpeog® marcadores do tipo AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisr5 marcadores do tipo SSRi(nple Sequence Repgat
e 105 marcadores do tipo ESEXpressed Sequence Jagrivados de SSR. Os marcadores utiliza-
dos foram previamente obtidos e codificados por Cordeirb €2@00) e Mancini (2010). A partir
dos resultados obtidos nos géis, foram realizados testegdegacédo dos marcadores, de modo que
os individuos em estudo (genitores e progénie) foram cadifis com base na presenca ou auséncia
do marcador. As andlises dos padrées de segregacéo de cadaondoram realizadas por meio
do teste estatistico de qui-quadragé)( em relacdo as proporcdes dos marcadores em dose Unica
em apenas um genitor (padrao de segregacao 1:1) e em ambesitosas (padréo de segregacao
3:1), considerando o nivel de significangia 0, 05. Também foram testada segregacdes para doses
duplas em um dos genitores (padrdo se segregacao 11:3)sajolss em um dos genitores (13:1).
Foi utilizada a correcao de Bonferroni para multiplos teség0s tais analises foram considerados

apenas locos que apresentavam segregacdo em dose Uniéa (hack 3:1).
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3.2 Métodos

3.2.1 Mapa Genético de Ligacao

Foram utilizados para a constru¢cdo do mapa genético deibgbgs marcadores moleculares,
dos quais, 25 marcadores eram do tipo AFLP, 35 do tipo SSR e@d@po EST-SSR. Tais mar-
cadores geraram 634 locos polimérficos de dosagem Uniceseagiando o padrdo de segregacao
do tipo 1:1 ou 3:1. Aqueles marcadores que apresentararagse@io para o genitor IACSP95-
3018 foram denotados pdp; e apresentaram configuracao alélica % oo”. Marcadores que
apresentaram segregacao para o genitor IACSP93-3046 figaotados poD, e apresentaram
configuracao alélicado x ao”. Ja aqueles marcadores que apresentaram segregacac [gaia o
genitores simultaneamente, foram denotados(poom configuragédodo x ao”, sendoa 0 alelo
dominante @ o alelo nulo, de acordo com a notacao proposta por Wu et @2()0

Para a execucao do mapa genético de ligacao foi utilizadeate@@neMap(MARGARIDO;
SOUZA; GARCIA, 2007), que utiliza uma abordagem multipoptoposta por (WU et al., 2002a,
2002b), possibilitando estimativas da ordem e possiveesfde ligacdo entre os marcadores. Para
a determinacgdo prévia dos grupos de ligacdo, foram reakz@stes de dois-pontos, considerando
para tais testes um LOD Score minimo dé/e a fracdo de recombinacdo maxima a0 Para
estabelecimento das ordens e das fases de ligacédo dentdalgrapo de ligagcado contendo cinco
marcadores ou menos, foram comparadas todas as posstesis,osendo a ordem mais provavel
a selecionada. Para os grupos de ligacdo com seis ou maiaduees, foram selecionados cinco
marcadores e foram comparadas todas as possiveis ordenmrsndo a mais provavel; posterior-
mente os demais marcadores foram posicionados sequeestalmpartir da ordem inicial do grupo
de ligacdo em questdo, de modo a considerar sempre a posigaaidr verossimilhanca. Para
obtencéo das distancias finais em cM, foi utilizada a fungdmdpeamento Kosambi (KOSAMBI,
1944).

3.2.2 Andlise Fenotipica

Para o presente estudo foram considerados os caracteresdegbimportancia agronémica e
econdmica em cana-de-acucar: Fibra, POL, producéo de camagela (PC) e producao de agu-
car por parcela (PP). Com o objetivo de avaliar os dadosif@nos em questéo, inicialmente foi

ajustado um modelo misto apropriado para tais dados coasidie os 220 individuos da progénie



42

resultante do cruzamento entre os materiais genéticatosit@nteriormente. O delineamento ex-
perimental utilizado para obtencéo dos dados fenotipmdsdcos casualizados. Foram avaliados
dados de dois cortes em apenas um local.

Sendo assim, a analise de modelos mistos foi realizadadsyasdo diferentes estruturas para
as matrizes de variancia e covariancia (VCOV) para os afgjemético G) e ndo-genéticoR).
Para isso, foi considerado o seguinte modelo, ajustadoqaa@i@a carater separadamente (termos

sublinhados correspondem aos efeitos aleatorios):

Yy = #+ G+ Be + OBji + Gy + gy, (7)

em quey, . é o fenotipo da-esimo genotipo, no blocpe cortek; 1 € a média do caratef;; é o
efeito do cortej; By, € o efeito do blocd;; C'Bjy, € o efeito da interagdo entre corte e blaGp; € o
efeito genetico do genotipmo blocoj; e, ;. € o efeito residual (ndo-genetico).

Os diferentes modelos para estrutura de VCOV foram compai@un base nos valores de AIC
(Akaike Information Criterion)(AKAIKE, 1974). A matriR foi obtida a partir do produto direto
(produto de Kronecker) das matrizB® (efeitos residuais entre cortes)R® (efeitos residuais
entre blocos).

Uma vez modeladas as matrizes de variancia-covaridaaaR, foi possivel a obtencao dos
BLUPs (Best Linear Unbiased Predictor) para cada caratdizado e posteriormente, 0s compo-
nentes da variagéo foram estimados utilizando o método dama&erossimilhanca restrita. Todas

as analises descritas anteriormentes foram realizadadtm@se Genstat (PAYNE et al., 2009).

3.2.3 Preditores Genéticos

O primeiro passo para a estimativa dos preditores gené&icdsngo de todo o genoma, foi
realizado com o célculo da probabilidade condicional dadgpo do QTL considerando o mapa
estimado e os preditores genéticos observados.

Considere uma progénie de irmaos completos resultanteudaroento entre dois individuos
nao aparentados heterozigofo® () e ainda que tais individuos possuem dois alelos que segregam
para cada loco. De acordo com Lin et al. (2003), ao consideramtervalo definido por dois

marcadores adjacentese m + 1, e que dois alelos segregam para cada loco, seedoos alelos

{1,2} {1,2}

de determinado loco, é possivel representar os genotisissdi®cos porP,%l’Q}, Q Aoy

e ijﬁ (Figura 1). Ainda, assumindo a presenca de um QTL localizadce tais marcadores
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Py, P, Qn Qx,
Pl PZ % Ql Q2
Pr}ﬁ-l Pr?m-i—l ern-i-l gn-i-l

Figura 1 —Representacg&o do cruzamento entre os individuos néo seéosieterozigoticar e Q. pib3, Q,{nl’Q},

P2 e@ll?} sdo os alelos dos marcadores nos loaasm + 1; P, P2, Q' e Q* s&o os alelos do QTL

adjacentes, é observada a segregacédo de quatro classépigandos QTLs na progénie, a saber,
PLQ, P1Q?, P2Q' e P2(Q* com proporcdo de segrecdo igual a 1:1:1:1.

Deste modo, é possivel estimar trés contrastes ortoganaesas médias das classes genotipicas

esperadas:
+ PlQl + P1Q2 _ PQQl _ PQQQ
+ PlQl _ P1Q2 + PQQl _ PQQQ
+ PlQl _ P1Q2 _ P2Q1 + P2Q2

Sendo que os dois primeiros contrastes representam assedeitivos dos QTLs nos genitores
P e @ respectivamente, enquanto que o terceiro contraste egpees efeito de dominancia ou
interacdo intraloco entre os efeitos aditivos de cada genEmbora tal abordagem foi proposta
para espécies dipldides, esta pode ser expandida a espélgisides, como é o caso da cana-de-
acucar e consequentemente ao presente estudo uma vezajetmiderados apenas marcadores
em dosagem unica (GAZAFFI, 2009). Sendo assim, tais cdaeraspresentam a presenca ou
auséncia dos alelos do QTL.

Porém, uma vez que o gendétipo do QTL nao é observado, foi seee®stimar as probabili-
dades condicionais dos genotipos dos QTLs ndo observadeadmnos marcadores genéticos que
constituem o mapa genético estimado, o que serviu de basa paalizacdo das imputacdes. Neste
trabalho, as probabilidades condicionais foram estimpdasneio da abordagem multiponto via
Cadeia de Markov Oculta (HMM), utilizando o pacé@®eMap(MARGARIDO; SOUZA; GAR-
CIA, 2007). Considerando o mapa de ligacdo estimado e osaohanes observados, foram obtidas
quatro probabilidades condicionais, a sab&p!, P'1Q?, P?Q' e P%2(Q)?, para cada localizac&o no

genoma distanciadas a no maximo 1 cM, ao longo de todo o genoma
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3.2.4 Imputacdo Multipla de Pseudomarcadores

Uma vez que as quatro possiveis probabilidades dos geadtgmomarcadores ndo observados
foram obtidas em todas as localizacbes no genoma, comao citadriormente, foi possivel simular
0 genotipo dos marcadores nao observados por meio da inApudagpseudomarcadores.

Ao avaliar o padrdo de ndo observagcdo dos dados molecularpsedente estudo, dispos-
tos em um mapa de ligacado, verificou-se que os dados apmsenpadrédo ndo monotdnico de
nao observacdo, uma vez que tal padrdo € dado de forma &leafn relacdo ao mecanismo
de ndo observacao verificou-se que a distribuicdo dos danshservados de um determinado
marcador, ndo depende dos demais marcadores (tanto aizei@no ndo observados), sendo
classificado como mecanismo de ndo observacdo comple@aleatério (MCAR). Considerando
portanto a classificagdo do mecanismo e do padréo de nadvat&eidos dados moleculares a téc-
nica da imputacdo multipla € indicada para a recomposicanateadores nao observados (SEN;
CHURCHILL, 2001).

Para a obtencéo de pseudomarcadores por meio das imputaglissu-se amostragens condi-
cionadas as quatro possiveis probabilidades de ocorrdoaigendtipo ndo observado, em todas
as localizagbes ao longo do genoma. Para isso, em cadaéuéalirealizou-se dez amostragens,
totalizando dez conjuntos de pseudomarcadores imputadaspda posicao no “grid” de espaca-
mento ao longo do genoma. Deste modo, obteve-se dez codgiddos moleculares completados
(contendo pseudomarcadores e marcadores observadosiieserviram como base para o ma-
peamento de QTLs de acordo com o modelo genético de mapeaasmitmido. Para cada um
dos conjuntos de dados moleculares completados, reaezaumapeamento de QTLs, obtendo
portanto, dez resultados de mapeamento para cada uma diealgies consideradas.

Entdo, para cada localizagcamo “grid” do genoma, em cada imputacaf = 1,-- -, 10), foi

calculado um peso de acordo com a seguinte equacao:

Wal(ri(u)) =ply | g = ri(u)) (8)

onde,W¢(r;(u)) é o peso da imputacé@ona localizagéa:; y: o valor fenotipico dos individuos
que constituem a populagdo de mapeamentc-er;(u): 0 genotipo imputado dos individuos da
imputacaa na localizacda: no "grid"do genoma.

Porém, ap(y | ¢ = ri(u)) € na verdade uma distribuicdo de probabilidade geral basgad
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distribuicdo que os dados fenotipigpdos individuos da populacéo apresentam. E entdo, para cada
imputacaa em cada localizac&e, cada individuo apresentou uma funcéo densidade de pliebabi
dade (f.d.p.) especifica baseada na distribuicdo dos dadosgdicog;. Sendo assim, 0 peso para
cada imputacéo em cada localizagéo foi resultado do produtério da f.d.p. de cafandividuo

(j =1,---,n) da populagéo:

p(y | g =ri(w) =] fdp; €)
j=1
Vale ressaltar que o valor de variou de acordo com o tamanho de cada grupo de ligacao
estimado.
ApOs a obtencdo do peso para cada imputag@o= 1,---,m) em cada localizacéa, foi

estimado o peso médio de todas as imputa¢cfes para cadadgéali, como proposto por Sen e
Churchill (2001):

m

> Welri(w) (10)

=1

Entdo, a combinacédo dos dez resultados de mapeamentaea@msio todas as imputacdes para
dada localizacée foi obtida por meio dos seguintes passggara cada um dos efeitos estimados
por meio do modelo de mapeamento, calculou-se a ponderacéteito para cadaimputacao
multiplicando-se o valor do efeito pelo peso (Equagéo 8)admaemputacdo, obtendo-se portanto,
dez efeitos ponderados para cada localizagéa) Posteriormente, realizou-se o somatorio dos
efeitos ponderados de todas as imputagfes para cadadgéaliz ii:) Por fim, obteve-se a razéo
entre o somatério dos efeitos ponderados de todas as indestag peso médio (Equacao 10) de
todas as imputacdes.

Deste modo, foi possivel obter a média ponderada dos ebeitssderando todas as imputacdes
para cada localizagéo e consequentemente inferir a esigdmpossiveis QTLs baseado no modelo

genético de mapeamento especificado.

3.2.5 Modelo de Mapeamento

O modelo utilizado para o0 mapeamento de QTLs foi 0 mapeanpamtmtervalo (IM) (LAN-
DER; BOTSTEIN, 1989), baseado na analise de regressaophaultd qual considera intervalos

entre pares de marcadores adjacentes e € testada a eaigi€non possivel QTL em cada localiza-
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¢ao do intervalo em estudo. O modelo foi uma adaptacdo dolmddenapeamento proposto por

Gazaffi (2009), sem a inclusao de cofatores na analise, déacom a equacao a seqguir:

Yj = By gy b gy 0T (11)
em quey;: é o fendtipo do j-ésimo individu@j = 1,---,n); u: € o intercepto da regresséo linear

multipla;~: € um vetor de parametros contendo os coeficientes de ragriéessar multiplad,, «,,
dpq); Tp; €, S0 as variaveis indicadoras para o gendtipo do QTL na piege;, a;, J;,: Sdo
os efeitos aditivos para os genitoré® () e o efeito de dominancia, respectivamente.

Os valores que;,; e z;; assumiram de acordo com o geno6tipo do QTL observado na peogén

foram:
(1 se PQ! (1 se PQ!
1 se PQ? -1 se P1Q?
Tpj = 5 Tgj =
-1 se P2Q! 1 se P2Q!
[ -1 se P?Q? [ -1 se P?Q?

Em cada localizag&o no “grid” do genoma espac¢adas a no maxakbforam obtidas estatisti-
cas de razao de verossimilhanca (LRT) convertidas em LOPeSatim de verificar a presencga do
QTL na posicao considerada. A hipétese de nulidade testad®f o) = o) = a;, = 0. Apos a
identificagao dos QTLs, foram verificadas as significanomssadeitos;, o, o .

Considerando que para a detec¢do de QTLs houve a realizacauiltiplos testes, o valor
critico (Threshold, foi obtido de modo a evitar o erro tipo |. Para tanto, foi siderado o nimero
de testes independentes ao longo do genoma, aplicandmseedo de Bonferroni para obter um
nivel de 5% de significancia global (VIEIRA et al. 2000). Jéapa estimativa do valor critico dos
efeitosa, oy, 4., foi realizado o teste estatistico de qui-quadrgdppara um grau de liberdade,
considerando 5% como nivel de significancia. Isso é possival vez que tal teste é realizado
apenas nas posi¢cdes com evidéncia de QTLs e ndo em todo o @endmrequerendo portanto
correcdo para multiplos testes. O limiar obtido foi coriderjpara LOD Score. A propor¢édo da
variancia fenotipica§?) explicada para cada QTL mapeado individualmente pararditado
carater, foi obtida considerando todos os efeitos simedtarente. A realizacédo das analises citadas
anteriormente foram elaboradas e executadas no ambiemqgeogeamacao R (R Developmente

Core Team, 2009).
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4 RESULTADOS

4.1 Mapa Genético de Ligacao

O mapa de ligag&o construido foi constituido por 113 grupd®gydcao (APENDICE A). Esses
grupos de ligacéo corresponderam a 409 das 634 marcas @searam segregacao em dosagem
Gnica, ou seja 64,5% do total de marcas analisadas. O coemirfinal do mapa de estimado foi
4370 cM, sendo que a distancia média entre marcadores atjadei de aproximadamente 10,7
cM.

O maior grupo de ligacdo possuiu 12 marcas agrupadas e afmesecomprimento de 142,9
cM, enquanto que o menor grupo de ligacéo, apresentou dugssnagrupadas, localizadas na
mesma posicao dentro do grupo de ligacdo. 62 dos 113 grupbgagéo, ou seja, 54,9% do
total, apresentaram comprimento menor que 35 cM, sendoaigigrupos em sua maioria, foram
formados pelo agrupamento de quatro, trés ou duas marqaecteamente. Quatro grupos de
ligacdo apresentaram comprimento maior que 100 cM, repeasdo 11% do comprimento total
do mapa de ligacéo estimado. Esses grupos agruparam 131 #2Jdz marcas respectivamente
e foram os grupos que apresentaram o maior nimero de marcggmdgs dentro de determinado
grupo de ligagao.

Como é esperado observar em mapas genéticos de cana-de-agiresente mapa apresentou
baixa saturacdo e consequentemente baixa cobertura dmgeoajue pode ser ocasionado pela

utilizacao apenas de marcadores em dosagem unica.

4.2 Analises Fenotipicas

Baseado na anélise de modelos mistos foram comparadasndégerestruturas das matrizes de
variancias e covariancias (VCOV) para os efeitos genétau&o genéticos. Assim, a estrutura de
VCOV com menor valor de AIC, corresponde a mais apropriadalados (Tabela 1).

Para todos os caracteres avaliados, o melhor modelo par#ia @doi o Autoregressivo de
Primeira Ordem, considerando heterogeneidade de vaatraiorrelacdes genéticas entre cortes,
que decrescem a medida que aumente a distancia tempogakertes. Para os caracteres Fibra

e POL, para ambas matriz&"- e RB foi considerado o modelo Simetria Composta onde as va-
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Tabela 1 -biferentes modelos para a matriz de variancias-covaadmggnéticas®) e ndo-genéticasi) e valores
correspondentes de AIC (Critério de Informagédo de Akaike)

Carater Modelo MatrizZ Modelo MatrizR NPAR AlIC

Fibra ID ID® ID 2 893,18
Fibra DIAG DIAG ® DIAG 6 883,07
Fibra ARy, CS® CS 7 782,83
POL ID ID® ID 2 922,52
POL DIAG DIAG ® DIAG 6 922,45
POL ARy, CS® CS 7 859,70
PC ID ID® ID 2 4419,87
PC DIAG DIAG ® DIAG 6 4395,32
PC ARy, CSyet ® CSyet 9 4365,50
PP ID ID® ID 2 1340,98
PP DIAG DIAG ® DIAG 6 1316,95
PP ARy, CSyet ® CSyer 9 1290, 74

G matriz de variancias-covariancias genétid&s;matriz de variancias-covariancias nao-genéticas; Didiggonal; C$;..: simetria composta he-
terogénea; AR%.;: autoregressivo de primeira ordenpar: nUmero total de parametros no modelo. Os menores valorsKXd&io evidenciados

emnegrito

riancias genéticas sdo homogéneas enquanto que as coiigenéticas sdo comuns. Ja para 0s
caracteres PC e PP, foi considerado o modelo Simetria Cdepleserogénea onde as variancias
genéticas sao consideradas heterogéneas enquanto g@iarama genética € comum para ambas
matrizesR® e RB (SMITH et al., 2007; MALOSETTI et al., 2008; PASTINA, 201@este modo,

a obtencéo dos BLUPs para todos os caracteres avaliadeslualmente possibilitou a estimativa
eficiente dos parametros descritos a seguir.

Considerando os quatro caracteres avaliados, relaciemadgarametros estimados (Tabela 2),
foi verificado que as estimativas das variancias genotipfemotipica apresentaram boa acuracia,
uma vez que foram observados intervalos de confianca mataginte pequenos. A partir das esti-
mativas dos coeficientes de herdabilidade no sentido arophsiderando a média dos individuos
nos dois cortes avaliados, é notavel a presenca de valtwesdhtermediarios que variaram entre
82,36% para Fibra; 59,96% para POL; 19,92% para PC e 23,98¥%Ppa Os valores observados
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para os caracteres POL, PC e PP podem ser atribuidos a betisdorexperimental uma vez que
para tais caracteres, a avaliacdo experimental foi reiizan apenas um local considerando duas
repeticbes. Ja o alto coeficiente de herdabilidade obsepe o carater Fibra pode ser atribuido
tanto a natureza do carater quanto a melhor precisao exqreahpois apenas para este carater em
questéao, foi considerada a avaliacdo em um local e quatedi¢éps, reduzindo assim, o erro ex-
perimental. Uma vez que dentre os caracteres avaliadas, &BOL foram os que apresentaram
maiores valores de coeficiente de herdabilidade, é espgralom maior nimero de QTLs seja

detectado para esses caracteres.

Tabela 2 -Estimativas dos parametros: coeficiente de herdabilidademtido amploi?); variancia genotipica@);
variancia fenotipica®? ), com respectivos intervalos de confianga a 95% (IC)

Caratef

Parametro Fibra POL PC PP

h? 82,36 59,96 19,92 23,93

IC 86,28;78,24 62,96;56,96 20,92;18,92  25,13;22,73
&2, 0,52 0,43 11,31 0,35

IC 0,54;0,49 0,45;0,41 11,87;10,72 0,36;0,34
&f) 0,63 0,71 56,75 1,45

IC 0,66;0,60 0,75;0,71 59,59;53,91 1,52;1,37
CV(%)° 5,20 3,46 5,98 23,59
Média 12,86 15,81 11,67 1,88

@ Fibra: porcentagem de fibra; POL: conteido de sacarose; lBQugiio de cana por parcela (kg parcély PP: produgdo de aglcar por parcela

(kg parcelal). b Coeficiente de Variagdo

Em relacéo os coeficientes de variacdo estimados, foi duod®ue em geral, apresentam va-
lores baixos variando entre 3,46% a 23,59%. Apenas o c&&eapresentou desvio significativo
do coeficiente de variagdo estimado em relacdo aos demaisteras, porém, o valor observado
é aceitdvel. Em relagéo as estimativas da variancia gengitdas para os caracteres avaliados,
foi verificado que para o carater PC, o valor observado foigltando comparado com os demais
caracteres. O mesmo comportamento para este carater &aslsguando avaliada a variancia
fenotipica existente. Tal comportamento é esperado e modiestificado pela natureza quantitativa
do carater, pois o carater PC, dentre os caracteres aval@d@ue mais sofre influéncia dos efeitos
ambientais. Como era esperado, o carater Fibra foi 0 queseoa menor valor de variancia

fenotipica.
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4.3 Mapeamento de QTLs

O valor limiar para o LOD ScoreThreshold baseado na estimativa que considerou o niumero
de testes independentes ao longo do genoma e a correcao feéer8ainfoi semelhante para todos
os caracteres avaliados sendo que, o valor assumido foc8r#)derando 5% como nivel de sig-
nificancia. Ja o valor critico para a significancia dos e$efto igual a 0,83, de modo que LODs
marginais acima deste limiar foram considerados signifiegstindicando significancia dos efeitos
correspondentes.

O resultado de mapeamento, foi obtido eficientemente poo weeimédia ponderada, usada
como peso dos resultados das dez imputacdes multiplagagadi. Ao total, 57 QTLs foram ma-
peados para os caracteres Fibra, POL, PC e PP (Tabela 3as2ps). O niumero de QTLs ma-
peados foi considerado em geral alto e € um valor esperadeezrguue 0 mapa genético estimado
apresentou comprimento final de 4370 cM e 113 grupos de ligag@anaior nimero de QTLs foi
identificado para o carater POL, enquanto que o menor nunef@Tds foi identificado para os
caracteres PC e PP. Esses resultados eram esperados decacos valores obtidos na estimativa
dos coeficientes de herdabilidade.

Para o carater Fibra foram mapeados 14 QTL, sendo esteizémtzd nos grupos de ligacao 20,
1, 40, 28, 42, 16, 12, 5, 95, 66, 55, 108, 38 e 93 respectivaniéigura 2). O QTL | localizado
no grupo de ligacdo 20, foi o que apresentou maior LOD ScoB6)® maior valor de R(12,6%).

O menor valor de LOD Score para o carater em questao foi 3i&&reado nos QTLs Il e XIV
localizados nos grupos de ligagdo 1 e 5, respectivamentéhoiantais QTLS ndo apresentaram
valores de LOD Score superior ao limite critico, foram ifgdts nos resultados uma vez que a
curva de mapeamento apresentada por esses QTLS, evidentéacia de um QTL putativo para
as correspondentes localizagdes. Tal inclusdo pode demadsauma vez que o presente estudo
trata-se de uma andlise inicial. Sendo assim, a presencd de f@lsos-positivos ndo ocasiona
grandes problemas. Os QTLs localizados nos grupos de tigeal6, 95 e 93, estdo localizados
nas regides proximais dos grupos de ligacdo enquanto gsigrapos de ligacdo 66 e 42, os QTLs
V e X estdo localizados na regido distal. O valor deeRplicado para cada QTL individualmente
apresentou variacdo entre 12,6%-8,9%. Foi observado @mieid de efeitos aditivos quando
comparados com os efeitos de dominancia.

O carater POL foi 0 que apresentou o maior niumero de QTLs rdap€a9 QTLs). Os QTLs
| ao XIX foram mapeados nos grupos de ligacao 20, 44, 33, 65/@@5, 28, 42, 3, 32, 69, 14,



51

57, 66, 75, 92, 38 e 73 respectivamente (Figura 3). Os valtedsOD Score considerando os
efeitos aditivos e de dominancia simultaneamente, vaniarare 6,42-3,81. O maior valor de LOD
Score foi associado ao QTL Xlll localizado a 10 cM no grupoidaddo 10. Ja o menor LOD foi
observado no QTL XVI localizado no grupo de ligacéo 29. EralwokOD do QTL XVI n&o tenha
ultrapassado o limiar critico de 3,90; a curva de mapeansgmasentada para este grupo de ligacédo
evidencia a presenca de um possivel QTL localizado a 29 cMidmido grupo de ligacédo, sendo
portanto, uma referéncia para estudos futuros visandondifidacédo de um QTL putativo nesta
localizac&o. Interessantemente, foi observado que os @€hbzados nos grupos de ligacao 3, 65,
70, 35, 28 ,3, 69, 14, 57, 75, 92 e 38 estavam situados a mertosMeale marcadores observados
no mapa de ligacdo. O QTL I, localizado no grupo de ligacacd80cM) juntamente com o QTL
VIII no grupo de ligacdo 28 (2 cM) foram os Unicos que apresmm significAncia estatistica para
os trés efeitos em estuda «; e4,,). De modo geral, houve predominancia dos efeitos aditivos
quando comparados com os efeitos de dominancia, sendoiguedditos aditivos variaram entre
-0,16 e 0,18.

O carater PC apresentou o0 menor nimero de QTLs mapeaddigattda 12 QTLs (Figura
4). Os QTLs | ao XII foram mapeados nos grupos de ligacdo 648723, 18, 7, 66, 26, 50,
59, 61 e 37 respectivamente. O maior valor do LOD Score pa€lts em questéo foi de 6,32,
referente ao QTL VI mapeado no grupo de ligagéo 7. O valor’dgaRa esse QTL foi de 14,17%.
O menor valor de LOD Score e’Roram referentes aos QTLs IX e X sendo 3,94 para LOD Score
em ambos os QTLs e 9,13 e 9,12, respectivamente paraldalmente ao observado para os
caracteres anteriormente descritos, houve significaeadaitos aditivos e de dominancia, havendo
predominancia dos efeitos aditivos de ambos os genitoetiadus. O QTL X localizado a 9 cM no
grupo de ligagéo 59, foi 0 Unico QTL a apresentar significiean todos os trés efeitos avaliados.

Finalmente, para o carater PP foram localizados 12 QTLslosestes localizados nos grupos
de ligagdo 67, 42, 22, 12, 48, 7, 43, 95, 66, 84, 52 e 51. Taterafdéi o que apresentou QTL
com o maior valor de LOD Score (7,52), localizado no grupoiglacBo 7. Ao observar a curva
de mapeamento (Figura 5) do grupo de ligagéo 7 fica evidemeigmesenca de um QTL putativo
localizado a 17 cM. Os valores dé€ Rariaram entre 16,61%-6,49%, sendo o menor valor tle R
associado ao QTL XII. O menor valor de LOD Score (3,99) estd@ado ao QTL X; localizado a
25 c¢M no grupo de ligagédo 84. Houve predominancia de efediiv@s significativos, sendo que

estes variaram entre -0,23 e 0,24. E importante ressakas glio coeficiente de varia¢éo associado
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ao carater em questao pode ocasionar a reducéo do podéstiestata detec¢do de QTLS.

Foi verificado o mapeamento de QTLs em localizacfes proxpaesos diferentes caracteres,
dentro do mesmo grupo de ligacdo. Essas deteccdes foramvadise no grupo de ligacdo 42
onde, para Fibra foi mapeado o QTL V (56 cM); POL, o QTL IX (70)¢MC, o QTL Il (57
cM); PP, o QTL Il (54 cM). No grupo de ligacdo 66 foi mapeadoaparcarater Fibra o QTL
X (32 cM); POL, o QTL XV (23 cM); PC, o QTL VIII (29 cM) e PP, 0 QTLA (29 cM). No
grupo de ligacao 7 foram detectados dois QTLs para os cegad® e PP, ambos localizados na
posicédo 17 do grupo de ligacdo. No grupo de ligacéo 12 forapeados 2 QTLs para Fibra e
PP localizados na posicao 20 e 28 cM, respectivamente. Jaupo de ligacdo 95, dois QTLs
foram identificados para o carater Fibra e PP, localizadsposicdes 2 e 5 cM. Essas associacfes
sdo de grande importancia uma vez que hé indicativos d&sgiatde correlacdes entre caracteres
para aqueles QTLs localizados dentro do mesmo grupo déibgagados anteriormente. Estudos
posteriores precisam ser conduzidos afim de verificar s@Tis estéo ligados ou trata-se de QTLs

pleoitrépicos.
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Tabela 3 -Estimativas dos efeitos dos QTLs considerando o modelo deeamaento por intervalo utilizando a
abordagem da imputacdo multipla (Fibra: porcentagem da;fPOL: conteudo de sacarose; PC: pro-
ducdo de cana por parcela; PP: producgdo de agucar por patgela; e é,, sdo os efeitos aditivos
dos genitores” e Q e o efeito de dominancia, respectivamente, da média pataelas imputacdes,
especificos para cada QTL. Valores em negrito foram sigtifos)

(Continua)
Posicéo Efeito
Cardter QTL GL cM LOD g aj LOD o LOD 45, LOD R*%
| 20 14 5,56 12,87 0,19 4,10 0,03 0,24 0,15 2,66 12,6
I 1 31 382 1287 019 399 -005 026 -0,04 0,19 8,9
i 40 3 414 1291 -014 200 -0,17 294 0,08 0,64 9,6
v 28 16 4,05 1289 017 305 -0,12 161 002 0,05 9,4
\ 42 56 4,37 1286 007 0,70 -0,06 0,410,20 4,23 10,1
Vi 16 3 448 12,87 -0,07 0,59 0,19 4,14 -0,06 0,40 10,3
Fibra VI 12 20 4,34 12,88 -0,05 0,29 0,02 0,07 0,20 4,41 10,0
VIl 5 36 4,28 12,85 -0,05 0,31 0,17 3,43 -0,09 0,99 9,9
IX 95 2 3,93 12,87 -0,05 0,30 -0,19 3,82 0,11 1,21 9,1
X 66 32 4,30 12,83 -0,04 0,38 0,11 141 -0,16 2,89 9,9
Xl 55 10 442 1286 0,05 027 003 0120,21 4,80 10.2
Xl 108 464 12,81 0,08 0,75 0,18 345 -0,15 241 10.6
Xl 38 424 1281 0,21 452 011 124 -0,03 0,07 9.8
XV 93 382 12,88 0,10 1,07 -017 299 0,04 025 8.9
| 20 48 3,99 15,79 -0,12 1,83 0,09 1,47 -0,08 0,97 9,22
1] 44 72 5,19 15,80 0,06 0,65 0,13 289 0,09 147 11.83
I} 33 47 477 15,81 -0,04 0,27 -0,15 3,73 0,08 1,11 10,93
\Y 65 81 4,11 15,80 -0,03 0,14 -0,06 0,55 0,15 3,88 9,49
\ 40 36 531 1577 014 328 004 032 -016 4,00 12,06
\ 70 41 4,00 1581 -0,03 0,17 0,03 0,12-0,16 4,13 9,25
Vil 35 16 398 1579 001 001 -001 002-0,16 444 9,22
Vil 28 2 516 1581 -008 1,18 0,09 128 -0,15 365 11,76
IX 42 70 4,29 15,82 -0,03 0,21 -0,08 1,06 -0,15 3,76 9.88
POL X 3 21 465 15,82 -0,04 0,28 0,15 3,75 0,09 1,38 10,67
Xl 32 21 3,98 15,79 0,24 3,01 -0,07 0,93 0,06 0,58 9.22
Xl 69 22 4,69 15,80 0,18 5,25 -0,02 0,05 0,01 0,02 10,75
X1l 14 10 6,42 15,82 -0,12 239 0,16 4,46 0,06 0,67 14,38
XV 57 12 5,83 15,78 -0,10 1,59 0,01 0,01 0,16 4,51 13,17
XV 66 23 4,05 1583 0,16 428 -003 018 -0,08 0,99 9,37
XVI 75 29 381 1581 002 009 003 0,19 0,16 4,17 8,84
XVII 92 2 397 1582 -005 044 -003 017 0,16 4,00 9,19
XVII 38 19 4,43 15,85 -0,10 1,58 -0,17 4,37 0,03 0,21 10,19
XIX 73 7 394 1582 -0,16 3,80 0,05 0,43 0,03 0,11 9,13
| 6 15 423 1165 -004 007 019 133 0,30 3,18 9,77
I 67 54 488 1166 001 001 027 270 -0,31 362 11,15
PC ] 42 57 4,22 11,68 0,14 0,74 0,08 0,26-0,29 3,01 9,73
\Y 23 4,06 11,72 -0,17 1,03 -0,33 3,83 0,05 0,54 9,39
\% 18 4,67 11,65 0,11 0,50 0,18 1,20 0,30 3,26 10,71
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Tabela 3 -Estimativas dos efeitos dos QTLs considerando o modelo deeamaento por intervalo utilizando a
abordagem da imputacdo multipla (Fibra: porcentagem da;flBOL: conteudo de sacarose; PC: pro-
ducdo de cana por parcela; PP: producdo de agucar por paigela; e é;, sdo os efeitos aditivos
dos genitores” e Q e o efeito de dominancia, respectivamente, da média potaelas imputacdes,
especificos para cada QTL. Valores em negrito foram sigtifas)

(Conclusao)

Posicéo Efeito
Cargter QTL GL cM LOD I a, LOD ag LOD d,q LOD R?%
\ 7 17 632 1169 089 032 -038 541 0,20 159 14,17

Vil 66 29 4,7 1168 038 520 -008 023 -0009 0,32 10,88
Vill 26 23 598 1169 -020 150 013 068 -0,38 544 1348

PC IX 50 24 394 11,71 -0,28 292 0,04 0,06 0,20 1,42 9,13
X 59 9 39 1163 020 153 017 109 -027 264 9,12
Xl 61 6 402 1166 -007 020 018 1,14 -0,32 3,69 9,29

Xl 37 1 470 1166 002 006 003 0,07 038 532 10,78

| 67 26 4,44 1,88 0,03 010 0,09 0,75-0,22 4,42 10,21
Il 42 54 4,27 1,88 -0,07 0,40 0,03 0,10 0,21 3,81 9,84
] 22 19 4,65 1,88 -020 353 0,11 114 -0,11 1,19 10,66
\% 12 28 4,18 187 014 18 -017 2,73 -0,02 0,06 9,64
\Y 48 36 4,21 1,90 -018 295 -0,10 0,8 -0,07 0,40 9,71
PP \ 7 17 7,52 1,89 0,09 1088-023 521 0,16 264 16,61
Vil 43 1 451 19 -005 0,26 017 270 0,12 128 10,36
Vil 95 5 4,04 1,88 -0,02 0,06 -022 4,48 001 0,01 9,34
IX 66 29 451 1,88 024 5,07 001 o001 -001 0,01 10,36
X 84 25 3,99 1,87 0,04 012 001 0,01-0,22 4,52 9,23
Xl 52 18 4,30 1,88 -0,13 153 -0,16 235 0,10 1,03 9,90
Xl 51 14 5,03 1,86 0,02 0,07 018 294 -005 0,34 6,49

GL: grupo de ligacéo; cM: distancia do QTL considerando mpito marcador do grupo de ligagao
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Figura 2 —Resultados do método de mapeamento por intervalo utilzarad abordagem da im-
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5 DISCUSSAO

A maioria dos caracteres de importancia agronémica e edeabda cana-de-acucar possuli
natureza poligénica. Deste modo, métodos quantitatiwogrel eles o mapeamento de QTLs, tém
sido corriqueiramente utilizados para avaliar os genétgminteresse e buscar maior entendimento
da arquitetura genética de tais caracteres quantitafh@em, no mapeamento de QTLs, a falta de
informacé&o dos genadtipos dos QTLs ndo observados € uma aladegr dificuldades encontradas
em funcdo da baixa saturacdo dos mapas genéticos. Paraneoregese problema, métodos de
imputacao de genotipos ndo observados podem ser empreggapoegados visando a obtencgéo de
estimativas mais eficientes (BROMAN; SEN, 2009).

No presente trabalho, ao utilizar o método de mapeamentofgovalo com implementacéo da
imputacao multipla, foram detectados 57 QTLs para os qeanacteres de interesse: Fibra, POL,
PC e PP. Foram mapeados 14 QTLs para o carater Fibra, 19 paraterd?OL, 12 para o carater
PC e 12 para o carater PP. Observa-se que o menor numero den@pkados foi relacionado aos
caracteres PC e PP, respectivamente. Tal observagéao pqdstsieada pela natureza quantitativa
de tais caracteres, que sédo bastantes influenciados pakraeconsequentemente apresentam os
coeficientes de herdabilidade intermediarios (Tabela 2le ¥inda ressaltar que o carater PP foi o
que apresentou o maior CV(%) dentre os caracteres anaisacksionando portanto a diminui¢ao
do poder de deteccdo de QTLs para esse carater. J& o caratdoiRDgue apresentou maior
namero de QTLs mapeados. Pelo fato do carater POL apreseatares valores de coeficientes
de herdabilidade, € esperado que o poder de deteccdo de @meLegse carater em questao, seja
maior. O mesmo raciocinio, pode ser estendido ao caratet, l§jbe apresentou o maior coeficiente
de herdabilidade, dentre os caracteres avaliados.

Em relacdo a todos os caracteres avaliados, 0 numero tofal'lde mapeados foi considerado
alto. Embora o mapa genético final tenha totalizado 4370 ci3egtupos de ligacéo, observou-
se que as condicdes experimentais para avaliacdo dospena@bs individuos ndo foram ideais,
uma vez gue considerou-se para a maioria dos caracterésdagalum Unico local e apenas duas
repeticbes. Dado este fato, era esperada a reducéo nadetiec@QTLS, 0 que nado foi observado.
Porém, é importante ressaltar que para a estimativa dal{iiti@eshold, utilizou-se o método pro-

posto por Vieira et al. (2000), que embora seja uma metodotmyriqueiramente utilizada, possi-
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bilita a admissado de QTLs falsos-postivos, o que pode taiatado o alto nUmero de QTLs mapea-
dos. Deste modo, sugere-se que em estudos futuros sejaradealmétodos baseados em testes
de permutacdo (CHURCHILL; DOERGE, 1994) para a determimagélimiar, afim de diminuir

a ocorréncia do erro tipo |. Apesar disso, acredita-se quidizagdo da imputacdo multipla para a
identificacdo de QTLs traga vantagens ao mapeamento quandodes experimentais ndo ideais
séo utilizadas.

O unico trabalho que avalia a eficiéncia da abordagem da ag@oimultipla no mapeamento de
QTLs foi relatado por Sen e Churchill (2001), que reanaisaum conjunto de dados implemen-
tando a imputacdo multipla de pseudomarcadores. Essaesundtatam a deteccdo de um maior
numero de QTLs apds a utilizagdo da imputacdo multiplandsa recomposicdo de genotipos
nao observados, do que quando realizado o mapeamento sepleangntacdo desta. O aumento
do numero de QTLs detectado, segundo esses autores, podeas@nado pela variacdo exis-
tente nos gendtipos imputados de cada pseudomarcador arfocatizacéo pois, uma vez que séao
gerados varios conjuntos de dados moleculares comple(adotendo marcadores observados e
pseudomarcadores), a variagdo existente em cada uma das@dgs € adicionada como estima-
tiva da incerteza relacionada a imputacéo (a incertezaele ggeudomarcador ndo seria realmente
aguele observado), aumentando assim, a eficiéncia naziac@ti dos QTLSs.

Observou-se que os valores de LOD Score obtidos para o®aaascteres variaram entre 7,52
e 3,81. Determinados QTLs apresentaram o valor de LOD Sofaedr ao limiar de 3,90, porém,
tais QTLs foram incluidos nos resultados, apenas de forpecakativa. Isto porque, ao observar
as cuvas de mapeamento dos QTLs Il e XIV para o carater Fib@HE_oXVI para o carater POL,
€ observado um pico caracteristico, indicativo de um QThtd para as respectivas localizagfes
citadas. Esses QTLs servem como um ponto inical para estuidoss, visando a confirmacao de
tais QTLs como significativos ou falsos-positivos. Em rétags efeitos de cada QTL mapeado,
de um modo geral foram detectados efeitos aditivos e/ou aendmcia, significativos em todos os
QTLs mapeados. Houve predominancia dos efeitos aditieantbos os parentais, para todos os
caracteres avaliados, indicando portanto que os geniiitezsdos neste trabalho, foram capazes
de fornecer um numero significativo de alelos favoraveia pgsrogénie.

Verificando ainda o comportamento das curvas de mapeamemteterminados QTLs para os
diferentes caracteres, nota-se que, para o carater Figrapo de ligacdo 20, apresenta evidéncias

de possiveis QTLs localizados préximos a regido de 14 cMO&gp que tais evidéncias sejam
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resultado de efeitos do QTL Il localizado na posi¢céo 14 cM. €&mo comportamento foi comu-
mente observado em outros grupos de ligacdo e em outroderasacomo por exemplo, para o
carater POL, no grupo de ligacdo 44 e 14 séo verificados sfet@sionado pelos QTLs Il (72 cM)
e Il (21 cM), respectivamente. J& ao considerar o caratenB€grupos de ligagcdo 67, 7 e 26, ha
evidéncias de efeitos ocasionados por QTLs fora do inedalmapeamento. Observou-se simi-
lares efeitos nos grupos de ligacéo 42, 22 e 51 do caraterd@laslessas observacdes, € possivel
afirmar que embora o método de mapeamento por intervaloespeealgumas vantagens como a
facil implementacéo e execuc¢do, apresenta como desvamtagepossibilidade de controlar a in-
terferéncia de QTLs localizados fora do intervalo em estho consequente localizagdo de QTLs
falsos-positivos. Métodos que consideram a inclusao dmsfecasionados por QTLs localizados
em intervalos adjacentes, como sugerido por Zeng (1993})%ao e Zeng (1997), podem ser
utilizados visando a identificacdo de QTLs mais precisaeent

Porém, embora o modelo de mapeamento utilizado para bus@Ths tenha sido o mapea-
mento por intervalo, o qual possui algumas desvantagens citatlo anteriormente, € notavel
que a técnica da imputagdo multipla incorpora vantagensateim de mapeamento por incluir a
incerteza associada as imputacoes, através da variaraa pbr meio da realizacdo dasim-
putacdes (RUBIN, 1977). Essa variancia € observada tantoodge cada imputacdo quanto entre
as imputacdes e portanto as incertezas dos dados imputalgesrsetamente incorporadas na in-
feréncia final, resultante da média ponderada de todas asdgges.

De acordo com Rubin (1987), o numero dasmputacfes geradoras da variancia, é variavel de
acordo com cada cenario em estudo. Em geral quando se atilézanica da imputacdo multipla,
simular entre trés e cinco versdes de bancos de dados cadyseé suficiente para obter uma
estimativa de variacédo eficiente. Porém, uma vez que nomeesstudo, foi considerado um “grid”
de 1 cM ao longo do genoma, optou-se por realizar dez versdiespitacdo para cada localizacéo
ao longo dos grupos de ligacdo, objetivando assim, gerarratadncerteza relacionada a cada
imputacdo em cada localizagdo. E importante ressaltar quem®@ro de imputagdes realizados
(m = 10) levou em consideragéo o pequeno “grid” de espagamentaraarfenta computacional
existente para execucdo das analises e o0 modelo genéticnidsgpara 0 mapemento de QTLS.
Em estudos futuros, sugere-se que um maior numero de infiastaeja realizado pois acredita-se
que com a utilizacdo de maior niumero de imputacgfes, a detele;fossiveis falsos-positivos ao

utilizar o método de mapeamento por intervalo, seja reduzid
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Ainda relacionado ao mapeamento de QTLS, observou-se tgerendeados QTLs considerados
no presente estudo, foram mapeados em regiées gendmidagpnéximas dentro do mesmo grupo
de ligacao, porém para caracteres diferentes. Essesadsufugerem a existéncia de uma possivel
correlacdo genética entre tais caracteres. No entantogéadde relevancia notar que a presenca
de QTLs referentes a diferentes caracteres, localizadastenaalos préximos evidenciam além da
correlacé@o entre caracteres, a presenca de efeitos deqbeaoou QTLs ligados, sendo portanto
interessante, estudos adicionais para a confirmacao degsascoes.

Um detalhe interessante observado no presente trabalhe, @gavaliar os perfis das curvas
de mapeamento que representam a media ponderada de todgsutescdes (curvas em azul, Fi-
guras 2-5), verifica-se que em todos os grupos de ligacaoforata detectados QTLS, tais curvas
seguem aproximadamente o perfil da curva da imputacao dudil/(curva em cinza, Figuras 2-5),
que apresentou maiores valores de LOD Score. Esse compeaittagesperado uma vez que para
o célculo da média ponderada de todas as imputacfes saderaakis 0s pesos de cada uma das
imputacdes. Consequentemente, aquelas imputacdes ghersam os maiores pesos sao aquelas
gue contribuem em maior parte para a estimativa da médieepada. No entanto, a estimativa dos
pesos de cada imputacdo é baseada na estimativa da veltwasgaide cada imputacéo para cada
localizac&o, de acordo com o modelo genético de mapeamssumalo. Para aquelas imputacdes
gue apresentaram maior verossimilhanca, foram atribui@disres pesos e consequentemente con-
tribuiram em maior parte para a estimativa da média pondetadodas as imputa¢des. Uma vez
gue a estimativa do LOD Score apresentado por cada curva pieamanto possui relacdo com a
estimativa de verossimilhanca, fica claro que as maiore@sa#nas de verossimilhanca, apresen-
tardo maior valor LOD e concomitantemente contribuirdo esmongrandeza para a estimativa da
média ponderada de todas as imputacdes, justificando podsiperfis apresentados.

Ainda em relacao aos perfis da curva de mapeamento, em todasvas apresentadas neste
trabalho, o perfil das mesmas é dado em forma de picos aguftmentemente do que é observado
guando se trabalha com outras metodologias de mapementotpmalo, como por exemplo, a
abordagem proposta por Haley e Knott (1992). Supfe-se qpertd € observado pelo fato de
gue em cada localizacdo, onde é realizada a imputacao, bédahiidade de ocorréncia de quatro
classes genotipica®!Q!, P1Q?, P?Q! e P?Q)?, sendo que determindas classes sdo mais provaveis
do que outras de acordo com a localizacdo e a probabilidattgpomio obtida. Porém, para a lo-

calizacdo adjacente a anteriormente imputada existennoquavas probabilidades de ocorréncia
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das classes genotipicas. Supondo-se que para uma detgirocalizacédo foi imputado o genoétipo
P'Q*', o qual condiciona os preditores genéticos 1,1,1 e que riggmoadjacente foi imputado o
gendtipoP?Q!, o qual condiciona os preditores -1,1,-1. De acordo com os®rp é observado
gue os preditores genéticos estimados, possuirdo valdeesrdes, resultando portanto em estima-
tivas com valores distintos para cada posi¢ao analisadand@itais estimativas sao transpostas em
forma de curvas, € entédo observada claramente a formacaovds @apresentando a caracteristica
de picos agudos, pois o0 padréo da imputacdo de pseudom@sadm € continuo ao longo de
todo o genoma, ou seja, nas posi¢cdes adjacentes de umaidatiartocalizacdo é esperado que
diferentes gendtipos sejam imputados, condicionandceaetiifes preditores genéticos. Comporta-
mento similar, em que as curvas de mapeamento resultanteéthas das imputacdes ponderadas
apresentou picos agudos, foi observado por Sen e Chur2ddLLy.

Outro detalhe observado é que quando se trabalha com o mapeade QTLs em cana-de-
acucar, especificamente utilizando apenas marcadores agragose segregacdo 1:1 e 3:1, é co-
mum observar que nem sempre os marcadores molecularesdorneformacéo suficiente para
a distingdo das quatro classes genotipicas para a est@indativpreditores genéticos. Geralmente
nessas circunstancias, as matrizes dos preditores genptidem ser singular, de modo que tais
preditores podem ser obtidos por meio da combinacao lireeanttos preditores. Porém, € comum
observar problemas de multicolinearidade que geram coagdles na estimagao dos parametros
em um modelo de regressao, ocasionando reducao da preaisétencao das estimativas (BELS-
LEY; KUE; WELSCH, 1980). Por exemplo, aqueles grupos de;gecontendo apenas marcadores
do tipo D,, fornecem informac&o suficiente apenas para a estimativardoaste referente ao efeito
aditivo do genitor”; o mesmo ocorre para marcadores do fipo onde ha possibilidade de estima-
tivas apenas do efeito aditivo do genitgr Margarido (2011), afirma que mesmo naqueles grupos
de ligacdo onde séo observados trés tipos de marcadoresss$idifidade da existéncia de coli-
nearidade. Porém, com a técnica da imputacéo multiplagaal@localizagdo ao longo do genoma,
foi observada a néo existéncia de colinearidade em todosup®g de ligacdo. Isto porque foi
considerado que a probabilidade baseada na abordagerpantdticalculada via HMM, é condi-
cional aos marcadores observados. Sendo assim, caso odgligacdo fosse composto apenas
por marcadores do tipD; e fosse observada a “presenca do alelo”, as possiveiscizasetipicas
observadas seriafi' Q' ou P'Q? (com iguais probabilidades). Caso fosse observada a “ elasén

do alelo” para esse mesmo tipo de marcador, as possiveseslgenotipicas observadas seriam
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P2Q' e P2QQ? (com iguais probabilidades).

Uma vez que no processo da imputacdo multipla sdo consaersl probabilidades condi-
cionais das quatro classes fenotipicas dentro de cada geufigacdo, e que dentro de todos os
grupos de ligacdo em estudo foram observados tanto presengaauséncia dos alelos para os
determinados marcadores que compdem o0s grupos em quesidgificado que em determinadas
imputacdes onde ocorreu a “presenca do alelo”, foram indjpgtam dadas localiza¢des o genotipo
P'Q' enquanto que em outras localizagées, foi imputado o geméti)?. Ja em determinadas
imputacdes, dentro do mesmo grupo de ligagéo observou-seis€hcia do alelo” e consequente-
mente foram imputados em determinadas localizagdes oigendt()' enquanto que em outras
localizacGesP?(Q%. Sendo assim, dentro de um mesmo grupo de ligacédo foramawigsias qua-
tro classes genotipicas. Observou-se tal comportamentodos os grupos de ligacdo em estudo.
Consequentemente foi possivel a estimativa dos predigeriticos sem a existéncia da colineari-
dade e deste modo, todos os contrastes foram incluidos hseaté QTLs, demostrando assim,
gue a utilizacdo da imputacdo multipla para recomposicagedétipos nao observados facilitou o
processo de mapeamento de QTLs em espécies poliploides.

E importante ressaltar que QTLs n&o identificados no presetialho, porém citados em outros
trabalhos envolvendo o mapeamento genético em cana-darapddem nao ter sido identificados
por algumas razdes, tais como estarem localizados em sagdpdgenoma que nao foram mapeadas
ou ainda serem QTLs de pequeno efeito. E valido observar goeparacdo de resultados entre
trabalhos que envolvam o mapeamento de QTLs principalnenteana-de-acucar € dificultada,
pois nem sempre séo utilizados os mesmos genitores parageypulacdo de mapeamento, sendo
assim, diferentes populacées de mapeamento sdo avalidelado-se resultados diferentes. Além
disso, diferentes metodologias genético-estatisticaisBradas para avaliar diferentes conjuntos
de dados, resultando portanto em observacdes intrinseeasdrabalho.

Verifica-se que algumas limitagdes inerentes ao delinetmegperimental, ocasionaram a queda
da precisdo experimental, uma vez que para a maioria doste@s as estimativas fenotipicas
foram avaliadas em apenas um local considerando duasg@peti Além disso, o delineamento
utilizado impossibilitou estimativas de componetes dalpcdo da cana-de-aglcar de grande im-
portancia, como € o caso dos caracteres TCH (toneladas deoahectare) e TPH (toneladas de
POL por hectare), justificando portanto, o motivo pelo qaml taracteres de importante grandeza

nao foram avaliados diretamente, mas sim a partir de vattgesedidas ao nivel de parcela, que
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nao podem facilmente ser extrapolados para areas maiargsreSse o uso de parcelas contendo
dimensdes representativas, maior nimero de repeticOesipe miimero de locais avaliados.
Observa-se também que os métodos utilizados tanto parastawgio do mapa genético de li-
gacéo quanto para realizagdo do mapeamento de QTLsS, cansgjenas a inclusdo de marcadores
que apresentaram segregacao em dosagem unica (1:1 e Ffe.nlo, verifica-se a necessidade
de aperfeicoamento de técnicas genético-estatisticagguam diferentes tipos de segregacao,
permitindo assim, a utilizacdo de marcadores que fornecaiorimformacgao genética, a contrucao
de mapas genéticos mais saturados e consequentementerd@dmpoder na detecgéo de QTLs.
Em relacdo a abordagem da imputacédo multipla, verificageeras limitacdes como por exem-
plo, nunca foram realizados estudos que demonstrem quajaitida da saturacdo do genoma em
relacéo a proporcdo de marcadores observados ao longo dmggeau seja, o quanto o tamanho
de determinado “grid” de espagamento em relagéo a quastidéal de marcadores observados,
interfere nas estimativas de QTLs. Além disso, a técnicamauiacdo multipla utiliza um tempo
maior para realizacéo das analises devido a complexidaeleetecdo das: andlises de QTLS.
Contudo, métodos que incluem a abordagem da imputacaghaldtijetivando tratar a infor-
macédo de marcadores ndo observados nunca haviam sidegadestem espécies heterozigoticas e
polipldides, como é o caso da cana-de-acgucar. A utilizagané&todo de mapeamento por intervalo
com a implementac¢do da imputagdo multipla de pseudomaesfin considerada uma ferramenta
adicional para a localizacdo de possiveis QTLs e permitiatacgdo de QTLS com sucesso, em
regides que anteriomente seriam desconsideradas. Dedte awedita-se que os resultados do
presente trabalho foram validos e contribuam de forma anbsstl para futuros estudos que obje-

tivem melhor compreenséo da arquitetura genética dosteega@uantitativos da cana-de-agucar.
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6 CONCLUSAO

O método de mapeamento por intervalo utilizando a abordatgeimputacao multipla foi efi-

ciente para o mapeamento de caracteres quantitativos dadeaacucar.
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os geniteresita-de-actcar IACSP95-3018 e
IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL1 GL2 GL3 GL4 GL5 GL6
0,0 —— Cir026_2 0,0 aaccaald 0,0 aaccaal5 0,0 aaccaa21 0,0 aaccaa33 0,0 —f)—aaccaa34
16,6 actctt22
22,3 agactg39
25,2 ——— aaccaal5 J
26,7 actctt17 203 aagoag33 271 scbh423 7
33,3 scb311_6
37,9 sch435_2 37,8 scb311_4
44,9 ——— cgtacg01
50,3 ——— aaccat03
55,5 scb236_5
62,3 ——— cgcacc06

82,5 ———sch222_2

GL7 GL8 GL9 GL10 GL11
0,0 aaccac06
0,0 aaccaa37 3,5 cgtagc19 0,0 aaccac10 0,0 :S\ SMC36Buq_5 0,0 Cir067_1
104 cv038_14 cv038_15 20 scb006_1
11,9 SMC31Cuq_6 1,2 Cir036_1
134 grg? ; _g 15,2 —— aagcat06 ’ -
14,9 1r012_{
221 actctt32 25,1 —1—1scc038_1 aaccac15
28,1 — [~ scb52_1
33,4 SMC843_5
37,0 cgcacco3 38,8 —— scb270_13
44,4 scb285_3
48,1 ——— scb428_2
54,2 cgtacal9 55,4 scb312_2
58,9 ——— scb270_7 ’ -
83,8 ——— scb270_11

107,8 ——— scb428_3
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os genit@esoa-de-acticar IACSP95-3018 e

IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL12 GL13
0,0 scb297_10 0,0 scb285_7
35 sch312_5
121 scb297_9
200 Cir067_2 26 scb312_8
280 Cir036_2 29,1 Cir036_7
44,4 scb312_6
50,6 aaccac27
GL17 GL18
0,0 —}— aaccac39 0,0 aaccac41
14,3 actctg26
19,7 ———scb213_2
27,0~ | -¢cv038_9
28,2~ [—cv038_8
31,77 [N Cir001_2 SMC31Cuq_2
45,5 ——— agacgti2 43,7 cgcaag08
81,3 ———Cir012_5

GL14
0,0 scb219_2
71 scb041_2
13,5 Cir036_5
25,0 scb285_5
28,4 scb312_3
36,2 Cir067_4
GL19
0,0 —— aaccati
26,0 —1—scb378_3
33,9 —— Cir035_4
44,0 ——1— Cir032_10
52,3 —— Cir056_4
72,6 —o— scb207_4

0,0
8,0

GL15

:D: Cir021_3
SMC415MS_5

GL20

0,0 —f

39,7
47,8 —

61,6 —

91,8 —

A— aaccat47

——sccl7_7
—— scb423_8

—— cgcaagi2

T— accctc08

GL16
0,0 aaccac29
16,4 sca047_2
31,7 Cir051_3
54,4 scb002_1
GL21
0,0 aagcag06
14,6 scb248_7
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os geniteresta-de-actcar IACSP95-3018 e
IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL22 GL23 GL24 GL25 GL26 GL27
0,0 aagcagi 0,0 sch259_5 0,0 aagcag40 0,0 :@: aagcat18 0,0 aagcat25 0,0 aagcat33
15.1 Cir012 7 13,1 acgctt41 12,2 SMC687CS_4
18,1 cgtaca03 ’ - 18,7 scb259_1
21,2 sca053_3 029 6
25,0 scb436_6 229 ©cv029_
305 acgcag2! 27,7 scb118_1
33,4 aagcag30 » gcag:
38,2 SMC448MS_1
48,1 scc045_2
51,7 SMC448MS_6 48,6 sca053_5
GL28 GL29 GL30 GL31 GL32 GL33
0,0 —+— aagcat43 0,0 aagcat45 0,0 —+—scc001_8 0,0 accctc05 0,0 accctc09 0,0 —— accctc10
17,8 ——— aagcat47
27,6~ smcadsms_s 236 sc05_4 24,0 ——— acgett31
32,5~] |- SMC448MS_3 31,3 Cir032_5
35,0 —-—scbodo_4 327 scc038.4 o) ZHT vo29. 9 .
44,1 SMC1011HA_3 J
47,0 ——— acgctt3s 49.4—— sca053_8 485 scc19_1 45,9 cgcacc19
60,1 ——— cgcacc02
69,4 ——— sca053_7
73,6 ——— scc030_3
84,6 — |~ cv037.6 86,3 —— Cir023_5
99,5 ——+—¢cv037_5
105,7 —1— SMC863CG_6
120,4 ——— sca053_6

142,9 ——— scc001_2
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os genit@resuda-de-acticar IACSP95-3018 e

IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL34 GL35
0,0 —y—accctc24 0,0 ——lagacgt17 SMC236CG_1
14,5 ——— scb222_3
19,5 ———acgcag14
— ac_:gcago5
31,21 SMC1047HA3 [ Cir026._3
35,3 ———scb423_5
44,2 ——— SMC1047HA5
| SMC21AS 2 48,3 —— SMC119CG_1
55,1 ——— scc033_1
66,6 ——— scb73_2 67,8 —5— agactg13
73,6 —t1—sccl7_1
83,0 —1—sccl7_5
98,3 ———scb016_1
120,9 —— cgtaca24 cgtaca23
132,56 ——— cgcaag2
GL39 GL40 GL41
0,0 acgctto3 0,0 —— acgctt25 0,0 acgctt16
12,8 actctt15
25 cgeaagll 237 ———acgctt06 245 sca031_1
36,2 ——— acgctt36
50,5 scb227_3 52,1 ——— acgctto? 49,3 actctt14
74,0 ———scb292_6

GL36

37,8

53,0

acgcag16

14,2

cv038_16

Ciro12_2

GL42

22,6
31,1 —

57,4 —

=

— acgctt21

— SMC1047HA8
— SMC1047HA6

— cgtacg02

0,0

GL37

acgcag17

sca007_1
19,3

GL43

0,0

14,7
25,0

35,4

acgctt32

scc05_3
scb436_5

scb192_6

0,0
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os genit@resnia-de-acticar IACSP95-3018 e
IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL44 GL45 GL46 GL47 GL48
0,0 —~— acgctt40 0,0 :D: actcag14 0,0 ——actcat17 0,0 actcat35 0,0 actctg29
—1—scb272_1

205 | sca048_2 17,3 cgcaag03 17,1 scl 2 20,2 cgeaag0?

31,4 —1— scb381_1
40,4 —— scb225_3 378 scb226_5
51,4 ———sca061_4

59,1 ——1—1scb221_4 scb221_3
79,0 ———Cir014_1

85,1 ——— sca048_1

GL49 GL50 GL51 GL52 GL53
0,0 —— actctt24 0,0 actctt34 0,0 actctt35 0,0 agactg07 0,0 agactgii

16,6 scb246_7
24,0 scb100_8 24,0 scb292_12 scb292_13

29,1 —— Cir018_1 273 cgcaag0s 28,4 scb227_2

N 325 scb189_2

40,6 —— Gir032_6

54,1 ——— scb001_2

59,5 ——— Cir032_7 scb001_3

66,5 —{— sca047_4

87,9 —— Cir032_8

94,8 ——— cgtagc09

128,6 ——— Cir035_1
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os genit@resuda-de-actcar IACSP95-3018 e
IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL54 GL55 GL56 GL57 GL58 GL59
0,0 :@: agactg38 0,0 agcectc01 0,0 —~— agcctc09 0,0 SMC280CS_5 0,0 cgtaca05 0,0 cgtaca28
111 sca048_6 8,5 cgcacc22
16,0 cgtaca04 16,3 cgtagc11 15,9 scb055_1
25,0 scb100_2
32,0 SMC232MS1 32,0 ——1— cgtagc15
33,6 sch435_6 36,2 cgtacg09
44,3 ——— agacgt2
48,7 SMC843_1
55,6 ——— scb428_6

62,3 ———scb058_2

GL60 GL61 GL62 GL63 GL64

0,0 :@: cgtaca29 0,0 cgtagc07 0,0 ——SMC2017FL_5 0,0 —f}— cgtaagi2 0,0 —— cgcacg06
8,1 scb082_1

14,7 scb423 9 16,9 ~] |- cgtage20
18,3 | ™ cgtagcz4

25,1 7 cgtaag09 27,4 ——— cgtaag10
35,5 ——— cgcaag2s

56,9 ——— cgtaag40

60,0 ———scb130_10 62,2 —— cgtaag17 cgtaag32

70,8 ———cgtaag11 cgtaag0s

79,0 ——— cgtaag28
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os geniteresta-de-actcar IACSP95-3018 e
IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL65 GL66 GL67 GL68 GL69
0,0 ——cgcagei7 0,0 cgtaag23 0,0 —f ) cgcacgl7 cgcage19 0,0 agacgt03 0,0 agacgtos
7.0 cgcageti
15,1 ——— cgcagc01
25,7 ——— cgecagel12 22,5 cgcacc05
32,0 cgtaag34
37,9 —— cgcage10 36,5 SMC2039FL_3 303 Cir024 4
44,1 ——— cgcacg10
52,3 SMC2039FL_4
60,2 —7— cgtaag30 61,1 —— cgcagc06

82,3 ——— cgtaag16

GL70 GL71 GL72 GL73 GL74 GL75
0,0 —~+—scb060_3 0,0 agacgt19 0,0 agacgt22 0,0 agacgt26 0,0 cgcaag09 0,0 SMC2017FL_7
6,5 scb423_12
12,4 scb194_1
16,1 cgcaccii - 16,4 cgcaca02
ais o 19,0 Cir004_2
,3 1 agacg 25,0 scb272_3
27,0 cgcacc21 » — 27,9 sccl7_6
31,0 ——— scb292_1 ’ - 314 SMC415MS_6
38,5 —— scb423_11
51,1 ——— SMC1047HA7
57,4 ———scb262_3 554 scb248 8

69,3 ———scb423_2
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os genit@resda-de-acticar IACSP95-3018 e
IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL76 GL77 GL78

GL79 GL80 GL81
0,0 cgcaca07 0,0 cgeacc01 0,0 cgtacgit oo scb040_1 0,0 Cir001_1 0,0 Cir001_3
39 sch025 2 2,4 Cir026_5 .
6,8 Cir012.4 g SMC31Cuq_4
15,2 scb130_4 15,2 cgtacg16
21,3 scb259_6
24,7 scb307_2
28,9 scb210_2
GL82 GL83 GL84 GL85 GL86 GL87
0,0 Giro51_1 0,0 Gir018.4 0,0 Gir021_1 0,0 Gir021_2 0,0 Gir032.3 0,0 Cir036_3
6,7 Ciro04 5 63 scb268_1 54 SMC415MS_7 53 sca047_1
12,1 Cir051_2 126 Cir067_5
20,8 SMC2017FL_3 19,9 scb285_1
29,3 SMC2017FL_9
385 S0b307_1 400 scb219_4
GL88 GL89 GL90 GL91 GL92
0,0 :@: Cir051_5 0,0 cv029_4 0,0 cv029_5 cv037_3 0,0 cv037_7 0,0 sca031_2
; 13,7 scb014_2 scb014_3
138 Cir0s6._1 14,2 SMC448MS_4
232 cv037 1 21,9 scc001_6 19,1 SMC448MS_9 21,4 scb288_3

47,7 scc001_5
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APENDICE A - Mapa genético de ligacdo do cruzamento entre os geniteresita-de-actcar IACSP95-3018 e
IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL93 GL94

GL95 GL96 GL97 GL98

0,0 sca061_1 0,0 :@: scb006_3 0,0 scb007_10 0,0 scb007_1 0,0 scb007_9 0,0 scb027_1
75 scb058_1

56 scb043_9
14,8 scb436_7
18,4 sch248_4 16.1 §cb208_1 g s
237 SOD007 7 p5 4 5cb208.5 : =
324 scb043_6 31,9 Scb208_4
49,2 scb208_11
54,1 scb208_10
GL99 GL100 GL101

GL102 GL103

0,0:@:scb058j 0.0 Scb060_1 o,O:B;scbmJ 00 scb130_2 0,0 scb174_1

:@: b174_2

12 schd28 8 111 SMC1047HA9 159 scb307 4 scb256 1 124 scb130 3 ¥ scb174_
217 scba23 13

31,2 scb262_4
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APENDICE A - Mapa genético de ligacio do cruzamento entre os genit@resuda-de-acticar IACSP95-3018 e
IACSP93-3043 baseado em 220 individuos

GL104 GL105 GL106 GL107 GL108
0,0 —5—1scb208_2 scb208_3 0,0 :@: scb208_6 0,0 scb222 5 0,0 sch232_1 0,0 scb263_1
5,3 scb435_7
17,0 scb298_1
23,2 SMC236CG_2 241 scb297_1
GL109 GL110 GL111 GL112 GL113

0,0 scb292_10
0,0 scb270_8 10 > Scb202 11 0,0 :D: scb300_3 0,0 :B: scb311_5 0,0 scb97_3
10.1 scb300_4 116 scb311_7
19,0 scb270_3

27,3 scb97_4
32,8 SMC36Buq_1



