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se não fosse por ela,

não teria chegado tão longe...

DEDICO



4

Agradecimentos

A Deus (óbvio).
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A CAPES pela bolsa no ińıcio do curso e, consequentemente, pela obrigatoriedade de

fazer o PAE (uma das melhores experiências que tive durante todos esses anos na ESALQ).

Ao CNPq, pela bolsa de estudos.

A FAPESP, pelo financiamento do Projeto de Iniciação Tecnológica (PITE) que permitiu

a obtenção dos dados usados no presente trabalho e em especial à coordenadora do mesmo,

Dra. Anete Pereira de Souza.

Ao professor Antonio Augusto Franco Garcia, pela orientação, pela amizade e por ter me

encontrado no meio de uma aula de Cálculo Diferencial e Integral, além da iniciação cient́ıfica
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vamente), com quem aprendi a gostar dessa duas áreas... e não é que estou estudando algo
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dentro de um único for, não é tarefa para qualquer programa estat́ıstico). Agadeço também

os pioneiros que desenvolveram os pacotes: MASS, stats, car, xtable, nlme, lme4, pois deram

contribuição substancial. E não me esquecendo do mais importante de todos (JABÁ), o
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Resumo

Desenvolvimento de modelo genético-estat́ıstico para mapeamento

de QTLs em progênie de irmãos completos, com aplicação em

cana-de-açúcar

A cana-de-açúcar é uma espécie de elevada importância econômica, uma vez que o páıs
é o maior produtor mundial desta cultura. Atualmente, recebe importância maior devido as
questões econômico-ambientais geradas pelo seu principal produto, o etanol. Neste contexto,
há um cenário de potencial crescimento para cultura, em que o melhoramento genético pode
contribuir com o desenvolvimento de cultivares mais produtivos e eficientes para diversas
condições de cultivo. Os programas de melhoramento genético poderiam utilizar as infor-
mações obtidas com o mapeamento de QTLs para tornarem-se mais eficientes. Para tanto,
faz-se necessário o desenvolvimento de abordagem que permita o mapeamento de QTLs em
cana-de-açúcar com maior precisão. Os modelos genéticos-estat́ısticos desenvolvidos para o
mapeamento de QTLs, normalmente são baseados em populações experimentais originárias de
linhagens endogâmicas e espécies diploides. No entanto, para espécies como cana-de-açúcar,
eucalipto, maracujá, a obtenção deste tipo de material é impraticável pela alta depressão
por endogâmia existente. Dessa forma, estudos de mapeamento são conduzidos com uso de
progênies de irmãos completos, normalmente fazendo adaptações para que as metodologias
existentes possam ser usadas, o que induz a várias desvantagens. Assim, o trabalho apre-
sentou dois objetivos: i) desenvolvimento de uma abordagem para mapeamento de QTLs
em progênies de irmãos completos, utilizando mapa integrado e mapeamento por intervalo
composto. ii) aplicação do presente modelo em caracteres relacionados a produtividade em
cana-de-açúcar. Verificou-se que o novo modelo foi superior as abordagens já existentes na
literatura, pois em estudos de simulação os QTLs foram detectados com maior poder esta-
t́ıstico e também com maior precisão. A aplicação do modelo em dados de cana-de-açúcar
permitiu a identificação de maior número de QTLs do que a abordagem comumente utilizada
para esta cultura. O maior poder estat́ıstico desta metodologia contribuiu diretamente para
detecção de novas regiões que apresentam associação com caracteres de produção. Vale des-
tacar que o modelo detectou QTLs com diferentes padrões de segregação, além de indicar a
provável existência de QTLs que se expressam ao longo dos cortes.

Palavras-chave: CIM; Modelos de mistura; Análises multiponto; Verossimilhança; Segrega-
ção; Fase de ligação; EST-SSR; EST-RFLP
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Abstract

Development and application of genétic model for QTL mapping

in a full sib family

Sugarcane has great economic importance to Brazil, which is world’s largest producer.
Currently, sugarcane receives worldwide attention due to the economic and environmental
issues generated by its main product, ethanol. In this context, there is a scenario of potential
growth for the culture, in which breeding can contribute to the development of new cultivars,
more productive and effective to explore environmental conditions. Breeding programs could
use the information obtained form QTL mapping to become more efficient. Thus, it is ne-
cessary to develop new statistical methods that allow QTL mapping in sugarcane with more
precision. Statistical models developed for QTL mapping are usually based on experimental
populations obtained from inbred lines. However, for species such as sugarcane, eucalyptus,
passion fruit, inbred lines are not avaliable and then and mapping studies are conducted
using full-sib families, usually making adaptations to existing methodologies, leading to seve-
ral disadvantages since the assumptions are usually unrealist. This work had two objectives:
i) develop an approach for mapping QTLs in full-sibs, using integrated map and compositive
interval mapping. ii) use this model to map QTL for traits related to productivity in sugar-
cane. Results showed that the new model provided better results then existing approaches
in literature. In simulation studies, all QTL were detected with more statistical power and
precision. The application of the model on data from sugarcane has allowed the identifica-
tion of more QTLs than single marker analysis, which is commonly used. The statistical
power contributed to detection of new regions were associated with variation of quantitative
traits. The model also detected QTLs with different patterns of segregation, as well as QTL
expressed across harvests.

Keywords: CIM; Mixture models; Multipoint analysis; Likelihood; Segregation; Linkage pha-
ses; EST-SSR; EST-RFLP
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1 INTRODUÇÃO

O Brasil destaca-se no cenário internacional como o maior produtor e exportador de

álcool e açúcar. Atualmente, o álcool desperta um crescente interesse por ser uma fonte de

energia renovável, sendo sua produção estruturada em culturas ricas em amido ou sacarose,

com grande destaque para a cana-de-açúcar. A importância do mercado de etanol pode ser

observado através da produção mundial que triplicou entre 2000 e 2007 chegando a 50 bilhões

de litros, podendo chegar a 125 bilhões de litros em 2017. O potencial de crescimento do

Brasil seria maior ainda, pois o volume de etanol produzido aumentaria de 17 bilhões de litros

(2007) para 40,5 bilhões de litros (2017) (ORGANIZAÇÃO DAS NAÇÕES UNIDAS PARA

AGRICULTURA E ALIMENTAÇÃO - FAO, 2008).

Este aumento estaria diretamente relacionado com o potencial para produção de eta-

nol produzido a partir de cana-de-açúcar sem o comprometimento de áreas utilizadas para

alimentação humana e animal, além de fatores climáticos e experiência no programa de pro-

dução de etanol a partir de cana-de-açúcar iniciado por volta de 1970. Neste contexto, o

etanol brasileiro é o único biocombust́ıvel competitivo em relação a gasolina e ao óleo crú

(FAO, 2008; GOLDENBERG, 2007).

Ao considerar um quadro de crescimento para a produção de cana-de-açúcar, infere-se

que o melhoramento genético é um fator cŕıtico nesse sistema, pois a produtividade pode

ser condicionada as técnicas agŕıcolas, como correções de solo e aplicação de defensivos, ou

através de fatores intŕınsecos dos cultivares, tais como potencial de produção, resistência a

pragas, doenças e estresses abióticos. Estes últimos somente podem ser modificados com o

melhoramento genético.

A obtenção de novos cultivares em cana-de-açúcar é dificultado pelo fato das variedades

modernas apresentarem uma alta complexidade genética, devido ao seu elevado ńıvel de ploi-

dia, com frequente aneuploidia (HEINZ; TEW, 1987), o que demanda muito tempo e esforço

(SOUZA, 2003). Esta complexidade genômica é resultado de intensos cruzamentos interespe-

ćıficos entre espécies do gênero Saccharum, seguidos de intensa seleção com base em fenótipos

favoráveis para as principais caracteŕısticas de importância comercial e agronômica (MAT-

SUOKA; GARCIA; ARIZONO, 1999). Normalmente, estes caracteres apresentam influência
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ambiental e também são controlados por muitos genes.

O desenvolvimento e utilização de marcadores moleculares possibilitaram o estudo dos

caracteres quantitativos sob um outro aspecto, denominado mapeamento de QTLs (quanti-

tative trait loci), o qual está fundamentado no estabelecimento de associações entre caráter

quantitativo (fenótipo) e marcadores moleculares (genótipo). De forma geral, QTLs podem

ser definidos como regiões cromossômicas que influenciam a variação de caracteres quanti-

tativos (LYNCH; WALSH, 1998; LIU, 1998) e o mapeamento de QTLs é o procedimento

que permite a estimação de posição, efeitos e interações (epistasia) entre diferentes regiões

(ZENG; KAO; BASTEN, 1999), considerando um ou mais caracteres e ambientes simulta-

neamente. Em prinćıpio, essa informação pode ser utilizada em programas de melhoramento

genético para a realização da seleção assistida por marcadores (FALCONER; MACKAY,

1996). Dessa forma, mapear QTLs em cana-de-açúcar pode ser muito útil.

Várias metodologias para mapear QTLs foram desenvolvidas nos últimos anos, entre as

quais destacam-se o mapeamento por intervalo (LANDER; BOTSTEIN, 1989) o mapeamento

por intervalo composto, ou CIM (ZENG, 1994) e o mapeamento por múltiplos intervalos,

ou MIM (KAO; ZENG; TEASDALE, 1999). Esses procedimentos comumente baseiam-se

em populações experimentais provenientes de linhagens endogâmicas. No entanto, algumas

espécies de grande importância econômica, como cana-de-açúcar, eucalipto, citros e maracujá

não possuem linhagens endogâmicas à disposição. Nesse caso, as análises genético-estat́ısticas

relacionadas à construção de mapas genéticos e ao mapeamento de QTLs baseiam-se em

populações desenvolvidas pelo cruzamento biparental entre indiv́ıduos não homozigóticos,

gerando uma progênie segregantes com indiv́ıduos que são irmãos completos.

Métodos para construção de mapas de ligação e o mapeamento de QTLs têm sido desen-

volvidos para esse tipo de população por diversos autores (ARUS et al, 1994; JOHNSON;

JANSEN; ARENDONK, 1999; LIN et al., 2003; RIDOUT et al., 1998; RITTER; SALA-

MINI, 1996; SONG; SOLLER; GENIZI, 1999), sendo que uma dificuldade inerente está na

impossibilidade de caracterizar corretamente as fases de ligação existente entre marcadores

e QTLs. Isto ocorre devido aos diversos padrões de segregação existentes nos cruzamentos e

pelas diversas formas que os marcadores podem estar ligados. Lu, Cui e Wu (2004), Wu et

al. (2002a), Wu et al. (2002b) propuseram abordagens para construção de mapas de ligação

que permitem estimar corretamente a ligação e a ordem entre marcadores, assim como suas
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respectivas fases de ligação, mapas desse tipo podem dar suporte ao mapeamento de QTLs.

Lin et al. (2003) expandiram os conceitos apresentados por Wu et al. (2002a) ao mape-

amento de QTLs em progênies de irmãos completos. No entanto, existem limitações, uma

vez que a abordagem considera apenas intervalos formados por dois marcadores adjacentes,

sem utilizar métodos multiponto. Também foram consideradas como parâmeros as fases de

ligação entre marcadores e QTLs, o que resulta em um modelo de misturas de distribuições

tendo como variáveis latentes os genótipos dos QTLs e fases de ligação. Isso torna as análises

extremamente complexas e ineficientes. Por considerar apenas um intervalo de marcadores

para a realização do mapeamento de QTLs, tal abordagem apresenta as mesmas limitações

observadas ao modelo proposto por Lander e Botstein (1989), a saber: i) a estat́ıstica do

teste pode indicar a presença de um QTL num intervalo, mesmo que o QTL esteja localizado

em intervalos adjacentes; isto ocorre pois os intervalos não são independentes; ii) se houver

dois ou mais QTLs posicionados no mesmo cromossomos as estimativas para os efeitos adi-

tivos e dominância são viesados; iii) o mapeamento considerando apenas a informação de

dois marcadores não é eficiente, levando a redução do número de QTLs mapeados (ZENG,

1994). Assim, Zeng (1994) apresentou o mapeamento por intervalo composto, com modelo

mapeando QTLs dentro de um intervalo formado por dois marcadores como cofatores no

modelo visando controlar efeitos de outros QTL. Isso resultou em uma melhoria significativa

no poder de mapeamento de forma que o CIM é atualmente o procedimento mais usado no

mapeamento de plantas.

Esses fatos expostos contextualizam as pesquisas aqui apresentadas. O mapeamento de

cana-de-açúcar tem sido estudado sob diferentes aspectos visando entender a arquitetura

genética dos caracteres quantitativos, no entanto, para ser posśıvel realizar o mapeamento

de QTLs de forma satisfatória, faz-se necessário o desenvolvimento de uma metodologia de

mapeamento semelhante à proposta por Lin et al. (2003), mas baseada em uma metodologia

de mapeamento superior ao mapeamento por intervalo. O presente trabalho teve então dois

objetivos: 1) expandir a abordagem proposta por Lin et al. (2003) para o contexto do

mapeamento por intervalo composto; 2) mapear QTLs para produtividade, teor de açúcar e

fibra em uma progênie de irmãos completos de cana-de-açúcar.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Aspectos gerais da cana-de-açúcar

A cana-de-açúcar pertence a famı́lia Poaceae e gênero Saccharum, cujo sistema de repro-

dução é predominantemente alogamia. Atualmente, considera-se a presença de seis espécies

neste gênero: Saccharum spontaneum L. (2n = 60 − 128) e S. robustum Brandes e Jeswiet

ex Grassl (2n = 60− 205), S. officinarum L. (2n = 80), S. barberi Jeswiet (2n = 81− 124),

S. sinense Roxb (2n = 111 − 120), e S. edule Hassk (2n = 60 − 80). As espécies do gênero

Saccharum, juntamente com Erianthus sect. Ripidium, Sclerostachya e Narenga, formam o

chamado complexo Saccharum, isto é, um grupo de intercruzamento muito próximo, o qual

originou a cana-de-açúcar. No entanto, estudos moleculares e morfológicos apontariam a

existência de duas espécies S. officinarum e Saccharum spontaneum (IRVINE, 1999).

S. officinarum é uma espécie poliploide com centro de diversidade localizado na Nova

Guiné. Esta espécie também é denomidada ’cana-nobre’, devido ao alto conteúdo de açúcar

e boas caracteŕısticas gerais de industrialização. S. espontaneum é uma espécie altamente

polimórfica e apresenta alta adaptabilidade, podendo ser encontrada em diversas condições

ambientais. Em relação ao melhoramento, é a espécie que contribui para inclusão de resis-

tência a pragas e doenças e perfilhamento, dentre outras caracteŕısticas agŕıcolas. As demais

espécies já foram utilizadas em programas de melhoramento, mas atualmente são apenas con-

sideradas como fonte de variabilidade genética (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 1999).

A obtenção dos primeiros cultivares melhorados ocorreu com a produção de h́ıbridos

interespećıficos entre S. officinarum e outras espécies do gênero Saccharum. Para a recu-

peração das propriedades apresentadas em S. officinarum (genitor feminino) várias gerações

de retrocruzamentos foram conduzidos até a obtenção do material de interesse, no processo

denominado por nobilização. No entanto, verificou-se que nos retrocruzamentos a contribui-

ção genética entre os genitores não era proporcional, isto é, o genitor materno apresentava

maior contribuição para o número de cromossomos nestes novos materiais. O resultado foi a

obtenção de h́ıbridos com alto ńıveis de ploidia e também aneuploides (HEINZ; TEW, 1987).

Atualmente, o melhoramento genético baseia-se em processos de seleção e clonagem de

genótipos superiores de populações segregantes, obtidas através de cruzamentos entre indiv́ı-
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duos diferentes, pois a cana-de-açúcar apresenta alta capacidade de propagação vegetativa e

o florescimento ocorre em condições climáticas espećıficas. Nas etapas iniciais as seleções não

apresentam alta intensidade, pois há poucas repetições para cada genótipo, o que torna as

medidas fenot́ıpicas muito sujeitas à influência ambiental, comprometendo a seleção de mate-

riais promissores. Portanto, a liberação de uma nova variedade somente ocorre após diversos

experimentos, em diferentes locais e anos de cultivo, o que em média demandaria 10 anos

para a obtenção de novo cultivar (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 1999; MATSUOKA

et al., 1999).

Assim, o desenvolvimento de métodos que possibilitem uma seleção mais eficiente ou

precoce, otimizaria os programas de melhoramento genético, incrementando o ganho genético

mais rapidamente. O mapeamento de QTL’s pode ser uma importante ferramenta, pois

permitiria o conhecimento da arquitetura genética dos caracteres quantitativos, auxiliando

na condução de seleção assistida por marcadores (DEKKERS; HOSPITAL, 2002).

2.2 Mapeamento de QTLs

Com o desenvolvimento dos marcadores moleculares, métodos genético-estat́ısticos e fer-

ramentas computacionais, tornou-se posśıvel detalhar a herança e arquitetura genética dos

caracteres complexos, ou seja, estudar regiões do genoma que controlam caracteres quantita-

tivos (QTL - quantitative trait loci) (FALCONER; MACKAY, 1996; MACKAY, 2001).

Ao longo dos anos, várias metodologias foram propostas para a detecção e estimação

dessas regiões, o que permitiu um acúmulo considerável de informações sobre base genética

de caracteres quantitativos de importância agronômica para as principais culturas, como

milho (CARDINAL et al., 2001; MANGOLIN et al., 2004; SABADIN et al., 2008; SIBOV

et al., 2003; ZHAO et al., 2006; WASSOM, 2008a, 2008b), soja (CHAPMAN et al. 2003;

LI; PFEIFFER; CORNELIUS, 2008; TASMA et al. 2001), tomate (CHEN et al. 1999;

GORGUET et al., 2008; MAZZUCATO et al., 2008), dentre outras. Entretanto, ao observar

as propriedades biológicas dos materiais em estudo, os trabalhos podem ser classificados

em dois grupos: i) mapeamento de QTLs para populações experimentais (com linhagens

endogâmicas); ii) mapeamento em populações obtidas com cruzamento de indiv́ıduos não

endogâmicos, como por exemplo as progênies de irmãos completos (LIN et al., 2003).

O mapeamento de QTLs em populações experimentais caracteriza-se pelo desenvolvi-
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mento de linhagens endogâmicas e obtenção de populações segregantes, tais como populações

F2 ou de retrocruzamento. Uma vez que a segregação dos marcadores é conhecida e a pre-

sença de desequiĺıbrio de ligação é maximizada nesses delineamentos, associações entre QTLs

e marcadores podem ser estabelecidas com sucesso. O desenvolvimento de modelos para

mapeamento de QTL’s neste tipo de população é relativamente simples, pois há apenas dois

alelos segregando em cada loco e as freqüências alélicas e as fases de ligação entre marcador e

QTL’s são conhecidas. Por outro lado, o mapeamento de QTL’s também pode ser feito para

progênies de irmãos completos. Neste caso, a população segregante apresenta marcadores

com diversos padrões de segregação, o número de QTLs varia de um a quatro (em diploides)

e a fase de ligação entre os marcadores é desconhecida, assim como entre QTL e marcas (LIN

et al., 2003).

2.2.1 Mapeamento de QTLs em populações experimentais

Diversos autores apresentam detalhes sobre como o mapeamento de QTLs é realizado

nessas situações (BROMAN, 2001; DOERGE, 2002; DOERGE; ZENG; WEIR, 1997; FAL-

CONER; MACKAY, 1996; JANSEN, 2000; LIU, 1998; LYNCH; WALSH, 1998; MACKAY,

2001). De foram geral, para a realização do mapeamento é necessário uma população que

apresente variabilidade genética e elevado desequiĺıbrio de ligação. Populações experimen-

tais do tipo F2, retrocruzamentos e linhagens puras recombinantes são utilizadas neste tipo

de estudo (DOERGE, 2002). Esta escolha depende das caracteŕısticas da espécie estudada,

tais como, sistema de reprodução, ciclo de vida da geração, etc. A análise dos dados obti-

dos pode ser realizada através de várias metodologias que abrangem desde técnicas simples,

como análise de marcas individuais, ou até modelos que incluem múltiplas regiões do genoma

simultaneamente (JANSEN; STAM, 1994; KAO; ZENG; TEASDALE, 1999; ZENG, 1994).

O mapeamento de QTLs, utilizando análise de marcas individuais baseia-se na compara-

ção entre as médias das classes genot́ıpicas dos marcadores, o que pode ser realizado através

de testes estat́ısticos, como teste t, análise de variância, regressão linear simples (LYNCH;

WALSH, 1998) e teste da razão de verossimilhança (WELLER, 1986). As principais vanta-

gens desses métodos são a sua simplicidade e rapidez de execução, e podem ser facilmente

estendidos para múltiplos locos, não sendo necessário ter um mapa de ligação para essas

análises. As principais desvantagens são: não distinção entre posição e efeitos dos QTLs;
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necessidade de descartar indiv́ıduos com genótipo perdido para um determinado marcador;

redução do poder do teste quando os marcadores não saturam completamente o genoma, uma

vez que o QTL pode estar a uma distância considerável do marcador (BROMAN, 2001).

O mapeamento por intervalo foi apresentado por Lander e Botstein (1989). O método

considera um par de marcas adjacentes para inferir se há um QTL contido nesta região. Para

tanto, é necessário o conhecimento do mapa de ligação. Este modelo é considerado como

um modelos de misturas, o que permitiu o posterior desenvolvimento de metodologias mais

elaboradas, como o mapeamento por intervalo composto univariado (ZENG, 1993, 1994),

multivariado (JIANG; ZENG, 1995) e mapeamento de múltiplos caracteres (KAO; ZENG;

TEASDALE, 1997; KAO; ZENG; TEASDALE, 1999) ou ainda abordagem de quadrados

mı́nimos (HALEY; KNOTT, 1994; EEUWIJK et al., 2005). Uma caracteŕıstica dos métodos

derivados do mapeamento por intervalo é a busca cont́ınua de QTL ao longo do genoma, atra-

vés da obtenção de curvas para a estat́ıstica utilizada para os testes de hipóteses, resultando

na detecção de regiões significativas dentro de grupos de ligação (DOERGE, 2002; LYNCH;

WALSH, 1998).

O mapeamento por intervalo composto (JANSEN; STAM, 1994; ZENG, 1994), além

de considerar os pares de marcadores adjacentes, também inclui marcadores localizados em

outras regiões do genoma (cofatores), com intuito de controlar os efeitos de QTLs externos

ao intervalo investigado (ZENG, 1994). A inclusão de marcas com efeitos significativos sobre

o QTL do intervalo analisado diminui o reśıduo do modelo, aumentando sensivelmente o

poder de detecção de QTL’s, além de melhorar consideravelmente a precisão das estimativas

de efeito e posição. Contudo, a inclusão excessiva de vários marcadores como cofatores

pode reduzir sensivelmente a precisão do método (LYNCH; WALSH, 1998), em função de

superparametrizações.

2.2.2 Mapeamento de QTLs em progênies de irmão completos

Determinados grupos de plantas não possuem linhagens endogâmicas à disposição, em

função de diversos fatores, tais como alta depressão por endogamia, elevado tempo para

a obtenção dessas linhagens (longo intervalo entre gerações), ou devido a complexidade do

genoma (como a cana-de-açúcar). Assim, o mapeamento de QTLs pode ser feito a partir

do cruzamento entre indiv́ıduos não aparentados, gerando progênie segregante de irmãos
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completos.

Algumas, particularidades ocorrem neste tipo de progênie. Por exemplo, devido ao fato

dos locos não estarem em homozigose, diversos padrões de segregação podem ocorrer. Wu et

al. (2002a) afirmam que é posśıvel a ocorrência de até 18 tipos distintos de segregação, as

quais podem ser completamente informativas (1:1:1:1) ou parcialmente informativas (1:2:1,

3:1 e 1:1). Com relação ao QTLs, a situação é mais complexa, pois o genótipo do QTL não

é observável e o número de alelos pode variar ou interagia de forma a obter diferentes tipos

de segregações, que devem ser inferidos, a partir dos dados experimentais. Ainda, o não co-

nhecimento da fase de ligação entre QTL e marcador também dificulta o mapeamento, pois

a fase de ligação é fundamental para determinar a origem dos alelos de interesse. O mapea-

mento de QTLs nessa situação normalmente é conduzido através de três abordagens: marcas

analisadas individualmente, duplo pseudo testcross e mapeamento de QTLs em progênies de

irmãos completos baseado em mapa integrado.

De forma similar ao realizado em populações experimentais, a análise individual de marcas

permite a associação entre marcadores e fenótipos. Pode ser útil, para populações de irmãos

completos, pois pode ser aplicada para marcadores com qualquer padrão de segregação. O

estudo de epistasia é relativamente simples, porém apresenta baixo poder estat́ıstico.

O duplo pseudo-testcross (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994) propõem a utilização

de marcadores com segregação 1:1 para a construção do mapa de ligação e o mapeamento

de QTLs. Essencialmente, são constrúıdos dois mapas de ligação, um para cada genitor,

em função de qual deles possui o alelo heterozigoto para o loco do marcador. O resultado

final é a obtenção de dois mapas, no qual cada um apresenta marcadores que segregam em

cada genitor. Esta é uma abordagem muito utilizada na prática (AITKEN et al., 2008;

AL-JANABI et al., 2007; BUNDOCK et al., 2008; CARNEIRO et al., 2002; CHEN et al.,

2008; DOLIGEZ et al., 2006; GAUDET et al., 2008; LANTERI et al., 2006; LOPES et

al., 2006; MYBURG et al. 2003; PIPERIDIS et al. 2008), pois permite o pronto uso das

metodologias e softwares desenvolvidos para populações experimentais. A desvantagem está

em não utilizar marcadores com outros tipos de segregação e não conseguir integrar em único

mapa os marcadores que segregam para cada genitor. Com relação ao mapeamento de QTLs,

somente é posśıvel detectar sem viés QTLs que segreguem em um dos genitores e que não

possuam efeito de dominância.
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Apesar de haver muitas metodologias que visam a construção de mapas genéticos integra-

dos (BUTCHER et al., 2002; LU; CUI; WU, 2004; WU et al., 2002a; WU et al., 2002b), não

há muitos modelos permitindo o mapeamento de QTLs neste contexto (LIN et al., 2003). A

seguir será detalhada a abordagem que foi usada como base para o desenvolvimento do novo

modelo a ser apresentado.

2.2.3 Abordagem de Lin et al. (2003)

A abordagem apresentada por Lin et al. (2003) baseia-se em um cruzamento biparental

entre indiv́ıduos diploides, P e Q, cujos cromossomos homólogos são denominados por 1 e 2.

Para um dado loco, considera-se que o cruzamento entre os genótipos P1P2 e Q1Q2 resultam

em 4 posśıveis arranjos de cromossomos na progênie, P1Q1, P1Q2, P2Q1 e P2Q2. Wu et al.

(2002a) mostram que é posśıvel observar 18 tipos de segregações para um loco marcador, as

quais podem estar agrupadas em sete classes (Tabela 1).

Supondo a existência de um QTL contido dentro de um intervalo definido por dois mar-

cadores adjacentes e que a fase de ligação entre os marcadores seja fixa (mapa de ligação

previamente conhecido), podem ser encontrados quatro posśıveis configurações genot́ıpicas,

isto é, diferentes fases de ligação entre marcador e QTL (Figura 1).

Desconsiderando as posśıveis fases de ligação entre marcadores e QTL, os genitores podem

formar oito tipos de gametas haploides, cuja probabilidade de ocorrência de cada genótipo

depende da fase de ligação. Por exemplo, ao considerar o arranjo Φ11, as probabilidades para

os oito tipos de gametas posśıveis estão descritas na Tabela 2, em que g111 (por exemplo)

indica o genótipo do gameta formado para o genitor P : Mk+1
1 P1M

k+1
1 . Esses oito gametas

são gerados para ambos os pais e podem se unir ao acaso, portanto é posśıvel a formação de

64 tipos genot́ıpicos distintos na progênie. Esses tipos podem estar expresso em uma matriz

Gk(k+1), em que k(k+1) representa o intervalo formado pelos marcadores adjacentes k e k+1.

As probabilidades de ocorrência de um determinado gameta, considerando apenas o genótipo

dos marcadores (alelo do QTL não observável), podem ser obtidas e estão apresentadas

na Tabela 3, sendo por exemplo g1.1 o gameta formado considerando apenas o genótipo

dos marcadores do loco k e k + 1, para o genitor P : Mk+1
1 Mk+1

1 . Neste caso, é posśıvel

formar 16 tipos de genótipos distintos na progênie, os quais compõem um vetor Mk(k+1). A

matriz Gk(k+1) e o vetor Mk(k+1) estão apresentados na Tabela 4 para as quatro configurações
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Tabela 1 – Posśıveis configurações genot́ıpicas para marcadores moleculares, bandas observadas e progênie
segregante (WU et al., 2002a)

Genitores Progênie

Marcadores Cruzamento Genótipo
Observado

Bandas
observadas

Segregação

A 1 ab × cd ab × cd ac, ad, bc, bd 1:1:1:1
2 ab × ac ab × ac a, ac, ba, bc 1:1:1:1
3 ab × co ab × c ac, a, bc, b 1:1:1:1
4 ao × bo a × b ab, a, b, o 1:1:1:1

B B1 5 ab × ao ab × a ab, 2a, b 1:2:1

B2 6 ao × ab a × ab ab, 2a, b 1:2:1

B3 7 ab × ab ab × ab a, 2ab, b 1:2:1

C 8 ao × ao a × a 3a, o 3:1

D D1 9 ab × cc ab × c ac, bc 1:1
10 ab × aa ab × a a, ab 1:1
11 ab × oo ab × o a, b 1:1
12 bo × aa b × a ab, a 1:1
13 ao × oo a × o a, o 1:1

D2 14 cc × ab c × ab ac, bc 1:1
15 aa × ab a × ab a, ab 1:1
16 oo × ab o × ab a, b 1:1
17 aa × bo a × b ab, a 1:1
18 oo × ao o × a a, o 1:1
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Mk
1 Mk

2 Nk
1 Nk

2

Φ11 = P1 P2 × Q1 Q2 ⇒ P1Q1, P1Q2, P2Q1, P2Q2

Mk+1
1 Mk+1

2 Nk+1
1 Nk+1

2

Mk
1 Mk

2 Nk
1 Nk

2

Φ12 = P1 P2 × Q2 Q1 ⇒ P1Q2, P1Q1, P2Q2, P2Q1

Mk+1
1 Mk+1

2 Nk+1
1 Nk+1

2

Mk
1 Mk

2 Nk
1 Nk

2

Φ21 = P2 P1 × Q1 Q2 ⇒ P2Q1, P2Q2, P1Q1, P1Q2

Mk+1
1 Mk+1

2 Nk+1
1 Nk+1

2

Mk
1 Mk

2 Nk
1 Nk

2

Φ22 = P2 P1 × Q2 Q1 ⇒ P2Q2, P2Q1, P1Q2, P1Q1

Mk+1
1 Mk+1

2 Nk+1
1 Nk+1

2

Figura 1 – Posśıveis fases de ligação (φ) entre marcadores e QTL. O QTL está contido num intervalo
definido por duas marcas k e k +1, com fase de ligação conhecida. Os alelos para os marcadores
são representados por M1 e M2, N1 e N2, originários dos genitores P e Q, respectivamente. Os
alelos para os QTLs estão apresentados por P1, P2, Q1 e Q2 (LIN et al., 2003)
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Tabela 2 – Tipos e frequência dos gametas formados pelos parentais ao considerar um intervalo com dois
marcadores e um QTL para a fase de ligação Φ11. As taxas de recombinações entre QTL e os
locos k e k + 1 são, respectivamente, r1 e r2 (LIN et al., 2003)

Tipos de Gameta Ocorrência do gameta

g111 = Pr(Mk
1 P1M

k+1
1 ) = Pr(Nk

1 Q1N
k+1
1 ) 1

2
(1− r1)(1− r2)

g112 = Pr(Mk
1 P1M

k+1
2 ) = Pr(Nk

1 Q1N
k+1
2 ) 1

2
(1− r1)r2

g121 = Pr(Mk
1 P2M

k+1
1 ) = Pr(Nk

1 Q2N
k+1
1 ) 1

2
r1r2

g122 = Pr(Mk
1 P2M

k+1
2 ) = Pr(Nk

1 Q2N
k+1
2 ) 1

2
r1(1− r2)

g211 = Pr(Mk
2 P1M

k+1
1 ) = Pr(Nk

2 Q1N
k+1
1 ) 1

2
r1(1− r2)

g212 = Pr(Mk
2 P1M

k+1
2 ) = Pr(Nk

2 Q1N
k+1
2 ) 1

2
r1r2

g221 = Pr(Mk
2 P2M

k+1
1 ) = Pr(Nk

2 Q2N
k+1
1 ) 1

2
(1− r1)r2

g222 = Pr(Mk
2 P2M

k+1
2 ) = Pr(Nk

2 Q2N
k+1
2 ) 1

2
(1− r1)(1− r2)

Tabela 3 – Tipos e probabilidades de ocorrência dos gametas formados pelos parentais ao considerar um
intervalo com apenas dois marcadores para a fase de ligação Φ11. A taxa de recombinações
entre os locos é r (LIN et al., 2003)

Tipos de Gameta Ocorrência do gameta

g1.1 = Pr(Mk
1 Mk+1

1 ) = Pr(Nk
1 Nk+1

1 ) 1
2
(1− r)

g1.2 = Pr(Mk
1 Mk+1

2 ) = Pr(Nk
1 Nk+1

2 ) 1
2
r

g2.1 = Pr(Mk
2 Mk+1

1 ) = Pr(Nk
2 Nk+1

1 ) 1
2
r

g2.2 = Pr(Mk
2 Mk+1

2 ) = Pr(Nk
2 Nk+1

2 ) 1
2
(1− r)

posśıveis.

Com base nos valores existentes no vetor Mk(k+1) e na matriz Gk(k+1) pode-se obter uma

matriz Hk(k+1) que contém a probabilidade condicional dos genótipos dos QTLs de acordo

com o Teorema de Bayes:

Hk(k+1) = Gk(k+1)∅Mk(k+1) (1)

em que, ∅ representa a divisão elemento a elemento entre o vetor Mk(k+1) e cada coluna da

matriz Gk(k+1).

A matriz Hk(k+1) é formada por 16 linhas e 4 colunas e pode ser dividida em quatro

vetores h
k(k+1)
11 , h

k(k+1)
12 , h

k(k+1)
21 e h

k(k+1)
22 , que representam os posśıveis pareamentos cromos-

sômicos parentais na progênie, ou seja, cada vetor hk(k+1) contém a informação referente as

probabilidades genot́ıpicas, condicionados a uma determinada fase de ligação. Nota-se que

esta abordagem é baseada em probabilidades usando apenas dois marcadores flanqueadores,
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Tabela 4 – Vetor Mk(k+1) e matriz Gk(k+1), utilizados para cálculo das probabilidades condicionais do
genótipo dos QTL contido em um intervalo definido pelos marcadores k e k + 1 (LIN et al.,
2003)

Gk(k+1)

φ11 P1Q1 P1Q2 P2Q1 P2Q2

φ12 P1Q2 P1Q1 P2Q2 P2Q1

φ21 P2Q1 P2Q2 P1Q1 P1Q2

Marcador φ22 P2Q2 P2Q1 P1Q2 P1Q1

Genótipo Mk(k+1) g
k(k+1)
11 g

k(k+1)
12 g

k(k+1)
21 g

k(k+1)
22

1 Mk
1 Nk

1 Mk+1
1 Nk+1

1 g2
1.1 g2

111 g111g121 g121g111 g2
121

2 Mk
1 Nk

1 Mk+1
1 Nk+1

2 g1.1g1.2 g111g112 g111g122 g121g112 g121g122

3 Mk
1 Nk

1 Mk+1
2 Nk+1

1 g1.1g1.2 g111g112 g112g121 g122g111 g121g122

4 Mk
1 Nk

1 Mk+1
2 Nk+1

2 g2
1.2 g2

112 g112g122 g122g112 g2
122

5 Mk
1 Nk

2 Mk+1
1 Nk+1

1 g1.1g2.1 g111g211 g111g221 g121g211 g121g221

6 Mk
1 Nk

2 Mk+1
1 Nk+1

2 g1.1g2.2 g111g212 g111g222 g121g212 g121g222

7 Mk
1 Nk

2 Mk+1
2 Nk+1

1 g1.2g2.1 g112g211 g112g221 g122g211 g122g221

8 Mk
1 Nk

2 Mk+1
2 Nk+1

2 g1.2g2.2 g112g212 g112g122 g122g212 g122g222

9 Mk
2 Nk

1 Mk+1
1 Nk+1

1 g2.1g1.1 g211g111 g211g121 g221g111 g221g121

10 Mk
2 Nk

1 Mk+1
1 Nk+1

2 g2.1g1.2 g211g112 g211g122 g221g112 g221g122

11 Mk
2 Nk

1 Mk+1
2 Nk+1

1 g2.2g1.1 g212g111 g212g121 g222g111 g222g121

12 Mk
2 Nk

1 Mk+1
2 Nk+1

2 g2.2g1.2 g212g112 g212g122 g222g112 g222g122

13 Mk
2 Nk

2 Mk+1
1 Nk+1

1 g2
2.1 g2

211 g211g221 g221g211 g2
221

14 Mk
2 Nk

2 Mk+1
1 Nk+1

2 g2.1g2.2 g211g212 g211g222 g221g212 g221g222

15 Mk
2 Nk

2 Mk+1
2 Nk+1

1 g2.1g2.2 g211g212 g212g221 g222g211 g221g222

16 Mk
2 Nk

2 Mk+1
2 Nk+1

2 g2
2.2 g2

212 g212g222 g222g212 g2
222
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ou seja, não utiliza as vantagens da abordagem multiponto.

Pode-se assumir que um indiv́ıduo i da progênie recebe alelos u e v do QTL, oriundos

dos genitores P e Q, respectivamente. As probabilidades condicionais para os genótipos dos

QTLs neste indiv́ıduo estão contidos nos vetores h
k(k+1)
uv , dada as posśıveis fases de ligação.

A probabilidade na qual uma posśıvel fase ocorra nos genitores P e Q é denominada de p e

q, respectivamente. Portanto, as probabilidades de ocorrência das quatro posśıveis fases de

ligação (associação-associação, associação-repulsão, repulsão-associação, repulsão-repulsão)

são φ11 = pq, φ12 = p(1− q), φ21 = (1−p)q e φ22 = (1−p)(1− q). É posśıvel portanto definir

um modelo de misturas, considerando como variáveis latentes os genótipos dos QTL e fases

de ligação.

Assumindo que os valores fenot́ıpicos y tem distribuição normal com média µuv e variância

σ2, tem-se que fuv(yi) = 1
2
√

2πσ
exp

[
−(yi−µuv)2

2σ2

]
. Logo, a função de verossimilhança é (LIN et

al. 2003):

L(Ω|y) =
n∏

i=1

[
(h11iφ11 + h12iφ12 + h21iφ21 + h22iφ22)f11(yi) +

(h12iφ11 + h11iφ12 + h22iφ21 + h21iφ22)f12(yi) +

(h21iφ11 + h22iφ12 + h11iφ21 + h12iφ22)f21(yi) +

(h22iφ11 + h21iφ12 + h12iφ21 + h11iφ22)f22(yi)
]

(2)

L(Ω|y) =
n∏

i=1

2∑
u=1

2∑
v=1

πuvifuv(yi) (3)

Nesse caso, Ω = (µuv, σ
2, p, q)

T
é o vetor de parâmetros para o modelo de misturas

π11i = h11iφ11 + h12iφ12 + h21iφ21 + h22iφ22, π12i = h12iφ11 + h11iφ12 + h22iφ21 + h21iφ22,

π21i = h21iφ11 + h22iφ12 + h11iφ21 + h12iφ22 e π22i = h22iφ11 + h21iφ12 + h12iφ21 + h11iφ22.

Estimativas dos parâmetros contidos em Ω podem ser obtidas através do uso de algoritmos

iterativos, como por exemplo o algoritmo EM (Expectation-maximization) (DEMPSTER;

LAIRD; RUBIN, 1977).

O efeito dos posśıveis QTLs pode ser decomposto em efeitos aditivos e efeitos de domi-
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nância, através do seguinte modelo linear:

µuv = µ + αu + βv + δuv; u, v = 1, 2 (4)

sendo, µ: média geral; αu e βv: efeitos aditivos dos QTLs provenientes dos parentais P e Q,

respectivamente; δuv: efeito da interação entre alelos (dominância).

Ao considerar todos os posśıveis alelos e as posśıveis combinações entre si, há quatro

posśıveis efeitos aditivos (α1, α2, β1 e β2, dois em cada genitor), assim como quatro efeitos de

dominância (δ11, δ12, δ21 e δ22), os quais não são independentes e por isso não são estimáveis.

Para contornar isso, Lin et al. (2003) fazem uma reparametrização, α = α1 = −α2, β = β1 =

−β2 e δ = δ11 = −δ12 = −δ21 = δ22, denotando

â = D−1m̂ (5)

sendo, â = (µ, α, β, δ)T : vetor que contém as estimativas para média geral e os valores

genéticos (aditivos e dominantes) para os QTLs; m̂ = (µuv)4×1 vetor com estimativas de

máxima verossimilhança para as quatro médias do modelo de misturas, obtidos via algoritmo

EM; D−1: matriz inversa de

D =




1 1 1 1

1 1 −1 −1

1 −1 1 −1

1 −1 −1 1




(6)

As fases de ligação são inferida com base nas probabilidades φuv, que são funções dos

parâmetro p e q. Assim, infere-se qual é a fase mais provável (maior valor de φ). A fase

de ligação é importante para o reconhecimento da configuração do cruzamento dos genito-

res e também fundamental para das estimativas dos efeitos aditivos e de dominância, pois

dependendo da fase de ligação o vetor m̂ assume diferentes configurações:
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φ11: pq m̂ =
[
µ11 µ12 µ21 µ22

]

φ12: p(1− q) m̂ =
[
µ12 µ11 µ22 µ21

]

φ21: (1− p)q m̂ =
[
µ21 µ22 µ11 µ12

]

φ22: (1− p)(1− q) m̂ =
[
µ22 µ21 µ12 µ11

]

Assim, os estimadores de máxima verossimilhança para p e q usando o algoritmo EM são:

p =

∑N
i=1 (π12π22∆1Ki2 + π11π21∆2Ji2)∑N

i=1 [π12π22∆1 (Ki2 −Ki1)− π11π21∆2 (Ji2 − Ji1)]

q =

∑N
i=1 (π12π22∆

′
1K

′
i2 + π11π21∆

′
2J

′
i2)∑N

i=1 [π12π22∆′
1 (K ′

i2 −K ′
i1)− π11π21∆′

2 (J ′i2 − J ′i1)]

∆1 = q (h11 − h21) + (1− q) (h12 − h22)

∆2 = q (h12 − h22) + (1− q) (h11 − h21)

Ki1 = q (h21Πi11 − h11Πi21) + (1− q) (h22Πi11 − h12Πi21)

Ki2 = q (h11Πi11 − h21Πi21) + (1− q) (h12Πi11 − h22Πi21)

Ji1 = q (h22Πi12 − h12Πi22) + (1− q) (h21Πi12 − h11Πi22)

Ji2 = q (h12Πi12 − h22Πi22) + (1− q) (h11Πi12 − h21Πi22)

∆′
1 = p (h11 − h12) + (1− p) (h21 − h22)

∆′
2 = p (h21 − h22) + (1− p) (h11 − h22)

K ′
i1 = p (h12Πi11 − h11Πi12) + (1− p) (h22Πi11 − h21Πi12)

K ′
i2 = p (h11Πi11 − h21Πi12) + (1− p) (h21Πi11 − h22Πi12)

J ′i1 = p (h22Πi21 − h21Πi22) + (1− p) (h12Πi21 − h11Πi22)

J ′i2 = p (h21Πi21 − h22Πi22) + (1− p) (h11Πi21 − h12Πi22)

A existência de um QTL em uma dada posição do genoma é testada usando o teste da

razão de verossimilhança (LRT), cuja hipótese de nulidade (H0) considera ausência de QTL

no intervalo:

LRT = −2
[
logeL0(µ = µ11 = µ12 = µ21 = µ22, σ

2, p, q)− logeL1(Ω̂)
]

apresentando distribuição de χ2 com 4 graus de liberdade, sendo L0 e L1a verossimilhança

do modelo sob H0 e Ha (usando as estimativas obtidas), respectivamente. Por fim, para a
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identificação de outros tipos de segregações (1:2:1 e 1:1), é necessário testar se α = β e α = 0,

ou ainda se β = 0.

2.3 Mapeamento de QTLs em cana-de-açúcar

Devido ao elevado grau de poliploidia apresentada pelos cultivares modernos de cana-de-

açúcar, assim como a alta depressão por endogâmia, a obtenção de linhagens é praticamente

inviável, sendo a estratégia para condução de estudos de mapeamento de QTLs também

baseada na utilização de progênies de irmãos completos. A poliploidia verificada em cana-de-

açúcar faz ainda surgir outros padrões de segregação não encontrados em espécies diploides,

tais como 7:1, 7:2, 11:1, dentre outros (GRIVET et al., 1996; EDMÉ; GLYNN; COMSTOCK,

2006), como consequência do fato dos apresentarem diferentes doses para os alelos.

Neste contexto, Wu et al. (1992) propuseram a construção de mapas de ligação apenas

considerando marcadores que segregavam nas proporções 1:1 e 3:1, pois são segregações re-

sultados de pareamento de bivalentes mesmo em elevados ńıveis de ploidia. Nos poliploides

a segregação 1:1 ocorre quando em um genitor há somente uma cópia do alelo no loco (alelo

simplex) e não há cópia deste alelo no outro genitor (alelo nuliplex). O padrão 3:1 ocorre

para os locos que ambos os genitores apresentam alelos simplex. Neste caso o alelo simplex

em poliploides corresponderia a um alelo heterozigoto para as espécies diploides e o nuliplex

corresponderia ao loco homozigoto nulo.

Desta forma, a construção dos mapas de ligação através da utilização de marcadores em

dose única permitiram a construção de mapas de ligação e o mapeamento de QTLs através

da abordagem do duplo pseudo testcross, o que permite a utilização de modelos e programas

computacionais desenvolvidos para populações experimentais. Já os marcadores não posi-

cionados nos mapas de ligação podem também ser comumente utilizados no mapeamento

com a análise de marcas individuais (AITKEN; JACKSON; McINTYRE, 2005; AITKEN;

JACKSON; McINTYRE, 2006; AITKEN et al. 2008; AL-JANABI et al. 2007; HOARAU et

al., 2001; HOARAU et al., 2002; McINTYRE et al., 2005a; MING et al. 2002a; MING et al.,

2002b; RABOIN et al., 2006). Porém, também há estudos que utilizam misturas de segrega-

ção para a construção de mapas de ligação integrados (GARCIA et al., 2006; OLIVEIRA et

al., 2007).

Dentre os principais trabalhos para construção de mapas de ligação destacam-se os pri-
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meiros mapas constrúıdos em cana utilizando RFLP (da SILVA et al., 1993) e RAPD (AL-

JANABI et al., 1993); posteriomente, estes dados foram re-analisados em um único mapa (da

SILVA et al., 1995). Hoarau et al. (2001) constrúıram o maior mapa de ligação já publicado,

com 295 indiv́ıduos e 887 marcadores AFLP, com 5849 cM e cobrindo cerca de 1/3 do genoma

do cruzamento considerado.

O mapeamento de QTLs em cana-de-açúcar fundamentalmente é feito para caracteres

relacionados à produtividade, tais como produção de açúcar, peso, diâmetro, número de

colmos, percentual de fibra e resistências a doenças (AITKEN et al. 2008; McINTYRE et

al., 2005a, 2005b; MING et al., 2001, 2002b). A principal abordagem é pseudo duplo testcross,

com análise de marcas individuais, o que possivelmente explique a dificuldade em usar tais

informações em programas de seleção assistida. Alguns resultados serão apresentados a seguir.

Ao considerar o cruzamento entre Green German e IND81-146 Ming et al. (2001) constrúı-

ram o mapa genético com marcadores RFLP (1:1) e mapearam QTLs através do mapeamento

por intervalo e análise individual de marcas (primeiro corte). Para TPH foram encontrados

14 QTLs que explicavam 65,5% da variação fenot́ıpica. Para o cruzamento biparental PIN84-

1 e Muntok Java foram detectados 22 QTLs para TPH, os quais apresentavam R2 = 68, 3%.

Estes resultados são referentes ao primeiro corte com dados de campo e casa de vegetação.

Ming et al. (2002b) utilizando estes mesmos cruzamento e encontraram para Green

German e IND81-146 43 QTLs distribúıdos entre TPH (3), conteúdo de fibra (19), POL

(2), cinzas (7), número de colmos (2), peso de colmos (10), com R2 variando entre 18,4%

(TPH) a 62,7% (peso de colmo). Para o cruzamento PIN84-1 e IND81-146 foram detectados

sete QTLs para produção de açúcar, sendo R2 com todos os marcadores de 30%. Foram

também encontrados um QTL para conteúdo de Fibra (R2 = 7, 0%), 12 QTLs para POL

(R2 = 40, 0%), 13 para conteúdo de cinzas (R2 = 41, 4%), um para número de colmos

(R2 = 6, 1%) e 24 para peso de colmo (R2 = 37, 8%).

McIntyre et al. (2005a, 2005b) realizaram o mapeamento de QTLs para locos de resis-

tência a doenças. Para tanto, utilizaram o cruzamento biparental Q117 e 74C42, usando

marcadores AFLP, RFLP e SSR (1:1 e 3:1) com marcas analisadas individualmente. Foram

encontrados sete QTLs para podridão radicular, quatro QTLs para resistência à ferrugem

marrom. Os QTLs explicavam cerca de 6 a 18% da variação fenot́ıpica.

Aitken et al. (2008) utilizando marcadores AFLP e RFLP nas proporções 1:1 e 3:1,
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realizaram a construção de dois mapas genéticos separados para a condução do mapeamento

por intervalo composto e também realizaram a análise de marcas simples, avaliando três

cortes. Foram mapeados QTLs para peso (18), altura (8), número (7) e diâmetro de colmos

(19), além de seis QTLs para produtividade (TCH). Em todos os casos, os R2 variaram entre

2% a 9%.
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3 DESENVOLVIMENTO DE MODELO GENÉTICO-STATÍSTICO PARA

MAPEAMENTO DE QTLs EM UMA POPULAÇÃO DE IRMÃOS

COMPLETOS

Resumo

A maioria dos métodos genéticos-estat́ısticos para mapeamento de QTLs dispońıveis na
literatura foram basicamente desenvolvidos para populações experimentais, derivadas do cru-
zamento entre linhagens endogâmicas, como as populações F2 e de retrocruzamentos. Para
muitas espécies, como cana-de-açúcar, maracujá e eucalipto, tais populações não podem ser
obtidas devido a caracteŕısticas genéticas e/ou fisiológicas. Neste caso, a construção de mapas
de ligação e o mapeamento de QTLs é conduzido a partir do cruzamento entre indiv́ıduos não
endogâmicos. Consequentemente, o número de alelos, os tipos de segregações e as fases de
ligação entre QTLs e marcadores são variáveis entre locos. O objetivo do presente trabalho
foi desenvolver uma abordagem para mapeamento de QTLs nesse tipo de espécie, baseada
no mapeamento por intervalo composto (CIM), considerando um mapa genético integrado
constrúıdo através de abordagem multiponto e com marcadores com diferentes padrões de
segregação. A população segregante é obtida com cruzamentos biparentais de genitores não
endogâmicos (progênie de irmãos completos). O modelo baseia-se em três contrastes orto-
gonais para estimar os efeitos aditivos (um em cada genitor) e de dominância para os alelos
dos QTLs. São inclúıdos cofatores para controle da variação causada por QTLs fora do in-
tervalo mapeado, o que aumenta o poder estat́ıstico do mapeamento. Para a validação da
metodologia foi realizado um estudo com simulação, sendo simulados 8 QTLs com diferentes
efeitos e fases de ligação, posicionados num mapa genético com 60 marcadores posicionados
com distância de 10 cM em 4 grupos de ligação (15 marcadores cada). Foi posśıvel detectar
de forma eficiente todos os QTLs simulados, bem como seus respectivos efeitos, suas fases
de ligação com os marcadores e seus padrões de segregação. De forma geral, o modelo CIM
mostrou-se superior a outras abordagens existentes, permitindo interpretar os resultados dos
QTLs mapeados de uma forma bastante informativa para estudos de arquitetura genética
dos caracteres quantitativos.

Palavras-chave: CIM; Modelos de mistura; Verossimilhança; Segregação; Arquitetura gené-
tica; Fase de ligação
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DEVELOPMENT OF STATISTICAL-GENETICS MODEL FOR

QTL MAPPING IN A FULL-SIB FAMILY

Abstract

Most statistical methods for QTL mapping available in the literature were primarily deve-
loped for experimental populations derived from the inbred lines, such as F2 and backcrosses.
For many species, like sugarcane, citrus and eucalyptus, such populations can not be obtained
due to genetical or physiological limitations. For them, the construction of linkage maps and
QTL mapping is commonly based on full-sib families. Consequently, the number of alleles,
the patterns of segregation and the linkage phases between QTL and markers vary between
loci. The objective of this study was to develop an approach for QTL mapping in full-sib
families, based on mapping by composite interval (CIM) and using a multipoint genetic map
with markers with different patterns of segregation. The model is based on three orthogo-
nal contrasts to estimate additive (one in each parent) and dominant effects for the QTL.
Cofactors are included to control the variation caused by QTL located outside the mapping
interval, increasing the statistical power. To validate the model a simulation was carried out,
having 8 simulated QTL with different effects and linkages phases, randomly positioned on a
genetic map with 60 markers placed with a distance of 10 cM in 4 linkage groups (15 markers
each). It was possible to detect all QTL simulated, their effects, linkage phases and patterns
of segregation. In general, the CIM model was better than to other existing approaches,
allowing to interpret the results of mapping in a very informative way, helping to understand
the genetic architecture of quantitative traits.

Keywords: CIM; Mixture models; Likelihood; Segregation; Genetic architecture; Linkage
phases
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3.1 Introdução

O mapeamento de QTLs permite estudar a arquitetura genética dos caracteres quantita-

tivos. Dentre as principais aplicações destes estudos, incluem-se a possibilidade de incorporar

tais informações em programas de melhoramento genético, com intuito de torná-los mais efi-

cientes. É posśıvel, por exemplo, um melhor entendimento da base genética da correlação

entre caracteres (JIANG; ZENG, 1995; MACKAY, 2001), da interação entre genótipos e

ambientes (BOER et al. 2007; EEUWIJK et al., 2005; EEUWIJK; MALOSETTI; BOER,

2007; MALOSETTI et al., 2004), da base genética da heterose (GARCIA et al., 2008), bem

como a determinação do valor genético dos indiv́ıduos para realização de seleção assistida

por marcadores ( DEKKERS; HOSPITAL, 2002; KAO; ZENG; TEASDALE, 1999; ZENG;

KAO; BASTEN, 1999).

Vários métodos estat́ısticos para mapeamento foram propostos, destacando-se o mapea-

mento por intervalo (LANDER; BOTSTEIN, 1989) e o mapeamento por intervalo composto,

ou CIM (JANSEN; STAM, 1994; ZENG, 1993, 1994), além do mapeamento por múltiplos

intervalos (KAO; ZENG, 1997; KAO; ZENG; TEASDALE, 1999). O primeiro propôs consi-

derar o genótipo do QTL como variável latente, usando para as análises modelos de misturas,

a partir de intervalos definidos por marcadores adjacentes. No CIM, buscou-se remover os

efeitos de QTLs localizados fora da região mapeada, o que permitiu uma melhora significativa

no poder do mapeamento. Modelos CIM são muito utilizados para mapeamento de QTLs em

espécies vegetais com importância econômica, como milho (CARDINAL et al., 2001; MAN-

GOLIN et al., 2004; SABADIN et al., 2008; SIBOV et al., 2003; WASSOM, 2008a; WASSOM,

2008b; ZHAO et al., 2006), trigo (ABATE; LIU; McKENDRY, 2008; MACCAFERRI et al.,

2008), arroz (CHO et al., 2007; SEMAGN et al., 2007) e soja (LI; PFEIFFER; CORNE-

LIUS, 2008). Entretanto, a maioria dos modelos estat́ısticos desenvolvidos até o momento

consideram populações baseadas no uso de linhagens endogâmicas, tais como as populações

F2, retrocruzamentos e linhagens endogâmicas recombinantes.

Para espécies que não possuem este tipo de material, tais como eucalipto, citros e cana-

de-açúcar, a população para mapeamento pode ser obtida com cruzamento biparental entre

indiv́ıduos não-endogâmicos. Isso implica na presença de QTLs com diferentes padrões de

segregação simultaneamente (1:1:1:1, 1:2:1, 3:1 e 1:1). Para realizar as análises genético-
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estat́ıstico, uma abordagem geralmente utilizada neste contexto é a construção do mapa de

ligação e o mapeamento de QTLs usando os chamados duplos pseudo-testcrosses (GRATTA-

PAGLIA; SEDEROFF, 1994). Para tanto, consideram-se apenas os locos marcadores com

segregação 1:1, o que permite a obtenção de mapas de ligação separados para cada genitor,

possibilitando a aplicação dos métodos de mapeamento de QTLs desenvolvidos para retro-

cruzamentos em cada um desses mapas. No entanto, tal abordagem não pode ser usada

diretamente para mapas integrados usando marcadores com outros padrões de segregação

(1:1:1:1, 1:2:1 e 3:1) e assim o mapeamento de QTLs nessas situações baseia-se em técni-

cas simples, como análise de variância ou regressão linear para cada marca individualmente.

Isso leva à redução do poder estat́ıstico de mapeamento, não explorando as vantagens dos

métodos de mapeamento por intervalo.

Diversos trabalhos propõem a construção de mapas de ligação combinando marcadores

com diferentes padrões de segregação. Ritter, Gebhardt e Salamini (1990), Ritter e Sala-

mini (1996) e Maliepaard, Jansen e Ooijen (1997) propuseram métodos para determinação

da fração de recombinação utilizando estimativas de dois pontos. Ridout et al. (1998) apre-

sentaram a estimação das frações de recombinações com base em testes de três pontos. Wu

et al. (2002a) e Lu, Cui e Wu (2004) desenvolveram abordagens baseadas em máxima veros-

similhança para a estimação simultânea das frações de recombinações e fases de ligação entre

marcadores. Butcher et al. (2002) e Wu et al. (2002b) apresentam métodos para construção

de mapas de ligação através de modelos de máxima verossimilhança multiponto, utilizando

cadeias de markov ocultas (HMM). A principal vantagem destes métodos em relação ao du-

plo pseudo testcross é a possibilidade de se construir mapas de ligação mais saturados e com

maior representatividade do polimorfismo genético do cruzamento, já que marcadores com

qualquer padrão de segregação podem ser usados. Consequentemente, melhores mapas são

obtidos e há maior poder estat́ıstico para detecção de QTLs.

Um número reduzido de métodos estat́ısticos foi desenvolvido para o mapeamento de

QTLs neste contexto. Song, Soller e Genizi (1999) propuseram o mapeamento em populações

de cruzamento aberto, com uso de delineamento análogo ao F2 em populações endogâmicas.

Johnson, Jansen e Arendonk (1999) estudaram o mapeamento de QTLs em progênies de

meios-irmãos, com genotipagem seletiva, através de modelos de misturas. Lin et al. (2003)

desenvolveram um procedimento de mapeamento por intervalo, considerando como parâme-
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tros os efeitos e a posição dos QTLs, além da fase de ligação entre eles e com os marcadores.

As principais limitações da abordagem de Lin et al. (2003) são: i) probabilidades a posteri-

ori para os genótipos dos QTLs não baseadas em estimativas multiponto; ii) dificuldade de

expansão do modelo para o contexto do CIM, que possui muitas vantagens em relação aos

modelos sem inclusão de cofatores; iii) dificuldades computacionais em estimar as fases de

ligação entre QTLs e marcadores usando o algoritmo EM com base no modelo de misturas.

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um modelo de mapeamento de QTLs

baseado na abordagem CIM, considerando progênie de irmãos completos e mapa genético

multiponto obtido usando-se marcadores moleculares com diferentes padrões de segregação.

O modelo proposto permite localizar os QTLs, determinar seu padrão de segregação e tam-

bém inferir as fases de ligação entre QTLs e marcadores, permitindo análise simultânea de

marcadores e QTLs com qualquer padrão de segregação (1:1:1:1, 1:2:1, 3:1 e 1:1).

3.2 Metodologia

3.2.1 Modelo estat́ıstico

Considere uma progênie de irmãos completos, resultante do cruzamento entre dois geni-

tores P e Q não aparentados, diplóides e com mapa genético conhecido (Figura 2). Para um

intervalo definido pelos marcadores adjacentes m e m+1, com alelos 1 ou 2, tem-se que os ge-

nótipos destes locos podem ser representados genericamente por P
{1,2}
m , P

{1,2}
m+1 , Q

{1,2}
m e Q

{1,2}
m+1 ,

em que {1, 2} indicam os posśıveis alelos de cada loco. Assumiu-se a presença de um QTL

neste intervalo, cujos alelos são representados por P 1 e P 2, para o genitor P e Q1 e Q2, para

o genitor Q. Assumiu-se que os alelos P 1 e Q1 tem efeito positivo sobre o fenótipo. Tal cru-

zamento pode então ser representado por P 1
mP 1P 1

m+1/P
2
mP 2P 2

m+1×Q1
mQ1Q1

m+1/Q
2
mQ2Q2

m+1.

A segregação dos QTLs na progênie desse cruzamento resulta na formação de quatro

classes genot́ıpicas (P 1Q1, P 1Q2, P 2Q1 e P 2Q2) com proporção 1:1:1:1. Portanto, é posśıvel

definir três contrastes ortogonais entre as médias genot́ıpicas destas classes, de forma similar
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P Q

P 1
m P 2

m Q1
m Q2

m

P 1 P 2 × Q1 Q2

P 1
m+1 P 2

m+1 Q1
m+1 Q2

m+1

Figura 2 – Representação do tipo de cruzamento considerado. P e Q são os genitores, P
{1,2}
m , Q

{1,2}
m , P

{1,2}
m+1

e Q
{1,2}
m+1 os alelos dos marcadores dos locos m e m+1, e P 1, P 2, Q1 e Q2 são os alelos dos QTLs

ao apresentado por Lin et al. (2003):

P 1Q1 + P 1Q2 − P 2Q1 − P 2Q2

P 1Q1 − P 1Q2 + P 2Q1 − P 2Q2

P 1Q1 − P 1Q2 − P 2Q1 + P 2Q2

Os dois primeiros contrastes referem-se aos efeitos aditivos dos QTLs nos genitores P e Q,

respectivamente, e o terceiro à interação intraloco (dominância) entre os efeitos aditivos de

cada genitor. Os coeficientes dos contrastes podem ser representados nas colunas da matriz

D (matriz de delineamento genético, de semelhante ao apresentado por Kao e Zeng, 1997):

D =




1 1 1

1 −1 −1

−1 1 −1

−1 −1 1




(7)

Vale ressaltar que o genótipo do QTL não é diretamente observável, sendo inferido a

partir do genótipo dos marcadores flanqueadores. No presente caso, assumiu-se que as pro-

babilidades condicionais para os genótipos do QTL são multiponto e foram obtidas através do

mapa genético reconstrúıdo via HMM, usando uma versão modificada do software OneMap

(MARGARIDO; GARCIA; SOUZA, 2007).
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Com base nos contrastes, é posśıvel definir um modelo estat́ıstico para mapeamento:

yj = Zjγ + α∗px
∗
pj + α∗qx

∗
qj + δ∗pqx

∗
pjx

∗
qj + εj (8)

em que, yj: fenótipo do j-ésimo indiv́ıduo (j = 1, . . . , n); Zj: j-ésima linha da matriz

indicadora Z, com dimensão n×(1+3c), que contém uma coluna de 1’s e variáveis indicadoras

dos genótipos dos c cofatores (marcadores moleculares fora da região sendo mapeada), de

acordo com os contrastes em (7); γ: vetor de parâmetros (1 + 3c)× 1 contendo o intercepto

(µ) e coeficientes de regressão linear múltipla (αp, αq e δpq) para os cofatores; α∗p e α∗q : efeitos

aditivos para o QTL nos genitores P e Q, respectivamente; δ∗pq: efeito da interação intra-loco

(dominância) entre os efeitos aditivos; εj erro. Assumiu-se εj ∼ N(0, σ2). As variáveis x∗pj e

x∗qj indicam os contrastes em função dos genótipos dos QTLs:

x∗pj =





1 se P 1Q1

1 se P 1Q2

−1 se P 2Q1

−1 se P 2Q2

; x∗qj =





1 se P 1Q1

−1 se P 1Q2

1 se P 2Q1

−1 se P 2Q2

Os elementos de Z são definidos de forma análoga, referindo-se contudo aos marcadores,

seguindo o que é preconizado para modelos CIM. Para a seleção dos cofatores podem ser

empregados por exemplo, métodos de regressão múltipla entre fenótipos e marcadores, com

a seleção de modelos utilizando o critério de informação bayesiano, ou BIC (SCHWARZ,

1978), até a seleção do modelo final com no máximo 2
√

n parâmetros para evitar superpa-

rametrizações (SAKAMOTO; KITAGAWE; ISHIGURO, 1986; WANG; BASTEN; ZENG,

2007). Para cada etapa pode ser feita a inclusão simultânea de três efeitos (αp, αq e δpq) para

cada marcador inclúıdo como cofator; posteriormente, podem ser removidos os efeitos não

significativos, de forma a reduzir o número de parâmetros.

3.2.2 Verossimilhança e estimadores

A função de verossimilhança para o modelo em (8) é:

L(θ, γ, σ) =
n∏

j=1

[
2∑

k=1

2∑

l=1

pkljφ

(
yj − µklj

σ

)]
(9)



48

em que, θ: vetor de parâmetros para os QTLs (α∗p, α∗q e δ∗pq), pklj: probabilidade a priori do

QTL apresentar genótipo P kQl para o j-ésimo indiv́ıduo, φ(.): função densidade de probabi-

lidades da distribuição normal padrão; µ11j = Zjγ +α∗p +α∗q +δ∗pq; µ12j = Zjγ +α∗p−α∗q−δ∗pq;

µ12j = Zjγ − α∗p + α∗q − δ∗pq; µ22j = Zjγ − α∗p − α∗q + δ∗pq.

De forma análoga ao proposto por Zeng (1994) e utilizando a notação semelhante à apre-

sentada por Kao e Zeng (1997), para a obtenção das estimativas de máxima verossimilhança

foi utilizado o algoritmo EM (DEMPSTER; LAIRD; RUBIN, 1977), em duas etapas:

Passo E: Cáculo das probabilidades a posteriori (πklj) para o genótipo do QTL, de

acordo com o Teorema de Bayes:

πklj =

pkljφ

(
yj − µklj

σ

)

2∑

k=1

2∑

l=1

pkljφ

(
yj − µklj

σ

)

Passo M : Obtenção das estimativas de máxima verossimilhança:

α̂∗tp =
1

1
′
Π (D1#D1)

[(
y −Zγt

)′
ΠtD1 − 1

′
Πt (D1#D2) α∗tq − 1

′
Πt (D1#D3) δ∗tpq

]

α̂∗(t+1)
q =

1

1
′
Π (D2#D2)

[(
y −Zγt

)′
ΠtD2 − 1

′
Πt (D2#D1) α∗tp − 1

′
Πt (D2#D3) δ∗tpq

]

δ̂∗(t+1)
pq =

1

1
′
Π (D3#D3)

[(
y −Zγt

)′
ΠtD3 − 1

′
Πt (D3#D1) α∗tp − 1

′
Πt (D3#D2) α∗tq

]

γ̂(t+1) =
(
Z
′
Z

)−1

Z
′
(
y −ΠtDθ(t+1)

)

σ̂2(t+1)

= (1/n)

[(
y −Zγ(t+1)

)′ (
y −Zγ(t+1)

)
− 2

(
y −Zγ(t+1)

)′
ΠtDθ(t+1) +

θ′(t+1)V tθ(t+1)
]

em que:

V =




1′Π(D1#D1) 1′Π(D1#D2) 1′Π(D1#D3)

1′Π(D2#D1) 1′Π(D2#D2) 1′Π(D2#D3)

1′Π(D3#D1) 1′Π(D3#D2) 1′Π(D3#D3)




D1, D2 e D3 são as colunas da matriz D (7), Π = {πklj}, n× 4: matriz de probabilidades
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a posteriori dos genótipos dos QTLs; # representa o produto de Hadamard.

O algoritmo inicia-se com a atribuição de valores arbitrários na iteração t para parâmetros

contidos em θ, o que permite o cálculo das probabilidades a posteriori no passo E (t + 1);

as novas estimativas são então utilizadas para a re-estimação dos parâmetros do modelo

de acordo com os estimadores obtidos no passo M . Tal procedimento é repetido até a

convergência e obtenção das estimativas de máxima verossimilhança.

3.2.3 Testes de Hipóteses

O procedimento de busca por QTLs é realizado através da comparação da verossimilhança

dos modelos considerando presença de posśıvel QTL (Ha) versus modelo sem QTL (H0):

H0 : α∗p = α∗q = δ∗pq = 0

Ha : pelo menos um efeito difere de zero

Os testes de hipóteses podem ser feitos em todas as posições do genoma, via LOD Score

ou teste da razão de verossimilhança , de forma análoga ao apresentado por Zeng (1994). Em

função da realização de testes múltiplos é necessário adotar uma estratégia para controlar

o erro tipo I. Uma opção apresentada por Vieira et al. (2000) consiste em determinar o

número de testes independentes no genoma, com a aplicação da correção de Bonferroni para

a obtenção de um ńıvel de significância global. Outra alternativa muito utilizada é o uso de

permutações, como proposto por Churchill e Doerge (1994).

3.2.4 Fases de ligação e segregação dos QTLs

Após a identificação dos QTLs, é posśıvel fazer inferências a respeito das fases de ligação

dos mesmos com base nos sinais das estimativas de α∗p e α∗q . Na definição dos contrastes

adotou-se a configuração P 1
mP 1P 1

m+1/P
2
mP 2P 2

m+1 × Q1
mQ1Q1

m+1/Q
2
mQ2Q2

m+1, assumindo que

os alelos P 1 e Q1 causem aumento no fenótipo. Defini-se tal configuração como sendo de

associação em ambos os genitores, o que implica em estimativas positivas para α∗p e α∗q

(Figura 2). Caso outras configurações ocorram, simplesmente surgirão mudanças nos sinais

das estimativas. No entanto, independente da configuração real, os contrastes definidos para

o desenvolvimento do modelo sempre testam os mesmos efeitos, exceto para os sinais. Neste
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contexto, a determinação da fase de ligação entre marcadores e QTL pode ser inferida de

forma simples com a identificação dos alelos que promovem o aumento ou redução do fenótipo,

não sendo portanto necessário incluir as fases de ligação no modelo, como feito por Lin et

al. (2003). Isto reduz sensivelmente a complexidade do processo de estimação via algoritmo

EM .

A segregação dos QTLs depende das relações de dominância entre os alelos. Para inferi-

las, diversas hipóteses estat́ısticas apropriadas foram definidas (Tabela 5). Tais hipóteses

devem ser testadas apenas nas posições para as quais QTLs foram mapeados numa primeira

etapa, evitando dessa forma os problemas de realização de múltiplos testes, uma vez que

mesmo nos casos mais dif́ıceis, poucos testes complementares serão realizados.

Assim, pode ser estabelecidos um procedimento em duas etapas para mapear os QTLs,

identificando seus efeitos, fase de ligação e padrão de segregação. Inicialmente, faz-se uma

busca pelo genoma por posśıveis QTLs, testando-se simultaneamente a significância dos efei-

tos α∗p, α∗q e δ∗pq. Nas posições com evidências da presença de QTLs, testes complementares

são conduzidos (H01, H02 e H03). Se apenas um efeito for significativo, conclui-se que há

segregação 1:1 e as fases de ligação são facilmente inferidas. Caso mais de uma estimativa

seja significativa, testes complementares são necessários e são realizados considerando os si-

nais das estimativas. Para as situações em que há dois efeitos estatisticamente significativos,

testes sobre igualdade desses efeitos são realizados, sendo posśıvel inferir se a segregação é

1:2:1 ou 1:1:1:1. Quando o QTL apresenta todos efeitos significativos faz-se necessário testar

as três hipóteses complementares H04, H05 e H06 (Tabela 5). Neste caso, se todas hipóteses

não forem rejeitadas, conclui-se que a segregação é 3:1; nas situações em que apenas uma

hipótese não for rejeitada, conclui-se que a segregação é 1:2:1. Nos demais casos, conclui-se

que a segregação é 1:1:1:1. Em todos os casos, as fases de ligação são facilmente deduzidas a

partir dos sinais das estimativas.

Para a condução dos testes de hipóteses da Etapa 2 (Tabela 5)é necessário a obtenção dos

novos estimadores sob as restrições de cada hipótese considerada. Define-se então a matriz

T , que pós-multiplica D, de forma que uma nova matriz DT de contrastes seja obtida.

Tal matriz substitue D nos passos do algoritmo EM e novas estimativas de verossimilhança

podem ser facilmente obtidas (Tabela 6).



51

T
ab

el
a

5
–

H
ip

ót
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sõ

es

H
ip

ó
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çã
o

P
1 m

P
1
P

1 m
+

1
/
P

2 m
P

2
P

2 m
+

1
,
e

a
ss

im
p
o
r

d
ia

n
te

.



52

Tabela 6 – Matrizes para realizar os testes da Etapa 2

Hipótese T

H04: α∗p = α∗q ou −α∗p = −α∗q




1/2 0
1/2 0

0 1




H04: α∗p = −α∗q ou −α∗p = α∗q




1/2 0
−1/2 0

0 1




H05: α∗p = δ∗pq ou −α∗p = −δ∗pq




1/2 0
0 1

1/2 0




H05: α∗p = −δ∗pq ou −α∗p = δ∗pq




1/2 0
0 1

−1/2 0




H06: α∗q = δ∗pq ou −α∗q = −δ∗pq




0 1
1/2 0
1/2 0




H06: α∗q = −δ∗pq ou −α∗q = δ∗pq




0 1
1/2 0

−1/2 0
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3.3 Simulação

Para exemplificar e validar o modelo apresentado uma simulação foi realizada, de forma

análoga ao apresentado por Zeng (1994), Kao e Zeng (1997) e Lin et al. (2003). Considerou-se

uma progênie de irmãos completos com 300 indiv́ıduos e mapa genético com quatro cromos-

somos, com 15 marcadores moleculares igualmente distanciados a 10 cM, usando a função

de Kosambi (KOSAMBI, 1944). Foram considerados marcadores com diferentes tipos de se-

gregação, optou-se por utilizar a notação proposta por Wu et al. (2002a). Resumidamente,

os marcadores são classificados em quatro tipos, em função de seu tipo de segregação: A

(1:1:1:1), B (1:2:1, divididos em B1, B2 e B3 em função da presença do alelo nulo no ge-

nitor P , Q ou em nenhum deles, respectivamente), C (3:1) e D (1:1, sendo D1 caso o pai

heterozigoto seja P e D2 se Q for heterozigoto). Do total simulado, 15 marcadores foram

completamente informativos (tipo A); 15 marcadores tipo B (igualmente distribúıdos entre

os casos B1, B2, B3); 10 marcadores tipo C e 20 marcadores do tipo D, sendo metade do

tipo D1 e metade do tipo D2. A distribuição dos marcadores entre os cromossomos foi feita

de forma aleatória, resultando na seguinte distribuição: cromossomo um, 5 A, 1 B1, 0 B2, 2

B3, 4 C, 2 D1, 1 D2; cromossomo dois, 3 A, 2 B1, 1 B2, 1 B3, 1 C, 2 D1, 5 D2; cromossomo

três, 4 A, 0 B1, 1 B2, 2 B3, 2 C, 4 D1, 2 D2; cromossomo quatro, 3 A, 2 B1, 3 B2, 0 B3, 3

C, 2 D1, 2 D2. A ordem dos marcadores é apresentada nas Figuras 3 e 4 (eixo x).

O caráter simulado é controlado por oito QTLs posicionados ao longo dos quatro cro-

mossomos, cujos efeitos genéticos foram distribúıdos de forma a representar várias fases de

ligação e padrões de segregações (Tabela 7). A herdabilidade do caráter foi de 0,70.

Para realizar o mapeamento de QTLs, foi necessário obter as probabilidades condicionais

multiponto a priori (pklj) para os genótipos P 1Q1, P 1Q2, P 2Q1 e P 2Q2, através da abor-

dagem multiponto desenvolvida por Mollinari; Margarido e Garcia1 (em fase de elaboração)

e incorporadas no software OneMap (MARGARIDO; GARCIA; SOUZA, 2007). Tais pro-

babilidades foram calculadas ao longo dos cromossomos a cada 1 cM. Foi então realizado o

mapeamento por intervalo, isto é, considerando o modelo em (8) sem a inclusão de cofatores.

Em seguida, foi empregado também o mapeamento por intervalo composto. A realização

do mapeamento sem os cofatores foi feita para verificar se o novo modelo CIM possui as

1MOLLINARI, M.; MARGARIDO, G.R.A.; GARCIA, A.A.F. A Multipoint Approach Based on
Hidden Markov Chains for Construction of Linkage Maps in Outcrossing Species.
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Tabela 7 – Efeitos genéticos, segregação e fase de ligação dos QTLs simulados

Posição Efeitos genéticos

QTL Crom. cM (1) µ α∗p α∗q δ∗pq Seg. Fase

I 1 15 0 1,70 0,00 0,00 1:1 P 1P 2

II 1 115 0 0,00 -1,70 0,00 1:1 Q2Q1

III 2 45 0 2,00 1,10 -2,00 1:2:1 P 1P 2 ×Q1Q2

IV 2 75 0 -1,60 -1,60 1,60 3:1 P 2P 1 ×Q2Q1

V 2 105 0 1,80 0,00 -1,80 1:2:1 P 1P 2

VI 3 25 0 1,10 -1,50 -0,60 1:1:1:1 P 1P 2 ×Q2Q1

VII 3 65 0 1,60 0,00 0,00 1:1 P 1P 2

VIII 4 55 0 1,50 1,50 0,00 1:2:1 P 1P 2 ×Q1Q2

(1): em relação ao primeiro marcador do cromossomo.

propriedades apresentadas por Zeng (1994). A seleção de cofatores foi realizada através de

regressão linear múltipla via stepwise, utilizando o critério de informação bayesiano (BIC).

Cada marcador inclúıdo implicou na inclusão de três parâmetros (αp, αq e δpq), cuja sig-

nificância foi posteriormente verificada, sendo os efeitos não significativos (5%) removidos

do modelo. Ainda, de acordo com proposto por Zeng (1994) dentre os cofatores seleciona-

dos, considerou-se para a inclusão no modelo, apenas os marcadores que estivessem a uma

distância maior que 10 cM (window size) dos marcadores flanqueadores do intervalo sendo

mapeado.

Para a busca de QTLs ao longo do genoma foi usado o teste da razão de verossimilhança,

com três graus de liberdade. Os demais testes realizados na Etapa 1 (H01, H02 e H03) e na

Etapa 2 (H04, H05 e H06) foram feitos considerando um grau de liberdade; tais testes são

feitos apenas nas posições com posśıveis QTLs, não implicando nos problemas decorrentes

da realização de múltiplos testes (JIANG; ZENG, 1995).

O limiar para considerar a presença de QTLs na etapa de busca foi obtido através da

abordagem apresentada por Vieira et al. (2000). Neste caso, ajustou-se o número de tes-

tes independentes realizado ao longo do genoma e utilizou-se a correção de Boferroni para

adequação do ńıvel de significância em múltiplos testes. De maneira geral, no CIM o com-

primento de região delimitada pelo intervalo do window size é considerado independente das

demais regiões do cromossomo. De forma conservadora, essa região tinha 30 cM, no presente
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caso (10 cM para o intervalo e 2 × 10 com a inclusão do window size). Portanto, o número

estimado de testes independentes foi 23, obtidos a partir de 4 × (
Tw

30
+ 1

)
, em que Tw é o

comprimento total w-ésimo cromossomo (140 cM). Considerando-se um ńıvel global de signi-

ficância de 5%, três graus de liberdade e 23 testes múltiplos tem-se um ńıvel de significância

indiv́ıdual de 2, 17× 10−4, correspondente a LRT=14,61 (LOD Score 3,2).

3.4 Resultados

Mapeamento por intervalo (IM):

Como esperado, o mapeamento por intervalo apresentou comportamento apenas razoável

para a detecção de QTLs (Figuras 3 e 4), pois permitiu a correta localização dos QTLs

no cromossomo 1, em que os QTLs se comportam de maneira independente, uma vez que

estão distanciados a 100 cM. No cromossomo 2 foram detectados apenas dois QTLs dos três

simulados. Para o cromossomo 3, há ind́ıcios para a presença de QTLs, pois uma grande

região com cerca de 80 cM apresenta LOD acima do limiar. Entretanto, o resultado do

mapeamento não permite concluir com precisão se há dois QTLs posicionados a 25 cM e

65 cM, conforme simulado, ou se foi detectado um QTL com efeito residual nos intervalos

adjacentes. No cromossomo 4, houve a detecção do QTL posicionado 60 cM, mas também

houve a sugestão de um falso QTL a 12 cM.

Seleção de cofatores :

Foram selecionados oito cofatores, sendo todos eles flanqueadores das regiões com os QTLs

simulados. Não houve problemas com superparametrização do modelo CIM, devido ao tama-

nho amostral que permitiria um total 2
√

300 = 34 parâmetros, e foram inclúıdos 15 efeitos

genéticos no modelo com oito cofatores (Tabela 8). Nota-se que nesta etapa 9 efeitos foram

removidos, de forma que permaneceram no modelo apenas os efeitos dos cofatores de alguma

forma associados aos QTLs. Vale ressaltar, que apesar de alguns cofatores selecionados apre-

sentarem apenas informação em um dos genitores (D1 ou D2), os efeitos de dominância foram

conservados em alguns casos. Isto ocorre porque a abordagem multiponto para obtenção das

probabilidades permite a recuperação da informação dos genótipos mesmo com marcadores

pouco informativos.

Mapeamento por intervalo composto (CIM):

Com a realização do mapeamento por intervalo composto (Figuras 3 e 4) é posśıvel ob-
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Tabela 8 – Localização dos cofatores em relação a posição dos QTLs simulados

QTL Cofatores

Crom. cM Seg. cM Seg. Efeitos Significativos

1 15 1 : 1 10 A αp

1 115 1 : 1 120 D1 αq

2 45 1 : 2 : 1 40 D1 αp e δpq

2 75 3 : 1 80 C αp, αq e δpq

2 105 1 : 2 : 1 110 D2 αp e δpq

3 25 1 : 1 : 1 : 1 20 B3 αp e αq

3 65 1 : 1 60 D1 αp e δpq

4 55 1 : 2 : 1 60 B2 αp e αq

servar melhora significativa dos resultados em relação ao IM, pois todos os QTLs simulados

foram mapeados e houve, inclusive, a eliminação do provável falso positivo detectado no ma-

peamento por intervalo. Destaca-se também que praticamente todos os QTLs mapeados no

modelo CIM apresentam LOD maior, o que evidencia maior poder estat́ıstico. Isso comprova

as vantagens do CIM em relação ao IM preconizados por Zeng (1994).

Ao comparar o modelo CIM com o IM para o cromossomo 1, é posśıvel verificar que

novamente os dois QTLs foram detectados, porém com melhor resultados, uma vez que as

posições sugeridas foram mais próximas aos locais que os QTLs se encontravam, com maior

LOD Score. Com isto, detectaram-se os QTLs nas posições 15 e 111 cM. A primeira posição

refere-se a localização exata do QTL simulado e a segunda esta contida no mesmo intervalo

de marcadores que o QTL simulado.

O modelo CIM apresentou resultados interessantes para o cromossomo 2, pois diferente-

mente da abordagem IM houve a detecção dos três QTLs simulados, além da melhor definição

do QTL na posição 44 cM. Nota-se que a definição da posição dos QTLs é mais evidente.

Para o cromossomo 3 também houve uma melhoria substancial nos resultados, pois com o

modelo CIM houve a clara definição de dois picos distintos na região em que o mapeamento

por intervalo indicava uma grande região de 80 cM, sem precisar a localização dos QTLs.

Novamente, as posições mapeadas estão contidas nos mesmos intervalos em que os QTLs

foram simulados.

No cromossomo 4 o modelo CIM removeu o QTL falso positivo próximo a posição 10
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cM e também posicionou um QTL a 61 cM. Contudo, o QTL simulado estava a 55 cM, fora

do intervalo simulado, embora adjacente. A análise gráfica permite inferir que o intervalo de

confiança para este QTL conteria a posição simulada, o que em situações reais não acarretaria

consequências que comprometessem as aplicações práticas destes resultados.

Fase de ligação e segregação:

De forma geral, os resultados sobre a inferência dos padrões de segregação dos QTLs foram

satisfatórios para todos os casos (Tabela 7 e 9), uma vez que os efeitos estimados estavam

relativamente próximos dos valores reais. Nota-se algum viés nas estimativas da média, que

mostrou tendência de estimativas negativas, o que precisa ser melhor investigado. No caso

dos testes marginais (Etapa 1), LOD = 1, 2 pode ser usado para inferir sobre a significância

dos efeitos.

Os QTL que segregavam na proporção 1:1 (i, ii e vii) (Tabela 9) foram corretamente

caracterizados, sendo os efeitos estimados muito próximos aos simulados. O QTL VI, com

segregação 1:1:1:1 e com efeitos aditivos maiores que o efeito de dominância, foi mapeado

(QTL vi) como tendo segregação 1:2:1 e com efeitos α∗p = −α∗q , mas δ∗pq não significativo.

Neste caso, a segregação inferida foi diferente da segregação simulada, provavelmente pela

pequena magnitude dos efeitos, dificultando a correta identificação.

Os QTLs que segregavam na proporção 1:2:1 (iii, v, viii) tiveram a segregação correta-

mente inferida. Para os três casos houve sempre dois efeitos significativos e estatisticamente

idênticos. Por isto, apesar do QTL iii ter tido a segregação corretamente inferida, indicando

que α∗p = −δ∗pq, o efeito α∗q foi considerado erroneamente como não significativo.

Para a situação em que o QTL simulado apresentava segregação 3:1 (IV) houve a iden-

tificação de segregação como sendo 1:2:1 (iv), pois a estimativa para α∗p nessa posição não

foi significativa. Uma provável explicação seria sua localização entre dois outros QTLs com

efeitos maiores, dificultando sua identificação.

Com relação as estimativas de fase de ligação dos QTLs, o modelo CIM teve comporta-

mento muito satisfatório, pois em todos os casos em que os efeitos estimados foram signifi-

cativos, as fases de ligação foram corretamente estimadas. As diferenças que ocorreram para

os QTLs iii e iv devem ao fato de alguns efeitos não foram significativos.
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3.5 Discussão

No presente trabalho foi apresentado um modelo para mapear QTLs em espécies diploides

de polinização aberta, usando uma progênie de irmãos completos. O modelo considera os

diferentes tipos de segregação que os marcadores moleculares e os QTLs podem assumir

neste contexto. A abordagem utilizada foi baseada no mapeamento por intervalo composto

(ZENG, 1993, 1994), que foi desenvolvido para populações de mapeamento derivadas de

linhagens endogâmicas. Para a validação do modelo foi feita uma simulação que considerava

um caráter quantitativo com herdabilidade 0,70 e controlado por oito QTLs, com diferentes

efeitos, segregações, fases de ligação.

No geral, o uso do modelo permitiu mapear os QTLs simulados, com sua correta caracte-

rização. Sempre que os efeitos dos QTLs foram significativos, o modelo forneceu estimativas

corretas das fase de ligação, isto é, foi posśıvel identificar a origem dos alelos que aumentam ou

reduzem o fenótipo. A principal vantagem disso é que os resultados do mapeamento podem

ser úteis em programas de seleção assistida, mesmo que ocasionalmente ocorram falhas na

inferência da segregação e/ou das estimativas dos efeitos dos QTLs. Etapas seguintes, como

por exemplo, clonagem de QTLs de interesse, também podem se beneficiar de resultados

como os apresentado.

O modelo apresenta vantagens sobre a proposta de Lin et al. (2003). Diferentemente do

que esses autores apresentam, as fases de ligação não foram consideradas como parâmetros a

serem estimados no modelo, mas sendo obtidas através da interpretação dos sinais das esti-

mativas α∗p e α∗q . Isto reduz sensivelmente a complexidade do algoritmo EM , o que permite

que o modelo apresentado pudesse ser facilmente expandido para o contexto do CIM. Situa-

ções mais complexas, como as encontradas no mapeamento por múltiplos intervalos (KAO;

ZENG, 1997; KAO; ZENG; TEASDALE, 1999) e mapeamento para múltiplas caracteŕısti-

cas e ambientes (JIANG; ZENG, 1995), também poderão ser feitas usando o modelo como

ponto de partida em estudos futuros podem incluir investigações sobre interações epistáticas,

interações entre QTLs-ambientas e correlação entre caracteres. A expansão destes modelo

para abordagem de modelos mistos (BOER et al. 2007; EEUWIJK et al., 2005; EEUWIJK;

MALOSETTI; BOER, 2007; MALOSETTI et al., 2004) também é posśıvel, uma vez que o

modelo de mapeamento está desenvolvido a partir de contrastes ortogonais entre genótipos
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dos QTLs.

Lin et al. (2003) comentam que segregação do tipo 1:1 é testada supondo que um dos

efeitos marginais é igual a zero; o padrão 1:2:1, análogo o que ocorre em F2, ocorre quando os

efeitos marginais são estatisticamente iguais. Contudo, o modelo apresentado permite identi-

ficar as posśıveis segregações incluindo a segregação 3:1, através de um procedimento para a

identificação destas situações e contornando os problemas dos múltiplos testes. Sua validade

foi verificada para o caso simulado. O fato do modelo basear-se em probabilidades condici-

onais multiponto é uma grande vantagem, já que a presença de marcadores informativos ao

longo dos grupos de ligação permite a detecção de QTLs de diferentes padrões de segregação

(1:1:1:1, 1:2:1, 3:1), mesmo em regiões com marcadores menos informativos. Por exemplo,

Lin et al. (2003) não apresentaram maneiras eficientes de estimar as probabilidades condici-

onais entre marcadores menos informativos, como 1:1 e 3:1. No presente caso, a informação

dos marcadores adjacentes é recuperada e as probabilidades são melhor estimadas. Jiang e

Zeng (1997) comprovam isso para populações baseadas em linhagens endogâmicas, mas no

nosso conhecimento esse é o primeiro tabalho a usar probabilidades condicionais multiponto

para os genótipos dos QTLs em progênies de irmãos completos.

A utilização da estratégia para identificar a segregação e fases dos QTLs dependem de sua

correta localização e assim modelos que permitam um maior controle da variância residual

são vantajosos. Zeng (1994) aponta que a utilização de regressão linear múltipla combinado

com o mapeamento por intervalo (LANDER; BOTSTEIN, 1989) fornecem estimativas para

efeitos dos QTLs mais fidedignos se comparados a utilização destas abordagens. No presente

trabalho, observou que o modelo CIM, posicionou os QTLs de forma mais precisa que a

abordagem IM, além de apresentar maior poder de mapeamento. O modelo de Lin et al.

(2003) não permite a inclusão de cofatores de maneira simples como aqui apresentada.

Pelas razões expostas, espera-se que o trabalho seja útil para mapeamento de QTLs em

espécies que não dispõem de linhagens endogâmicas e que portanto não podem realizar o

mapeamento com maior precisão. Acredita-se que o uso de mapas genéticos integrados, asso-

ciados ao mapeamento de QTLs com maior precisão possa permitir um melhor entendimento

da base genética dos caracteres quantitativos nessas espécies.
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3.6 Conclusão

O modelo CIM permitiu o mapeamento de QTLs em progênies de irmãos completos,

com maior precisão que outras abordagens presentes na literatura. O modelo permitiu a

identificação da posição dos QTLs, bem como seus efeitos e fases de ligação. Tal modelo

pode ser estendido para o contexto multivariado, o que seria de grande valia para estudos de

interação entre QTLs e ambientes e estudos de correlação entre caracteres.
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4 MAPEAMENTO DE QTLs EM CANA-DE-AÇÚCAR UTILIZANDO

MAPEAMENTO POR INTERVALO COMPOSTO E MAPA GENÉTICO

INTEGRADO

Resumo

O mapeamento de QTLs em cana-de-açúcar é dificultado pela não disponibilidade de
linhagens endogâmicas e pelo alto ńıvel de ploidia dos cultivares modernos. Nesse caso, a
população segregante para mapeamento é obtida a partir do cruzamento entre dois indiv́ıduos
não endogâmicos. Assim, os locos podem apresentar diversos padrões de segregação. A
construção de mapas de ligação e mapeamento de QTLs são realizados com a utilização
de marcadores que apresentam padrões de segregação 1:1 e 3:1, sendo muito utilizada a
abordagem de duplo pseudo testcross, que permite a utilização de modelos elaborados para
populações experimentais. Tal abordagem é baseada na construção de dois mapas genéticos,
um para cada genitor. Diversos autores apresentam metodologias que permitem a construção
de mapas integrados, porém metodologias para mapeamento de QTLs nesse contexto ainda
são escassas. Gazaffi2 desenvolveu um procedimento baseado no mapeamento por intervalo
composto (CIM), utilizando marcadores com diferentes padrões de segregação, destacando
a possibilidade de caracterizar as fases de ligação e a segregação dos QTLs. O objetivo
do presente trabalho foi aplicar tal metodologia para mapeamento de QTLs de caracteres
relacionados à produção de cana-de-açúcar, tais como toneladas de açúcar por hectare (TPH),
tonelada de cana por hectare (TCH), porcentagem de açúcar na cana (PCC) e teor de Fibra,
considerando dois cortes. O mapeamento de QTLs com modelo CIM detectou 41 QTLs,
sendo 18 para primeiro corte e 23 para o segundo corte. Foram obtidos 14 QTLs para TPH
(8 primeiro corte e 6 no segundo corte), 8 QTLs para TCH (4 em cada corte), 12 para PCC (5
no primeiro e 7 no segundo corte) e 7 QTLs para teor de Fibra (1 no primeiro corte e seis no
segundo). Dentre os QTLs mapeados 33 QTLs apresentavam segregação 1:1, 2 apresentaram
segregação 3:1, 5 segregavam 1:2:1 e um QTL tinha segregação 1:1:1:1. Os QTLs tiveram R2

variando de 0,5% (TCH, primeiro corte) a 35% (TCH, segundo corte), e tiveram predomı́nio
de ação gênica aditiva. No geral, a metodologia foi superior as metodologias comumente
aplicadas para mapeamento de QTLs neste contexto, pois apresentou maior poder estat́ıstico,
além de identificar outros padrões de segregação que não seria posśıveis de serem obtidos em
outros abordagens.

Palavras-chave: QTL; Caracteres quantitativos; Poliploide; Análise multiponto; EST-SSR;
EST-RFLP
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QTL MAPPING IN SUGARCANE USING COMPOSITE INTERVAL

MAPPING AND INTEGRATED GENETIC MAP

Abstract

QTL mapping in sugarcane is normally done using segregating population developed from
crosses between two non-inbred individuals. Thus, QTL and marker loci may show different
patterns of segregation. QTL mapping is generally made using markers that segregate in a
1:1 and 3:1 fashion, using the strategy known as double pseudo testcross, which allows the use
of statistical models designed for inbred-based populations, for each of the two genetic maps
(one for each parent). Several authors developed methodologies that allow the construction of
integrated genetic maps, but methodologies for QTL mapping in this context are still scarce.
Gazaffi2 developed a procedure based on composite interval mapping (CIM), using markers
with different patterns of segregation and allowing the possibility of estimate linkages phases
between QTL and markers, as well as their patterns of segregation.
The objective of this study was to apply this methodology for QTL mapping for traits related
to yield in sugarcane, such as tonnes of sugar per hectare (TPH), ton of cane per hectare
(TCH), percentage of sugar cane (PCC) and fiber content, considering two harvests. QTL
mapping with CIM model detected 41 QTL, 18 for the plant crop to 23 for ratoon crop; 14
QTL were obtained for TPH (8 for plant crop and 6 in ratoon crop), 8 QTL for TCH (4 in
each ratoon), 12 for PCC (5 in plant crop and 7 in the ratoon crop) and 7 QTL for fiber
content (1 the field plant and six in the ratoon). 33 QTL had segregation 1:1, 2 showed
3:1 segregation, 5 had segregation 1:2:1 and a QTL had 1:1:1:1 segregation. Mapped QTL
explained from 0.5% (TCH, plant crop) to 35% (TCH, ratoon crop) of the phenotic variation
and had a predominance of additive gene action. In general, the CIM model provided better
results than others approaches, greater statistical power and identifying others patterns not
considered in other models.

Keywords: QTL; Quantitative trait; Polyploid; Multipoint analysis; EST-SSR; EST-RFLP
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4.1 Introdução

A cana-de-açúcar (Saccharum spp) apresenta grande importância econômica, pois é cul-

tivada em diversos páıses de clima tropical e subtropical para a produção de açúcar e álcool.

O atual interesse econômico-ambiental despertado por seu principal produto, o etanol, faz

crescer o potencial de expansão desta cultura nos próximos anos. Para atender esta demanda

é essencial a obtenção de novos cultivares mais aptos e resistentes às diversas condições de

cultivo. No entanto, o melhoramento genético da cana-de-açúcar é oneroso, baseando-se em

cruzamentos interespećıficos entre indiv́ıduos do gênero Saccharum, o que resultou na produ-

ção de cultivares com elevado ńıvel de ploidia e com diferenças no número de cromossomos

(HEINZ; TEW, 1987; IRVINE, 1999).

A obtenção de novos cultivares de cana-de-açúcar é realizada através de diversas etapas de

seleção e propagação vegetativa dos melhores indiv́ıduos, os quais são comumente originários

de uma progênie segregante formada pelo cruzamento entre genitores com caracteŕısticas de

interesse. Esta seleção é complexa, pois os principais caracteres de interesse econômico têm

herança quantitativa e podem ser influenciados pelo ambiente. O uso de marcadores mole-

culares poderia tornar o processo de seleção mais rápido e eficiente, via seleção assistida por

marcadores (MAS ) (CHARCOSSET; MOREAU, 2004; MOHAN et al., 1997; MORGANTE;

SALAMINI, 2003; TAKEDA; MATSUOKA, 2008). No entanto, para que MAS possa ser

implementada de forma eficiente, estudos preliminares referentes a construção de mapas de

ligação e mapeamento de QTLs (quantitative trait loci) são necessários para o correto en-

tendimento da arquitetura genética dos caracteres de interesse comercial. O mapeamento de

QTLs consiste no procedimento de se estimar o número de regiões que controlam a varia-

ção dos caracteres quantitativos, assim como suas respectivas posições, efeitos e interações

(ZENG; KAO; BASTEN, 1999).

Vários métodos estat́ısticos para construção de mapas de ligação e mapeamento de QTLs

em espécies diploides foram desenvolvidos para populações experimentais derivadas de cru-

zamentos entre linhagens endogâmicas (tais como F2, retrocruzamentos e linhagens endogâ-

micas recombinantes), o que permite o controle do número de alelos na população, conhe-

cimento das fases de ligação e maximização do desequiĺıbrio de ligação (DOERGE, 2002).



74

Para o mapeamento de QTLs nessas populações há diversas abordagens dispońıveis, desde

as mais simples que envolvem análises de regressão e variância (DOERGE; ZENG; WEIR,

1997; LIU, 1998), até modelos mais complexos baseados em modelos de misturas e verossimi-

lhança, considerando uma ou várias regiões do genoma simultaneamente (JANSEN; STAM,

1994; KAO; ZENG, 1997; KAO; ZENG; TEASDALE, 1999; LANDER; BOTSTEIN, 1989;

ZENG, 1993, 1994).

No caso de espécies que não possuem linhagens endogâmicas, como a cana-de-açúcar, uma

abordagem para construção de mapas baseia-se na estratégia de pseudo-testcross (GRATTA-

PAGLIA; SEDEROFF, 1994), com marcadores que segregam 1:1 (AITKEN; JACKSON;

McINTYRE, 2005; AL-JANABI et al. 2007; HOARAU et al., 2001; MING et al. 2002a; RA-

BOIN et al. 2006). Há também propostas para construção mapas integrados (BUTCHER et

al., 2002; ; LU; CUI; WU, 2004; WU et al., 2002a; WU et al., 2002b), o que tem permitido a

construção de mapas de cana-de-açúcar considerando marcadores 3:1 e 1:1 (GARCIA et al.,

2006; OLIVEIRA et al., 2007).

Apesar desses avanços para a construção de mapas genéticos em cana-de-açúcar, as muitas

das estratégias usadas no mapeamento de QTLs ainda baseiam-se em análises de mapas sepa-

rados para cada genitor e análise de marcas individuais (AITKEN; JACKSON; McINTYRE,

2006; AITKEN et al. 2008; AL-JANABI et al. 2007; HOARAU et al., 2002; McINTYRE

et al., 2005a; MING et al., 2002b; RABOIN et al., 2006). A análise de marcas individuais

pode ser utilizada para cana-de-açúcar, pois permite usar todos os marcadores dispońıveis,

independente da segregação e de sua alocação no mapa genético. No entanto, possui baixo

poder estat́ıstico, pois há confundimento entre os efeitos do QTL e a sua posição em relação

ao marcador, o que pode limitar sua aplicação.

O mapeamento conduzido através da abordagem duplo pseudo testcross permite o em-

prego de metodologias estat́ısticas desenvolvidas para populações baseadas em linhagens en-

dogâmicas, com maior poder estat́ıstico, como o mapeamento por intervalo (IM) e o mape-

amento por intervalo composto (CIM). Para mapas integrados, essa abordagem não pode

ser usada diretamente, não usando toda informação dispońıvel. Para tanto, Gazaffi2 (em

fase de elaboração) desenvolveu um modelo genético-estat́ıstico baseado no mapeamento por

2GAZAFFI, R. (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz) Desenvolvimento de modelo
genético-estat́ıstico para o mapeamento de QTLs em progênie de irmãos completos.
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intervalo composto, em que é posśıvel detectar QTLs a partir de um mapa genético integrado

formado por marcadores com diversos tipos de segregação. Dentre suas principais vantagens,

destacam-se a possibilidade de detectar os efeitos dos QTLs, sua fase de ligação com os mar-

cadores e seu padrão de segregação, explorando as vantagens obtidas com a construção de

mapas de ligação integrados baseados em abordagem multiponto e a inclusão de cofatores no

modelo.

O objetivo do presente trabalho foi realizar o mapeamento de QTLs em uma progênie de

irmãos completos de cana-de-açúcar obtida a partir do cruzamento biparental de cultivares

pré comerciais. As metodologias utilizadas foram mapeamento por intervalo composto con-

siderando um mapa genético integrado multiponto, obtido para marcadores com diferentes

padrões de segregação. Os resultados foram comparados com a análise de marcas individuais,

que é a abordagem mais utilizada para esta cultura nos estudos de mapeamento.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 População de mapeamento e medidas fenot́ıpicas

Para a obtenção da população de mapeamento foram amostrados 100 indiv́ıduos originá-

rios do cruzamento entre os cultivares pré-comerciais SP80-180 (genitor feminino) e SP80-

4966 (genitor masculino), realizado na Estação Experimental do CTC (antiga Copersucar)

em Camamu, BA. Estes materiais são contrastantes e complementares, sendo que SP80-180

apresenta alta produção de colmos e baixo teor de sacarose e SP80-4966 apresenta baixa

produção de colmos e alto teor de sacarose. Tal cruzamento tem sido muito estudado para

finalidades de mapeamento genético (GARCIA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; PINTO

et al., 2004; PINTO et al., 2006). O delineamento estat́ıstico para avaliação dos genótipos

foi blocos casualizados com duas repetições, em parcelas formadas por cinco linhas de quatro

metros de comprimento. O experimento foi instalado no campo experimental do CTC em

Piracicaba, SP, em agosto de 2002.

Os caracteres avaliados foram produtividade (TCH - toneladas de cana por hectare),

porcentagem de Fibra, porcentagem de açúcar na cana (PCC) e tonelada de açúcar por

hectare (TPH), todos referentes a duas épocas de colheita: primeiro corte em agosto de

2003 (cana planta) e segundo corte (cana soca) em agosto de 2004. As análises estat́ısticas
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foram conduzidas de forma separada para cada corte, considerando o efeito de blocos e

progênies como aleatório. Médias ajustadas para cada genótipo foram obtidas para realizar

o mapeamento em etapa posterior.

4.2.2 Marcadores moleculares e construção do mapa de ligação

Para a construção do mapa de ligação foram utilizados marcadores RFLP, descritos por

Garcia et al. (2006), EST-RFLP e EST-SSR, descritos por Oliveira et al. (2007). O mapa

de ligação foi constrúıdo usando abordagem multiponto (BUTCHER et al., 2002; LU; CUI;

WU, 2004; WU et al., 2002b), a qual permite estimar a ordem e as posśıveis fases de liga-

ção entre os marcadores via cadeias de markov ocultas (HMM). Em śıntese, 740 marcadores

moleculares foram utilizados, sendo que 459 locos tinham segregação 1:1 (100 RFLP, 27 EST-

RFLP, 332 EST-SSR) e 281 locos apresentavam segregação 3:1 (88 RFLP, 10 EST-RFLP, 183

EST-SSR). Seguindo a notação proposta por Wu et al. (2002a), os marcadores informativos

apenas para o genitor SP80-180 foram denominados D1, com configuração ’ao × oo’, sendo o

alelo a dominante em relação ao alelo o, nulo. Os locos informativos apenas para SP80-4966

foram denominados D2, com configuração ’oo × ao’, e os marcadores informativos para os

dois genitores foram denominados C, com configuração ’ao × ao’. Os grupos de ligação foram

estabelecidos com base em testes de dois pontos, utilizando para tanto LOD mı́nimo de 5,9

e fração de recombinação máxima de 0,5. Marcadores D1 e D2 foram considerados ligados

quando apresentavam ligação em comum com marcadores do tipo C. O estabelecimento da

ordem e das fases de ligação entre os marcadores em grupos de ligação com até cinco mar-

cadores foi estimada comparando-se todas as ordens, de forma análoga ao realizado com o

comando compare do software MAPMAKER/EXP (LANDER et al., 1987). Para grupos de

ligação com seis ou mais marcas foram tomados cinco marcadores, cuja ordem foi determinada

comparando todas as posśıveis ordens, sendo os demais marcadores posicionados sequencial-

mente, a partir da ordem inicial, procedimento este análogo ao obtido com o comando try

do MAPMAKER/EXP (LANDER et al., 1987). As distâncias em cM foram obtidas com a

função de Kosambi (KOSAMBI, 1944). Com isto, obteve-se um mapa genético de 2468,14

cM, formado por 96 grupos de ligação, cuja densidade média de marcadores era 5,57 cM.

Tais análises foram feitas com software Onemap (MARGARIDO; GARCIA; SOUZA, 2007)

em sua nova versão, adaptada para também realizar análises multiponto, bem como estimar
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as probabilidades condicionais de cada genótipo dos QTLs, necessários para o mapeamento.

4.2.3 Análise de marcas individuais

Com o intuito de comparar os resultados obtidos com o novo modelo, com a abordagem

usualmente utilizada em cana-de-açúcar, também foi feito o mapeamento usando modelo de

regressão linear para cada marcador:

yj = θ0 + θxj + εj (10)

em que, yj: fenótipo do j-ésimo indiv́ıduo; θ0: intercepto do modelo; θ: efeito genético

do marcador; xj: variável indicadora, que pode assumir valores 0 (ausência do alelo) e 1

(presença do alelo), para um dado marcador. A significância do efeito θ foi testada utilizando

a estat́ıstica F com um grau de liberdade e para a apresentação dos resultados os p-valores

foram convertidos em LOD Score. O ńıvel de significância utilizado, para considerar presença

de QTL foi LOD Score 3.

4.2.4 Mapeamento por intervalo composto

O mapeamento de QTLs foi conduzido usando modelo proposto por Gazaffi2, para cada

caráter e corte separadamente. Tal abordagem permite aplicar o mapeamento por intervalo

composto considerando mapa genético formado por marcadores com diferentes padrões de

segregações. Essencialmente, o mapeamento por intervalo composto (JANSEN; STAM, 1994;

ZENG, 1994), desenvolvido para uso em populações originadas a partir do uso de linhagens

endogâmicas, tem por objetivo estabelecer associações entre fenótipos e regiões do genoma,

definida por um par de marcadores adjacentes. Marcadores moleculares localizados em outros

grupos de ligação ou suficientemente distanciados do intervalo em estudo são inclúıdos no

modelo para aumentar a precisão do mapeamento. Em progênies de irmãos completos, o

número e a segregação dos alelos por loco pode variar; além disso, as fases de ligação entre

QTLs e marcadores são desconhecidas. O modelo de Gazaffi2 permite considerar os diferentes

padrões de segregação que os QTLs podem assumir, bem como suas respectivas fases de

ligação com os marcadores. A representação do cruzamento biparental considerado (Figura 5)
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Figura 5 – Representação do tipo de cruzamento considerado. P e Q são os genitores, P
{1,2}
m , Q

{1,2}
m , P

{1,2}
m+1

e Q
{1,2}
m+1 os alelos dos marcadores dos locos m e m+1, e P 1, P 2, Q1 e Q2 são os alelos dos QTLs

permite definir o seguinte modelo genético-estat́ıstico para mapeamento:

yj = Zjγ + α∗px
∗
pj + α∗qx

∗
qj + δ∗pqx

∗
pjx

∗
qj + εj (11)

em que, yj: fenótipo do j-ésimo indiv́ıduo (j = 1, . . . , n); x∗pj e x∗qj: variáveis indicadores

para o genótipo do QTL na progênie; α∗p, α∗q , δ∗pq: efeitos aditivos para os genitores P ,

Q e interação intra loco, respectivamente; Zj: j-ésima linha da matriz indicadora Z, com

dimensão n×(1+3c), que contém uma coluna de 1’s e variáveis indicadoras dos genótipos dos

c cofatores (marcadores moleculares fora da região sendo mapeada); γ: vetor de parâmetros

(1 + 3c)× 1 contendo intercepto (µ) e coeficientes de regressão linear múltipla (αp, αq e δpq)

para os cofatores. No presente estudo, o genitor P refere-se à SP80-180 e o genitor Q refere-se

à SP80-4966. Os valores que x∗pj e x∗qj podem assumir são:

x∗pj =





1 se P 1Q1

1 se P 1Q2

−1 se P 2Q1

−1 se P 2Q2

; x∗qj =





1 se P 1Q1

−1 se P 1Q2

1 se P 2Q1

−1 se P 2Q2

A presença de QTLs é testada ao longo do genoma, com a utilização do teste da razão de

verossimilhança (LRT ), com três graus de liberdade (busca por QTLs). Após a localização

dos QTLs, hipóteses adicionais são consideradas para inferir a segregação do QTL detectado.

Inicialmente, verifica-se a significância dos efeitos α∗p, α∗q e δ∗pq através das hipóteses, H01 :

α∗p = 0, H02 : α∗q = 0 e H03 : δ∗pq = 0, respectivamente. Para as situações em que há mais
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de um efeito significativo, são testadas hipóteses para verificar a igualdade das estimativas

(considerando seu sinal): H04 : α∗p = α∗q (ou α∗p = −α∗q , ou −α∗p = α∗q , ou −α∗p = −α∗q), H05 :

α∗p = δ∗pq (ou α∗p = −δ∗pq, ou −α∗p = δ∗pq, ou −α∗p = −δ∗pq) e H06 : α∗q = δ∗pq ou (α∗q = −δ∗pq,

ou −α∗q = δ∗pq, ou −α∗q = −δ∗pq). A segregação dos QTLs pode ser inferida a partir da

interpretação dos testes realizados, e a fase de ligação dos mesmos com os marcadores é

identificada com a interpretação dos sinais de α∗p e α∗q . Para os testes complementares foi

considerado 5% como ńıvel de significância (LOD Score 1,2), uma vez que não há os problemas

decorrentes dos múltiplos testes, já que apenas as posições com evidências de QTLs são

considerados (JIANG; ZENG, 1995)

Para a seleção dos cofatores, foi realizada uma seleção de modelos utilizando critério de

informação bayesiano, BIC (SCHWARZ, 1978). Como os marcadores utilizados no presente

trabalho (C, D1 ou D2) são menos informativos que marcadores com segregação 1:1:1:1 e

1:2:1 foi necessário fazer uma modificação no procedimento sugerido por Gazaffi2. Ao in-

vés de considerar a entrada simultânea dos três efeitos (αp, αq e δpq) para cada marcador

inclúıdo no modelo, com posterior retirada dos efeitos não significativos, realizou-se a se-

leção considerando separadamente os efeitos de cada marcador. Para evitar problemas de

superparametrização do modelo de mapeamento, procurou-se obter os modelos CIM com no

máximo 20 parâmetros, limite recomendado em função tamanho da progênie, 2×√n (WANG;

BASTEN; ZENG, 2007). Por fim, a proporção da variância fenot́ıpica (R2) que é explicada

pelos QTLs mapeados (individualmente e simultaneamente) foi determinada ajustando um

modelo com todos os QTLs simultaneamente. Para a realização das análises foi desenvolvido

um software usando ambiente de programação R (R Development Core Team, 2008), que

deve ser disponibilizada em breve.

4.3 Resultados

4.3.1 Dados fenot́ıpicos

Antes de proceder o mapeamento de QTLs, algumas análises foram conduzidas para a

caracterização dos fenótipos na progênie segregante. Observou-se que para o primeiro corte

as médias para TPH e TCH foram 8,59 ton ha−1 e 54,39 ton ha−1, respectivamente, ambos

com valores de coeficiente de variação (C.V.) próximos de 27%. Para o segundo corte, estas
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médias subiram para 10,49 ton ha−1 (TPH) e 71,50 ton ha−1 (TCH), com C.V. de 30%. O

caráter PCC apresentou média no primeiro corte de 15,88% e C.V. 7,67%; no segundo corte

estes valores foram 14,71% e 7,27%. Ao avaliar o caráter teor de fibra, obteve-se média

11,46% e C.V. 13,13% no primeiro corte e média 10,17%, com C.V. 11,98% no segundo corte.

Foi verificado se havia a necessidade de transformação de dados para todos os fenótipos,

utilizando a função boxcox do pacote estat́ıstico R (R Development Core Team, 2008). Neste

caso, observou-se que os caracteres para TPH, TCH, PCC não requeriam nenhuma trans-

formação; para teor de fibra foi necessário obter o rećıproco dos valores, para em seguida

proceder o mapeamento.

4.3.2 Marcadores analisados individualmente

O mapeamento de QTLs realizado através do modelo de regressão linear identificou QTLs

para todos caracteres, exceto teor de fibra no segundo corte. No total foram detectadas 11

associações entre fenótipos e marcadores (Tabela 10), sendo oito QTLs identificados em

marcadores posicionados no mapa genético. De forma geral, nota-se que os LOD Scores

foram baixos variando de 3,17 (PCC primeiro corte) a 4,25 (TPH primeiro corte). Os R2

variaram de 3,86% a 5,69%. Isto mostra que a os marcadores analisados individualmente tem

baixo poder de detecção de QTLs, como esperado.

Para o caráter TPH foram encontrados quatro QTLs, três no primeiro corte e um no

segundo corte. Os QTLs em cana planta estavam localizados nos grupos de ligação 4 e 32,

sendo um terceiro QTL identificado com marcador que não estava contido no mapa genético

(SG61B). O QTL referente ao segundo corte foi posicionado no segundo grupo de ligação.

Dentre os QTLs encontrados, apenas um apresentava efeito positivo (grupo de ligação 32),

isto é, a presença do alelo originário do genitor SP80-4966 favorecia o aumento do caráter.

Para TCH foram encontrados três QTLs, dois no primeiro corte localizados no grupo de

ligação 32 e no marcador SG61B, e um QTL para o segundo corte, no grupo de ligação 2. Vale

destacar que estes três marcadores apresentam também associação com QTLs para TPH, o

que deve ser ocorrido porque as caracteŕısticas são correlacionadas. Ainda, os marcadores que

apresentaram associação com ambas caracteŕısticas tinham estimativas com mesmos sinais,

o que é esperado, já que há correlação fenot́ıpica positiva entre os fenótipos (0,95).

O caráter PCC apresentou associação com apenas três marcadores, sendo apenas um QTL
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Tabela 10 – Mapeamento de QTLs com marcas analisadas individualmente

Corte Caráter(1) marcador Grupo Lig. LOD θ̂0 θ̂ σ̂2 R2

cana planta TPH ESTC109m2D2 4 3,31 11,45 -1,76 4,49 4,30%
TPH ESTA48m2-D2 32 3,94 5,54 1,97 4,80 4,27%
TPH SG61B-C - 4,25 11,98 -2,17 4,49 5,06%

TCH ESTA48m2-D2 32 4,04 34,41 12,84 198,01 4,27%
TCH SG61B-C - 3,75 74,21 -12,67 174,38 5,06%

PCC ESTB111m2-C 6 3,17 17,18 -1,07 1,31 5,69%

Fibra ESTB94m6-D1 73 3,43 0,08 0,01 1,04(2) 4,00%

cana soca TPH ESTC134m2D2 2 3,62 14,27 -2,47 9,10 3,86%

TCH ESTC134m2-D2 2 3,29 95,65 -15,79 409,44 3,86%

PCC ESTC120m2-D2 3 3,43 13,56 0,80 0,99 3,95%
PCC ESTA69m1-D2 - 4,16 16,06 -0,86 0,91 4,08%

(1)TPH: Tonelada de POL por hectare; TCH: tonelada de cana por hectare; PCC: teor de açúcar na cana;
Fibra: Teor de Fibra (%)
(2) Valor deve ser multiplicado por 10−4.

associado ao primeiro corte (grupo de ligação 8) e dois (grupo de ligação 3 e ESTA69m2-D2)

ao segundo corte. Dentre eles, o marcador encontrado no grupo de ligação oito apresenta

efeito no qual a presença do alelo favorece o aumento do teor de açúcar no genitor SP80-

4966. Para o teor de Fibra foi encontrado apenas um QTL posicionado no grupo de ligação

73, associado ao genitor SP80-180. Neste caso, a presença do alelo propiciava a redução do

teor de Fibra.

De forma geral, nota-se que dentre os 11 marcadores significativos, apenas um é poli-

mórfico apenas para o genitor SP80-180 (D1), justamente aquele associado ao teor de Fibra;

dois marcadores eram do tipo C, e todos os demais eram informativos somente ao genitor

SP80-4966. Também notou-se que nas situações em havia mais de um marcador associado

aos fenótipos, os efeitos genéticos eram relativamente próximos, o que não indicaria a pre-

sença de um QTL de efeito maior em relação aos demais. O mesmo pode ser estendido ao

comparar mapeamento entre caracteŕısticas e entre cortes, pois todos os QTLs apresentaram

LODs variando entre 3,2 e 4,2.

Comparando-se o número de associações significativas entre marcadores e C.V. ao longo

dos cortes pode se observar que os caracteres TPH e TCH apresentaram aumento nos valores

de C.V. (cana planta: 27% e cana soca: 30%). Isto poderia explicar a redução no número de

associações estabelecidas entre marcadores e fenótipos, pois houve uma redução na precisão



82

das estimativas. No entanto, esta tendência não foi verificada para PCC, pois o C.V. manteve-

se estável (cana planta: 7,6% e cana soca: 7,2%) e houve o aumento de um QTL entre cana

planta e cana soca. Para teor de fibra houve a redução do C.V. de cana planta (13%) para

cana soca (12%), mas não houve a detecção de QTLs no segundo corte.

4.3.3 Mapeamento por intervalo composto

Ao utilizar LOD Score 3 como limiar foram encontrados no total 41 QTLs, sendo 18

detectados no primeiro corte (Tabela 11, Figuras 6 e 7) e 23 no segundo corte (Tabela 12,

Figuras 8 a 10). De forma geral, as caracteŕısticas com mais QTLs identificados foram TPH

(12 QTLs, sendo 8 no primeiro e 6 no segundo corte) e PCC (12 QTLs, sendo 5 no primeiro

e 7 no segundo corte). O caráter com menos QTLs mapeados foi teor de Fibra, com apenas

um QTL no primeiro corte e com 6 no segundo. Os valores de LOD Score variaram de 3,1

a 10,4 e os R2 variaram de 0,53% a 35,06%. A maioria dos QTLs mapeados apresentavam

segregação 1:1, muito possivelmente porque a maioria dos marcadores também possui esse

padrão de segregação.

Primeiro Corte

Para TPH houve a identificação de oito QTLs, nos grupos de ligação 8 (44 cM), 16

(14,5 cM), 20 (0,0 cM), 21 (0,0 cM), 26 (0,0 cM), 32 (26,3 cM), 69 (11,3 cM) e 90 (4,1 cM),

explicando conjuntamente 54,9% da variação fenot́ıpica. Nota-se o QTL localizado no grupo

de ligação 32 apresentou maior valor de LOD (10,4) dentre todos os QTLs mapeados no

presente estudo, explicando 8,89% da variação fenot́ıpica. Porém, o gráfico não detalha se a

região com o QTL está localizada no marcador ESTA48m2-D2 (23,68 cM), pois o comporta-

mento da curva ainda é ascendente e não há mais marcadores à direita. QTLs mapeados em

regiões terminais também foram encontrados nos grupos de ligação 20, 21 e 26, porém com

valores de LOD Score menores (4; 6,1 e 5,5; respectivamente).

Com relação à segregação dos QTLs, observa-se a predominância do padrão 1:1 (grupos

de ligação 8, 16, 20, 21, 26 e 32), destacando o QTL posicionado no grupo de ligação 16, cuja

fase de ligação é não identificável, pois somente o efeito de interação é significativo. O único

QTL mapeado para o genitor SP80-180 foi posicionado no grupo de ligação 21 e estava em

repulsão. Os outros quatro QTLs com este mesmo padrão de segregação eram referentes ao

genitor SP80-4966, sendo dois grupos de ligação 8 e 26 com fase de ligação em associação e
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outros dois em repulsão (grupos de ligação 20 e 32). Já o QTL mapeado no grupo de ligação

69 (com LOD Score 3,4) apresentou segregação 3:1, uma vez que os três efeitos genéticos do

QTL foram significativos e estatisticamente idênticos, com alelos dos QTLs em repulsão para

ambos genitores.

Para o caráter TCH, foram localizados quatro QTLs nos grupos de ligação 23 (0,0 cM),

32 (26,0 cM), 78 (0,0 cM) e 90 (0,0 cM), explicando conjuntamente 54,89% da variação

fenot́ıpica. O QTL com maior LOD Score (9,3) foi detectado no grupo de ligação 90, o

qual explicava 29,19% da variação fenot́ıpica do caráter. Esse também foi o único QTL que

apresentou segregação 1:2:1, com efeitos α∗q e δ∗pq significativos. Para os QTLs mapeados no

grupo de ligação 23 e 32 o alelo que favorecia o caráter era originário de SP80-4966, sendo

o primeiro em associação e o segundo em repulsão. O QTL detectado para grupo de ligação

78 apresentou alelos originários do genitor SP80-180 em associação. Destaca-se ainda que

os QTLs identificados para os grupos de ligação 32 e 90 também foram encontrados para o

caráter TPH, em que as segregações e fases de ligação foram análogas.

Os resultados para teor de Fibra apontaram apenas um QTL localizado no grupo de

ligação 73, com segregação 1:1 e alelos favoráveis presentes em associação no genitor SP80-

180 e explicando apenas 1,1% da variação fenot́ıpica. Novamente, por se tratar de um grupo

de ligação pequeno, o posicionamento correto do QTL é dificultado.

Para PCC houve a detecção cinco regiões localizadas nos grupos de ligação 1, 3, 6, 11 e 81,

explicando 45,5% da variação fenot́ıpica do caráter. Todos os QTLs apresentavam segregação

1:1, sendo três para o genitor SP80-4966 em repulsão (1, 11 e 81) e dois cujas fases não podiam

ser determinadas pela ausência de efeitos marginais significativos (3 e 6). Todos os picos de

LOD Score ao longo dos grupos de ligação demonstram que os marcadores utilizados para a

construção do mapa conseguiram flanquear satisfatoriamente as regiões controladoras deste

caráter.

Segundo Corte

O caráter TPH foi o único que demonstrou redução no número de QTLs mapeados no

segundo corte, pois foram detectados seis QTLs, nos grupos de ligação 2 (118,6 cM), 8

(45,0 cM), 20 (19,0 cM), 32 (26,3 cM), 48 (18,1 cM) e 90 (5,0 cM) (Tabela 12 e Figura 8).

No entanto, foram detectada a presença de três outras regiões responsáveis pelo controle do

fenótipo TPH, as quais estão posicionadas nos grupos de ligação 2, 20 e 48. Estes seis QTLs
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controlam 26,5% da variação fenot́ıpica do caráter. Para os QTLs posicionados nos grupos de

ligação 8, 32 e 90, observou-se que o perfil da curva e os testes para as estimativas dos efeitos

e segregações foram muito semelhantes as obtidas no primeiro corte, indicando provavelmente

QTLs estáveis ao longo dos cortes. Nota-se ainda que no grupo de ligação 20 há um QTL

no segundo corte na posição 19 cM, que é distinta em relação ao primeiro corte (0,0 cM).

Este resultado é relevante, pois pode indicar uma presença de expressão diferencial de genes

localizados neste grupo de ligação, ao longo dos cortes.

O QTL detectado para TPH no grupo de ligação 2 apresentou resultados interessantes,

pois foi detectado um QTL em 118,58 cM com LOD Score 9,3 e segregação 1:1:1:1, sendo os

dois efeitos marginais (α∗p e α∗q) significativos, porém sem efeito de dominância. Este resultado

somente foi posśıvel de ser obtido porque no grupo de ligação havia marcadores com os três

tipos de segregações (C, D1 e D2), mostrando que a abordagem multiponto para obtenção

das probabilidades condicionais conseguiu recuperar a informação contida na região.

Pode-se destacar o QTL posicionado no grupo de ligação 90, que apresentou segregação

1:2:1, com alelo favorável ligado em repulsão no genitor SP80-4966 e com efeito de dominância

significativo, explicando 3% da variação fenot́ıpica, e apresentando a mesma segregação e

fase em relação ao primeiro corte. Os demais QTLs apresentam segregação 1:1 com um QTL

originário de SP80-180 (grupo de ligação 48) e outros três provenientes de SP80-4966, sendo

que o QTL mapeado no grupo de ligação 8 apresentava fase de ligação em associação, e os

posicionados em 20 e 32 em repulsão.

Para TCH houve a detecção de QTLs nos grupos de ligação 32 (26,0 cM), 88 (0,0 cM),

90 (0,0 cM) e 96 (0,0 cM) (Tabela 12 e Figura 9), explicando 46% da variação fenot́ıpica.

Destaca-se que para este caráter não houve o claro posicionamento dos QTLs ao longo do

grupos de ligação 88, 90 e 96, resultado do pequeno número de marcadores existentes e

também pela posśıvel localização do QTL em regiões adjacentes ao marcadores. Em todos

os quatro QTLs mapeados verificou-se segregação 1:1, sendo os dois primeiros segregantes

para o genitor SP80-4966 (ambos em repulsão), e os dois últimos segregantes para SP80-180,

em que o QTL mapeado no grupo de ligação 90 está em associação; o QTL posicionado no

grupo de ligação 96 está ligado em repulsão.

Para teor de Fibra houve a detecção de seis QTLs, localizados nos grupos de ligação

7 (21,0 cM), 10 (11,2 cM), 68 (11,4 cM), 71 (0,0 cM), 78 (8,2 cM), 92 (4,0 cM) e explicando
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11% da variação fenot́ıpica do caráter. Novamente, é posśıvel perceber que o mapeamento

para grupos de ligação apresentaram valores de LOD Score próximos do limiar, além do

comportamento ascendente da curva de mapeamento com a localização de QTLs em posições

terminais, o que pode sugerir a presença de QTL fora da região coberta por marcadores.

Com relação a segregação encontrada destacam-se os QTLs mapeados nos grupos de liga-

ção 10 e 78, que apresentaram segregação 1:2:1 devido a significância de α∗q e δ∗pq. Esses foram

os dois QTLs que apresentaram maiores valores de R2 (3,44% e 3,06%, respectivamente), in-

dicando que a maior contribuição do QTL para a variação do caráter ocorre quando há mais

efeitos presentes. Os outros quatro QTLs apresentam segregação 1:1, em que um QTL (grupo

de ligação 71) está presente no genitor SP80-180 em repulsão, e três QTLs estão no genitor

SP80-4966, sendo um deles em repulsão (grupo de ligação 68) e três em associação (grupos

de ligação 7, 78 e 92)

Para PCC foram detectados sete QTLs nos grupos de ligação 1 (101,8 cM), 3 (33,0 cM),

6 (14,0 cM), 30 (21,0 cM), 35 (23,0 cM), 67 (0,0 cM), 81 (2,0 cM) (Tabela 12 e Figura 10).

Todas estas regiões explicaram conjuntamente 26,19% da variação fenot́ıpica. No entanto,

os QTLs mapeados nos grupos de ligação 1 e 6 estão localizados em posições distintas em

relação ao primeiro corte (15,7 e 67 cM, respectivamente), o que sugere a presença de QTLs

distintos localizados nos mesmos grupos de ligação. Os QTLs posicionados nos grupos de

ligação 3 e 6 apresentaram maiores valores de LOD Score (7,2 e 5,1, respectivamente), assim

como maiores valores de R2 (2,67% e 18,39%), o que poderia ser explicado pelo efeitos dos

QTLs, já que os mesmos possúıam geralmente mais de um efeito significativo.

Os QTLs dos grupos de ligação 1, 3, 30, 35, 67 e 81 possuem segregação 1:1, sendo

apenas o QTL mapeado no grupo de ligação 35 associado ao genitor SP80-180 com ligação

em repulsão; os demais segregavam para SP80-4966, sendo dois em associação (grupos de

ligação 1 e 30) e três em repulsão (grupos de ligação 3, 67 e 81).
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ã
o

h
á
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4.4 Discussão

No presente estudo realizou-se o mapeamento de QTLs utilizando modelo CIM (GA-

ZAFFI2), a partir de um mapa constrúıdo com marcadores de diferentes padrões de segre-

gação (1:1 e 3:1). De forma geral, esta abordagem permitiu o mapeamento de um número

elevado de QTLs (43), maior que o obtido pela análise de marcas individuais (11). Esse

aumento provavelmente é devido ao maior poder estat́ıstico que o modelo CIM possui para

mapear QTLs. Isto pode ser verificado pelo exame dos gráficos, que indicam que os LOD

Scores obtidos com o CIM são superiores aos obtidos com as marcas analisadas individual-

mente. O modelo CIM geralmente resultou em valores de LOD Score com cerca de duas a

três vezes maiores.

Os genitores SP80-180 e SP80-4966 apresentavam fenótipos contrastantes e complemen-

tares, porém a análise de marcas individuais detectou mais alelos de QTLs associados a

marcadores que segregavam no genitor SP80-4966. Esta tendência também foi confirmada no

mapeamento por intervalo composto, pois dentre os 41 efeitos marginais significativos, ape-

nas 11 (26,8%) eram referentes ao genitor SP80-180. Isto possivelmente ocorre pois algumas

regiões que continham QTLs somente apresentavam um tipo de marcador. Por exemplo, o

grupo de ligação 1, no qual foi mapeado dois QTLs para PCC apresentava marcadores apenas

do tipo D2 (informativos para SP80-4966). Neste caso, mesmo que houvesse a presença de

um alelo do QTL para o genitor SP80-180, o mesmo não poderia ser detectado, já que não há

informação para tanto. Situação análoga ocorre no grupo de ligação 32 que apresentou QTLs

para TPH e TCH nos dois cortes, mas havia a apenas a presença de marcadores D2 e C, o

que dificultou a detecção de alelos originários de SP80-180. Isso torna clara, a importância

de se obter bons mapas genéticos, com alelos segregantes nos dois genitores, o que ainda é

um desafio em cana-de-açúcar.

Para os quatro caracteres mapeados verificou-se que a ação gênica predominante do cará-

ter é aditividade, pois no geral os maiores valores de LOD estiveram associados com efeitos

α∗p ou α∗q . Em apenas três situações o modelo apontou maiores LOD Score para dominância,

todas no primeiro corte (PCC, 2 QTLs; TPH, 1QTL). Nos outros sete QTLs que apresenta-

ram efeito de dominância significativo, os efeitos eram de dominância completa, pois o efeito

aditivo em SP80-4966 foi estatisticamente igual a dominância, tais QTLs estavam distribúıdos
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de forma aleatória entre os caracteres (Tabelas 11 e 12).

Para as fases de ligação há um equiĺıbrio entre QTLs em associação (5 QTLs) e repulsão

(6 QTLs) para o genitor SP80-180. Para o genitor SP80-4966 há uma maior tendência em

detectar QTLs em repulsão (17 QTLs), em relação à associação (11 QTL). Esta diferença

ocorre principalmente para o caráter PCC no primeiro corte. Esse resultado é muito impor-

tante caso deseje-se estudar as regiões a DNA que contém os alelos favoráveis; que puderam

ser identificados. O mesmo ocorre caso trabalhos de MAS sejam conduzidos no futuro.

Com relação as estimativas de R2 é posśıvel verificar que houve variação sobre o quanto

que os QTLs explicavam da variação fenot́ıpica para um dado caráter. Os maiores valores

foram encontrados para TPH e TCH, no primeiro corte (55%), que apresentaram redução nos

valores no segundo corte (TPH: 26% e TCH: 46%). Para PCC houve um estimativa de R2

semelhantes para ambos os cortes (próxima a 26%) e teor de fibra apresentou um aumento de

R2 de 1% a 11,6% do primeiro para o segundo corte. A comparação dos valores R2 obtidos com

os de outros trabalhos é dificultada, pois as populações, marcadores e ambientes são muito

diferentes. Ming et al. (2001; 2002b) mapeando QTLs em diferentes cruzamentos, obtiveram

estimativas de R2 para TPH que variavam entre 30% a 68%, o que está de acordo com os

valores obtidas no presente estudo. Sills et al. (1995) e Ming et al. (2002b) encontraram

estimativas de R2 para teor de Fibra próximos a 60%. De qualquer forma, os valores aqui

apresentados são muito promissores, uma vez que o mapa continua sendo saturado com outros

marcadores e as populações continuam sob avaliação fenot́ıpica. A eventual inclusão de mais

dados, com a expansão do modelo para múltiplos caracteres e ambientes podem implicar em

grandes aumentos de R2.

Os resultados para o primeiro corte indicam a posśıvel existência de dois QTL relacionados

na expressão dos caracteres TPH e TCH nos grupos de ligação 32 e 90. No grupo de ligação

32 pode haver indicação da existência de QTL com efeito pleiotrópico, pois as curvas de

mapeamento apresentam o mesmo padrão, assim como as segregações e fase de ligação entre

marcadores e QTLs. Contudo, o mesmo não ocorre para o grupo de ligação 90, muito embora

os resultados não sejam evidentes, pois o reduzido tamanho do grupo de ligação (4,2 cM)

dificulta o correto posicionamento dos QTLs. No segundo corte, observa-se que os mesmos

grupos mostraram evidências de QTLs para TPH e TCH, mas as interpretações no entanto,

ao considerar TCH não são simples dada a baixa quantidade de marcadores.
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Uma comparação entre os cortes também é posśıvel. Para TPH houve uma redução no

número de QTLs detectados, o que explicaria a redução dos valores de R2 do primeiro (54,9%)

para o segundo corte (26,5%), porém 3 QTLs que foram mapeados em ambas as situações

(grupos de ligação 8, 32 e 90), sendo dois deles com LOD Score elevados (acima de 7,0).

O grupo de ligação 20 indicou a presença de QTLs tanto para primeiro corte (0 cM) como

para segundo corte (19 cM), sendo possivelmente o resultado de interação entre QTL e corte.

Para TCH, há também evidências de interação entre QTL e corte, já que há casos em que

a posição (ou presença) do QTL mudou em cana-soca, por exemplo, o grupo de ligação 3

apresentou um QTL para cada corte localizados em regiões próximas (41 cM e 33 cM, no

primeiro e segundo corte, respectivamente).

O fenótipo teor de fibra também evidências de interação, pois assim como a análise de

marcas individuais, o modelo CIM apresentou apenas um QTL no primeiro corte que não foi

mapeado no segundo corte, em que por outro lado houve a detecção de outros seis QTLs.

A comparação das regiões mapeadas entre diferentes estudos já realizados com cana-de-

açúcar é dif́ıcil, pois nem sempre os grupos de ligação obtidos são os mesmos, por usarem

diferentes marcadores e cruzamentos, e também porque a espécie não tem o número de

cromossomos e ploidia conhecida (HEINZ; TEW, 1987). Neste contexto, o maior desafio para

estudos de mapeamento de QTLs em cana-de-açúcar é a construção de mapas de ligação que

permitam cobrir o genoma de forma integral, o que aumentaria a possibilidade de detectar

QTLs. Contudo, o mapeamento aqui realizado mostrou resultados promissores, pois mesmo

considerando que apenas parte do genoma foi amostrada foi posśıvel detectar QTLs que

explicavam conjuntamente 54% da variação fenot́ıpica. Um fato que deve ser mencionado e

que possivelmente explique tais resultados foi a utilização de marcadores funcionais do tipo

EST (EST-RFLP e EST-SSR). Por considerarem apenas regiões expressas, eles podem ter

aumentado a chance de sucesso no mapeamento.

Também vale destacar a utilização da abordagem multiponto para construção do mapa de

ligação e cálculo das probabilidades a priori dos genótipos dos QTLs permitiu mapear QTLs

com diferentes padrões de segregação, o que não é posśıvel com a estratégia do duplo pseudo

testcross. Neste caso, foram detectados oito QTLs com diferentes segregações (1:1:1:1, 1:2:1

e 3:1), o que deve contribuir para a obtenção de R2 elevados.

Mapear QTLs em cana-de-açúcar é um grande desafio. Resultados ainda melhores po-
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deriam possivelmente ser obtidos com a inclusão de mais marcadores em outras doses, pois

além de contribuir para saturação do mapa também permitiriam estudar os caracteres quan-

titativos espećıficos de poliploides, sem a necessidade de fazer suposições irrealistas. Para

tanto, faz-se necessário o desenvolvimento de estat́ısticos tanto para a construção do mapa

de ligação como para o mapeamento de QTLs incluindo interação entre QTL e cortes e ma-

peamento simultâneo de vários caracteres. Isso poderia permitir um maior entendimento da

base genética dos caracteres quantitativos em cana-de-açúcar. De qualquer forma, supõe-se

que o modelo aqui apresentado contribua para estudos dessa espécie tão importante.
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4.5 Conclusão

O modelo CIM aplicado em uma progênie de irmãos completos em cana-de-açúcar per-

mitiu a detecção de mais QTLs do que as abordagens comumente utilizadas, inclusive com o

mapeamento de QTLs com diferentes padrões de segregações.
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