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RESUMO

Em diversas espécies, o baixo nivel de polimorfismo impede a constru-
¢do de mapas de ligacdo que possam ser usados na identificacdo de QTLs no ge-
noma. Objetivou-se neste trabalho comparar dois métodos de identificacdo de
QTLs que ndo requerem mapas de ligacdo em estudos de associagdo. O Método
I € o da regressdo bayesiana de multiplos marcadores, originalmente proposto por
Xu (2003). O Método II consiste em uma adaptacdo do Método I e do método
de Wang et al. (2005), porém utilizando o conceito descrito por Doerge, Zeng e
Weir (1997). Nesse método, os marcadores ndo sdo regredidos diretamente sobre
o fendtipo, mas servem como pivds para a busca do QTL ao longo do genoma -
se tem, entdo, um mapeamento de multiplos QTLs. Para verificar a efetividade
do método, realizou-se simula¢do de 300 individuos pertencentes a populagdo Fb,
com dois niveis de perdas de marcadores (20% e 80%), em um total de 165 mar-
cadores, distribuidos em 11 cromossomos. Ao longo desses cromossomos, sete
QTLs foram simulados. Foi analisado, também, um exemplo com dados reais en-
volvendo 186 progénies Fb.4 de feijao, com 59 marcadores, sendo 17 SSRs, 31
AFLPs e 11 SRAPs. No estudo de simulagdo, o Método II foi melhor que o Mé-
todo I em ambos os niveis de perda de marcadores. Nos dados reais, o Método II
detectou 17 marcadores promissores enquanto o Método I nao detectou nenhum. O
Meétodo II mostrou maior poder de detecgdo e pode ser recomendado para estudos
posteriores com dados reais e com outros delineamentos de cruzamento.

Palavras-chave: Regressdo bayesiana. Andlise de QTL. Muiltiplas marcas. Ge-
nome wide.



ABSTRACT

In several species, a low level of polymorphism prevents the construction
of linkage maps that can be used in the identification of QTLs in the genome. The
objective of this study is to compare two methods of identifying QTLs that don’t
require genetic maps in association studies. The Method I is the multiple-markers
Bayesian regression, originally proposed by Xu (2003). The Method II consists of
an adaptation of the Method I and method of Wang et al. (2005), but using the con-
cept described by Doerge, Zeng and Weir (1997). In this method, the markers are
not directly regressed on phenotype, but serve as pivots for the search of the QTL
along the genome - then it has multiple QTL mapping. To verify the effectiveness
of the method, a simulation was carried out with 300 individuals belonging to the
F5 population in two levels of markers loss (20% and 80%) from a total of 165
markers, divided into 11 chromosomes. Throughout these chromosomes, seven
QTLs were simulated. It was also considered an example with real data involving
186 F5.4 progenies of beans with 59 markers, 17 SSRs, 31 AFLPs and 11 SRAPs.
In the simulation’s study, the Method II was better than the Method I in both levels
of markers loss. In real data, the Method II detected 17 promising markers while
the Method I didn’t detect any. The Method II showed greater power to detect
and it can be recommended for further studies with actual data and other designs
crossover and genome wide.

Keywords: Bayesian regression. Analysis of QTL. Multiple markers. Genome
wide.
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1 INTRODUCAO

O estudo genético detalhado da expressdo fenotipica de caracteres quanti-
tativos € o grande interesse de geneticistas e melhoristas de diversas dreas. Supde-
se que a variacdo genética desses caracteres seja controlada pela segregacdo si-
multanea de muitos genes, distribuidos ao longo do genoma, em regides definidas
como QTLs (Quantitative Trait Loci), responsdveis pela expressao fenotipica.

Com grande quantidade de marcadores moleculares é possivel construir
mapas genéticos que, mediante alguns procedimentos estatisticos, permitam reali-
zar o mapeamento de QTLs, ou seja, localiza-los em grupos de ligacdo, quantificar
seus efeitos, determinar o nimero de QTLs envolvidos e sua distribuicdo no ge-
noma. Segundo Moraes (2005, p. 9), "este conjunto de informagdes genéticas é
um poderoso recurso no estudo da heranca desses caracteres, criando novas pers-
pectivas para aperfeicoar os métodos de selecdo e melhoramento".

Existem diversos métodos de mapeamento de QTLs, os quais diferem em
requisitos computacionais, eficiéncia em termos de informacao extraida, flexibili-
dade no que diz respeito a lidar com diferentes estruturas de dados e capacidade
de mapear multiplos QTLs.

O Mapeamento de Marcas Simples, proposto por Edwards, Stuber e Wen-
del (1987), utilizando andlise de minimos quadrados ou teste ¢, é eficiente em
termos de velocidade computacional, mas ndo pode extrair todas as informagdes
com base nos dados. O método de Mapeamento por Intervalo, baseado na ana-
lise de méxima verossimilhanca, proposto por Lander e Botstein (1989), ¢ um dos
mais utilizados para andlise de QTLs em cruzamentos controlados ou pedigrees
estruturados. Este método foi estendido para Mapeamento por Intervalo Com-
posto (ZENG, 1994) e Mapeamento por Multiplos Intervalos (KAO; ZENG; TE-
ASDALE, 1999). Outros métodos de mapeamento de QTL foram propostos: Ma-
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peamento por Multiplas Marcas (XU, 2003) e Mapeamento por Multiplos QTLs
(WANG et al., 2005).

Outra técnica de mapeamento de QTL, com marcas simples, foi proposta
por Doerge, Zeng e Weir (1997). Esta técnica foi, posteriormente, denominada
por Wu, Ma e Casella (2007) como Moving Away From The Marker e é baseada
no teste de razdo de verossimilhancas, considerando a hipétese de que o marcador
e 0 QTL ndo estdo ligados. Esta técnica pode ser estendida adotando-se a andlise
bayesiana e adaptando o mapeamento por multiplos QTLs de Wang et al. (2005)
juntamente com o mapeamento por multiplas marcas de Xu (2003).

A abordagem bayesiana, para mapeamento de QTLs, tornou-se uma fer-
ramenta poderosa em estudos de andlise gendmica. Permite grande flexibilidade
de andlise em modelos complexos e, também, em situacdes onde o nimero de
parametros a ser estimado é maior que o nimero de observagcdes, sendo possi-
vel incorporar a incerteza sobre as quantidades desconhecidas, por exemplo, com
relacdo ao nimero de QTLs (XU, 2003).

Alguns dos métodos citados acima necessitam de um genoma saturado,
ou seja, alta quantidade de marcadores distribuidos em todo o genoma. Porém,
o baixo nivel de polimorfismo, em diversas espécies, como a do feijdo, torna o
genoma pobremente saturado, o que impede a constru¢do de mapas de ligagcdo que
possam ser usados na identificacdo de QTLs no genoma. Por isso, € importante
saber qual nivel de saturacdo do genoma € considerado aceitdvel para garantir o
poder dos métodos de mapeamento.

O presente trabalho foi realizado com os seguintes objetivos:

1 Propor um método de andlise para a técnica moving away from the marker,

utilizando abordagem bayesiana.

2 Comparar as versdes bayesianas do mapeamento por regressdo linear de



20

multiplas marcas e do mapeamento moving away from the marker proposto,

sob diferentes niveis de perda de marcadores.

3 Aplicar os métodos em dados reais para validar os resultados encontrados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Quantitative trait loci sdo regides do genoma responsaveis pela expressao
de caracateres fenotipicos. Com o advento dos marcadores moleculares tornou-se
possivel mapear regides dos cromossomos que afetam tais caracteres quantitati-
vos. Vérios sdo os métodos disponiveis na literatura para mapear os QTLs, sendo

alguns deles discutidos nesta se¢do.

2.1 Mapeamento de QTLs

Mapear QTLs significa identifica-los e localiza-los no genoma, estimando
suas posicdes e efeitos genéticos (efeito aditivo, efeito de dominancia, epistasia,
pleiotropia e outros efeitos que estiverem presentes no modelo). E necessario obter
uma coleta acurada de dados do carater quantitativo de interesse e dos marcadores
moleculares dentro da populacdo experimental (CAMP; COX, 2002). Segundo
Toledo et al. (2008), apds obter os dados citados acima, deve-se realizar trés passos

para o mapa de ligagdo:
i Distribuir os marcadores utilizados em grupos de ligacao.
ii Ordena-los no grupo.

iii Dentro de cada grupo, estimar a distancia entre os marcadores adjacentes ou

flanqueadores.

Uma vez construido o mapa de ligacdo, pode-se dar continuidade ao ma-
peamento de QTLs, utilizando métodos disponiveis na literatura para correlacionar
os dados fenotipicos com os dados genotipicos.

O mapeamento por marcas simples, proposto por Edwards, Stuber e Wen-

del (1987), associa um marcador por vez ao cariter de interesse e consiste na
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comparacgdo estatistica das médias dos fenétipos dentro de cada classe genotipica
do marcador. A andlise pode ser realizada, por meio de teste ¢, regressdo linear
simples e andlise de variincia, testando-se a hipStese nula de que as classes geno-
tipicas ndo diferem em fendtipo para um determinado marcador molecular. Um
resultado significativo sugere a possibilidade de, pelo menos um QTL, estar ligado
a marca. Cada teste de associagdo cardter-marcador € realizado, independente da
informacgao dos outros marcadores e, portanto, se um Cromossomo possui n mar-
cas, n testes deverdo ser realizados (MORAES, 2005). Segundo Lander e Botstein
(1989), algumas desvantagens deste mapeamento sdo: (i) os efeitos fenotipicos de
QTLs sdo seriamente subestimados; (ii) o nimero de progé€nies requerido para de-
tectar QTLs € maior que o necessario; (iii) a provavel posicao do QTL ndo é bem
definida, ndo podendo distinguir entre ligacdo muito préxima com um QTL de pe-
queno efeito ou ligacdo mais distante com um QTL de alto efeito. No entanto, esta
andlise ndo requer mapa genético e € ttil para um ensaio preliminar da existéncia
de um QTL.

Lander e Botstein (1989) propuseram o mapeamento por intervalo sim-
ples, no qual se verifica a presenca de QTL em um intervalo definido por marcas
adjacentes. Assim, em um intervalo, vdrias posi¢des sdo testadas para a presenca
do QTL por meio do teste da razdo de verossimilhangas, que compara a funcao
de verossimilhanca da hipétese nula (auséncia de QTL) com a hipétese alterna-
tiva (presenga de QTL na posicdo sendo testada). Um QTL ¢ dito estar presente,
quando o LOD escore (log of odds score) maximizado excede algum valor limiar
pré-determinado (threshold). Em contraste com a abordagem anterior, as localiza-
¢oes e os efeitos estimados dos QTLs tendem a ser, assintoticamente, ndo viesados
se existe somente um QTL segregando em um cromossomo. Este método requer

menos progénies para a deteccdo de QTLs, possui maior poder de detec¢do e maior
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precisdo na estimativa dos parametros associados ao QTL (ZENG, 1994). Porém,
se os marcadores estdo muito distantes um do outro, esta andlise € imprecisa na
deteccdo de um QTL. Como cada QTL € ajustado individualmente no modelo, os
outros possiveis QTLs presentes no genoma sdo ignorados, aumentando o residuo.
Além disso, eventuais QTLs que estejam localizados perto do intervalo que estda
sendo testado interferem no processo de estimagdo, levando a detectar erronea-
mente um QTL neste intervalo, quando na realidade ndao ha nenhum presente, os
chamados "QTLs fantasmas"(MARTINEZ; CURNOW, 1992).

Jansen (1993) e Zeng (1993, 1994), independentemente, propuseram a
ideia de combinar o mapeamento por intervalo sobre duas marcas com andlise de
regressao multipla sobre as demais marcas, visando eliminar o problema dos QTLs
"fantasmas". Zeng (1994) nomeou esta combina¢do de mapeamento por intervalo
composto, por se tratar de um enfoque misto entre as técnicas de regressdo e o mé-
todo da razdo de verossimilhancas. Com isso, utiliza-se um intervalo formado por
dois marcadores adjacentes para localizar a posicdo de teste e, a0 mesmo tempo,
utiliza as outras marcas como covaridveis na regressao de fendtipos em genoti-
pos para controlar os outros QTLs e reduzir a variincia residual (KAO; ZENG;
TEASDALE, 1999), aumentando, assim, o poder do teste e diminuindo, conside-
ravelmente, os QTLs "fantasmas", que s6 surgirdo se houver QTLs nos intervalos
adjacentes fortemente ligados ao intervalo sendo estudado (ZENG, 1994).

Um método de mapeamento mais complexo foi proposto por Kao, Zeng
e Teasdale (1999), chamado mapeamento por miiltiplos intervalos. Neste caso,
intervalos multiplos formados por dois marcadores adjacentes sdo usados, simul-
taneamente, para ajustar multiplos provdveis QTLs, diretamente, no modelo. Este
método é baseado no modelo de Cockerham (KAQO; ZENG, resultados ndo publi-
cados) (KAO; ZENG; TEASDALE, 1999) para interpretar os parametros genéti-
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cos e no método da maxima verossimilhanga para estima-los. Um processo de
selecdo stepwise com estatistica de teste de razdo de verossimilhangas como um
critério é proposto para identificar QTLs. Segundo os autores, este método tende
a ser mais poderoso e preciso na deteccdo de QTLs. De acordo com Xu (2003),
uma vez que este método ndo tem uma maneira conveniente de lidar com muitos
intervalos a0 mesmo tempo, os intervalos devem ser incluidos seletivamente no
modelo, gerando um problema de selecdo de modelo simultaneamente a identifi-
cacdo de QTLs. O critério de incluir ou excluir um QTL pode ser arbitrdrio e o
espaco amostral dos possiveis modelos pode ser tdo grande que dificilmente € to-
talmente explorado. Por este motivo, este método foi denominado por Xu (2003)
de mapeamento seletivo de miiltiplos intervalos e o verdadeiro mapeamento por
multiplos intervalos deveria incluir todos os intervalos definidos por marcadores
simultaneamente.

Alguns dos métodos citados acima necessitam de mapas de ligacdo para
identificacdo de QTLs. Tais mapas sdo mais bem construidos em genomas alta-
mente saturados. Porém, quando o genoma € pobremente saturado de marcadores,
a constru¢do do mapa torna-se imprecisa e invidvel, j4 que ndo se consegue re-
construir os grupos de ligacdo ou constroem-se mapas de ligacdo distorcidos que
nem sempre representam o mapa fisico. Poder-se-ia argumentar, nessa situacao,
que seria possivel o uso de um mapa de consenso. Contudo, essa abordagem sé é
vidvel se os marcadores estiverem bem distribuidos ao longo dos grupos de liga-
¢d0. Assim, torna-se necessaria uma abordagem de busca de QTLs ao longo do
genoma que ndo exija mapa. Uma alternativa seria o uso da regressdo multipla de
marcadores apenas para andlise de associagdo. Se o genoma ¢é altamente saturado,
aregressdo € assintoticamente eficiente (XU, 2003); em outros casos, pode ocorrer

Vi€s.
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Assim, um método de mapeamento que nao utiliza mapa de ligacdo foi
proposto por Xu (2003), chamado mapeamento por miltiplas marcas, que aplicou
a abordagem bayesiana com o objetivo de avaliar simultaneamente os efeitos dos
QTLs associados com os marcadores de todo o genoma, adotando um método de
regressao bayesiano shrinkage, sendo capaz de manusear situacdes em que o nu-
mero de pardmetros a ser estimado é maior que o nimero de observacdes. Nesta
abordagem, cada marcador € assumido como um provavel QTL, fazendo com que
a matriz de incidéncia (determinada pelos gendtipos dos marcadores) seja inte-
gralmente observével. A priori, cada QTL € uma varidvel aleatéria proveniente de
uma distribui¢do normal com média zero e variancia individual. Dessa forma, cada
possivel QTL ¢ penalizado pela razdo da sua variincia com a variancia residual.
Assim, aqueles QTLs de pequeno efeito e baixa varidncia tém seus efeitos "enco-
lhidos"a valores préximos de zero; ja aqueles de grande efeito tendem a apresentar
variancia genética alta e sdo menos penalizados (BALESTRE et al., 2012).

De acordo com Wang et al. (2005, p. 466), "mapear QTLs, entretanto, ndo
¢ tdo simples devido a incerteza dos gendtipos dos QTLs e, consequentemente, a
matriz de incidéncia ndo € mais observada. Mais ainda, as posicdes dos QTLs
sdo parametros adicionais de interesse". Baseado nisso, estes autores propuseram
estender a estimacgdo bayesiana shrinkage de Xu (2003) para mapeamento de QTLs
em que as posicdes e os efeitos dos QTLs sdo estimados simultaneamente. Este
método assume que cada intervalo definido pelos marcadores adjacentes possui
um QTL. Alguns destes QTLs t€ém grandes efeitos, mas a maioria tem efeito zero,
ou seja, nao existe QTL naquele intervalo. Em vez de excluir QTLs com efeitos
zero do modelo, como feito em qualquer abordagem de selecio de varidveis, este
método inclui estes QTLs no modelo. Segundo Wang et al. (2005, p. 478), "é

importante incluir estes pequenos QTLs no modelo porque, coletivamente, podem
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ter uma contribui¢do significante para a variancia da caracteristica. Se eles sdo
ignorados, a varidncia residual serd inflacionada, o que ndo é desejdvel". A técnica
que permite que os efeitos destes QTLs nulos sejam estimados préximos de zero é
a abordagem de estimac@o shrinkage seletiva.

Para Wang et al. (2005, p. 479), seu método € "mais simples e mais
facil de programar que qualquer outro método de selecio de modelo". Porém,
pode apresentar alguns problemas: néo existe flexibilidade para incorporar conhe-
cimento a priori sobre o nimero de QTLs e as posi¢des dos QTLs; ndo existe uma
afirmacdo probabilistica explicita sobre quantas vezes um QTL ¢ incluido no mo-
delo, embora a densidade a posteriori de um efeito de QTL possa ser usada para
extrair tal informacao; e, o tempo computacional requerido para a estimagdo baye-
siana shrinkage é, normalmente, longo por causa do grande nimero de efeitos de

QTLs incluidos no modelo.

2.2 Método moving away from the markers

Doerge, Zeng e Weir (1997) fizeram uma revisdo das principais contribui-
¢Oes na drea de estatistica aplicada ao uso da tecnologia de marcadores moleculares
e genética quantitativa na busca de genes que afetam caracteristicas quantitativas.
Uma das andlises ilustradas no referido artigo € a de marcador simples, porém nao
se assume que o marcador é um provavel QTL. Esta técnica foi, posteriormente,
denominada por Wu, Ma e Casella (2007) como Moving Away From The Mar-
ker. Nesse método, testa-se a hipdtese de que o marcador nao estd ligado com
o provavel QTL (a frequéncia de recombinacdo entre ambos € 0,5). A rejeicao
desta hipdtese sugere que o carater é afetado por um QTL préximo ao marcador
(DOERGE; ZENG; WEIR, 1997).

Ilustrando a técnica com um delineamento de retrocruzamento em que
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existem dois genétipos em cada marcador ou QTL, o gendtipo observado serd ou
My My ou My Mo, mas, dados estes gendtipos para os marcadores, o gendtipo do
QTL serd ou ();@Q)1 ou (1 Q2 com probabilidades dadas abaixo, sendo r a fragao

de recombinagdo entre o marcador e o QTL:

P(MQ1/M1Q1) =55 P(MiQ1/M1Q2) = 5
P (MiQ1/{MxQ1) = § P (MiQ1/MxQ2) = 15"

Assumindo que o cardter fenotipico (y) segue uma distribui¢éo normal, as

distribuicdes do cardter esperado dentro destas duas classes sdo:

Mi/My:(1—r)N (,ul,aQ) +rN ([LQ,O‘Q)

My /My :rN (u1,02) +(1—r)N (MQ,UQ)
sendo p1 e po as médias fenotipicas do cardter para genétipos Q1Q1 e Q1Qo,
respectivamente.

As médias e variancias destas duas distribui¢des de mistura sao:

fny vy = (1= 7) 4 7pe
paty vy = T+ (1 —=1) pg
Tran = Oangagy, = 00+ (1=7) (11 — p2)?
Se ndo existe ligacdo entre o marcador e o QTL, ou seja, se = %, entdo

Koty /My © By /M, S30 1guais. Assim, a hipotese nula de ndo ligagéo €:

1
Ho:r =g ou Ho: puanny = faay vy = (1= 27) (n — pi2) = 0

4 . ~ . _ 1 _
E importante notar que sob Hy no se pode dizer se 7 = 5 ou se ji1 = po.

Se se assume que yp, - - , Yn, sdo do grupo de marcadores M;M; e que
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Yni+1," > Yn s30 do grupo de marcadores M My, entdo a funcio de verossimi-

lhanca baseada no modelo de mistura é:

ni

L (p1,p2, 0% rly) = [T =) f (wilw, 02) + 7 f (yilp2, 0®)
=1

< T rf(uilpa,0®) + (1 =r) f (vilp2, 0°)
1=n1+1
Para testar a hipdtese nula de ndo ligacdo, poder-se-ia utilizar a teste de

razdo de verossimilhancas:

L (ﬂ17ﬂ27&27r = 075)

A=—-2ln —
L(Ml,MQ,O'Q,T)

Rejeitar-se-ia a hipétese se o valor de A fosse grande para uma distribui-
¢do aproximada qui-quadrado com nimero de graus de liberdade calculados sob a
hipétese nula. Porém, o modelo de mistura invalida a hipétese qui-quadrado (WU;
MA; CASELLA, 2007) e o que normalmente se faz é um teste de permutagdo em

A, ou, sua variacdo, o escore LOD:

L (ﬂl)ﬂQ?a-QaT = 07 5)
L (ﬂ17ﬂ27 &27f)

LOD = —log

O teste estatistico é avaliado sobre uma grade de valores r, r € [0;0, 5], e
o maximo escore LOD indica o valor r, da grade, mais préximo a estimativa 7 de
maxima verossimilhanca (DOERGE; ZENG; WEIR, 1997). A desvantagem deste
método € o uso de andlise de marcas simples, o que necessita de testes indepen-

dentes para cada marca.
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2.3 Abordagem bayesiana shrinkage

Com o advento dos SNPs, o mapeamento de QTL tornou-se um tipico pro-
blema de selecdo de varidveis em um modelo supersaturado. Uma alternativa para
analisar este problema em modelos € usar a estimacdo shrinkage, onde todas as
varidveis candidatas s@o incluidas no modelo, mas seus efeitos estimados sdo for-
cados a encolher para zero. Em contraste com a estimacao shrinkage usual, onde
todos os efeitos do modelo sao encolhidos pelo mesmo fator, a inferéncia bayesi-
ana permite atribuir prioris para cada efeito de marcadores e fazer o fator shrinkage
variar de acordo com esses diferentes efeitos (WANG et al., 2005). Este método
shrinkage forca intervalos de marcadores que ndo contém QTLs a ter seus efei-
tos estimados préximos de zero, enquanto que intervalos contendo QTLs sofrem
pouco encolhimento nos efeitos estimados.

Isto tem evitado os problemas de selecdo de modelos, mas como todos os
possiveis QTLs (mesmo os de efeitos nulos) sdo mantidos no modelo, a ideia de
modelo parcimonioso parece ser violada, exigindo alta demanda computacional.
Contudo, esta andlise é capaz de penalizar os pequenos efeitos e dar-lhes pesos
insignificantes para que suas inclusdes tenham um efeito desprezivel sobre a ané-
lise. Uma das boas propriedades da andlise bayesiana é sua habilidade de tratar
modelos com nimero grande de varidveis (XU, 2003).

Além disso, em comparagdo com outros métodos de andlise, esta aborda-
gem tem se mostrado superior tanto na estimativa dos efeitos quanto na estimativa
da real posi¢ao do QTL (WANG et al., 2005). Apesar disso, ainda poucos estudos
de mapeamento de QTL sdo realizados utilizando-a, principalmente, em virtude
da alta demanda computacional.

Um resultado encontrado por Xu (2003), na andlise bayesiana de multiplas

marcas, ¢ que marcadores de grandes efeitos nas andlises por marcas individuais
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mantém seus grandes efeitos na andlise bayesiana, enquanto marcadores com pe-
quenos efeitos t€ém sido "encolhidos". Este fator de encolhimento refere-se & pena-
lizagdo de cada possivel QTL pela razdo da sua varidncia com a variancia residual.
Assim, aqueles QTLs de pequeno efeito e baixa variancia t€m esses efeitos "en-
colhidos"a valores préximos a zero, pois sdo penalizados pela varidncia residual
do modelo. Por outro lado, aqueles QTLs de grande efeito tendem a apresentar
destacada variancia e sdo menos penalizados pela variancia residual (BALESTRE

etal., 2012).



31

3 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se o software R (R CORE TEAM, 2014) para realizar as andlises

e obter os graficos.

3.1 Simulacio

Foram simulados 300 individuos de uma populacdo Fb, com herdabili-
dade 0,5, utilizando o programa QGene (JOEHANES; NELSON, 2008). Para
essa populagdo, criaram-se onze grupos de ligacdo com tamanho de 120cM cada
e distancia média de 10cM no genoma, totalizando 165 marcadores SNPs (Single-
Nucleotide Polymorphism). Sete supostos QTLs foram distribuidos, aleatoria-
mente, nos grupos de ligagcdo, com seus respectivos efeitos aditivos e dominantes.

Na Tabela 1 abaixo mostra-se o grupo de ligacdo em que o QTL simulado
estd alocado, o valor da sua posi¢@o neste grupo, em centiMorgan (cM), seus efei-
tos aditivo e dominante. Na Figura 1 estdo representados os grupos de ligacdo, as

marcas e os QTLs simulados.

Tabela 1 Posi¢des, efeitos aditivos e efeitos dominantes dos QTLs simulados nos respec-
tivos grupos de ligacdo.

Grupo de Ligacdo Posi¢do Efeito Aditivo Efeito Dominante

QTL 1 1 76,6 -10 25
QTL 2 1 102,1 5 20
QTL 3 5 22,3 3 9
QTL 4 7 18,7 7 5
QTL 5 7 96,5 15 3
QTL 6 8 50,6 10 8
QTL 7 9 52,8 20 5
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Figura 1 Mapa genético simulado com onze grupos de ligacdo, 165 marcadores e sete
QTLs.
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3.2 Mapeamento por multiplos marcadores

Este método foi proposto por Xu (2003), sob uma abordagem bayesiana,
onde cada marcador é considerado um provavel QTL, fazendo com que a matriz

X seja totalmente observavel.

3.2.1 Modelo Linear

Sejam y;, parat = 1,...,n, os valores fenotipicos do individuo ¢ em uma

populagdo F5. O modelo linear é:

P P
Yy = bo + Z x;ijb; + Z wi;dj + €; (D)
j=1 j=1
sendo
* by a média geral da populacdo sob estudo;

¢ p o namero total de QTLs assumido - neste caso, é o nimero de marcadores;

* x;; a varidvel representativa indicando o efeito aditivo do marcador j para o

individuo 7;

* w;; a varidvel representativa indicando o efeito de dominéncia do marcador

j para o individuo i;
* b; o efeito aditivo do QTL associado com o marcador j;
* d; o efeito de dominancia do QTL associado com o marcador j;

* ¢; o residuo com distribui¢do N (0, o3).
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As varidveis z;; € w;; sao definidas como:

1, para AA; —1/2, para AA;
Tij = 0, para Aa; Wi = 1/2, para Ag; (2)
—1, paraaa. —1/2, para aa.

3.2.2 Estimacao Bayesiana

Neste modelo, as varidveis observadas sdo os dados fenotipicos y = {y;},
parai = 1,...,n, e os gendtipos dos marcadores, enquanto as varidveis nao ob-
servadas sdo a média, os efeitos aditivos e dominantes, representados por ¢ =
{bo, bj,d;} e suas varidncias v = {aé,ofj,aﬁj}, i=1,..,p.

As distribuicdes a priori sdo:

Assumindo independéncia, a priori conjunta das varidveis nao observadas
p(c, v) € o produto das prioris dos parametros individuais. Para o modelo descrito
em (1), a verossimilhanca pode ser dada pela distribuicio Normal Multivariada

descrita abaixo:

n

p(ylesv) = [[p (vile,07) o
=1

n p p
—n/2 1
o (79) " €PN T 552 Z yi —bo — injbj - Zwijdj
0 =1 j=1 J=1

2
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A distribuicio conjunta a posteriori pode ser representada por:
p(e,vly) < p(yle, v)p(c,v)

3.2.3 Amostragem das distribuicdes condicionais completas

Utiliza-se o algoritmo MCMC (Monte Carlo via Cadeia de Markov), ba-
seado no amostrador de Gibbs, que usa as distribui¢des condicionais completas a
posteriori para amostrar valores dos pardmetros e obter a distribuicao conjunta a

posteriori. O amostrador é realizado de acordo com a sequéncia abaixo.

Inicializagdo: Os pardmetros by e o3 sdo inicializados com a média e a
variancia dos dados fenotipicos, respectivamente; b; e d; sdo inicializados com o

valor zero e 02_ € ag_ sdo inicializadas com o valor 0,5.
J J

I = b(()k),...,b;()k),ag(k), .. ,Ug(k)

sendo k o nimero da iteragdo atual, iniciando em zero.

Atualizar by: A distribui¢do condicional a posteriori para by é Normal
com média by e varidncia s2, apresentadas a seguir. O by amostrado é denotado
por b(()kﬂ) e colocado no lugar de b(()k) em todos os processos de amostragem sub-

sequentes.

n

p p
Do | = Doty = wyd
g i

S|

i=1

1
2 1 a(k)
SO = nO'O



36

Atualizar b;: A distribui¢do condicional a posteriori para b; € Normal

com média b_J e variancia s%,, descritas abaixo. O bj amostrado é denotado por
J

bg-kﬂ) e colocado no lugar de bg»k).

—1
2( ) n - B b b( p ‘ 4d(k)
Z xw + 2 (k) > Tij | i § it — > wij .
i=1 t#£] j=1

—1
2 (k)
(k
(sz]_'_ 2(k)> 0(2) :

Atualizar d;: A distribui¢do condicional a posteriori para d; ¢ Normal
com média J] e variancia sfl_, descritas abaixo. Os d; amostrados sdo denotados
J

por d§k+1)e colocados no lugar de dg.k).

-1
52(%) n k k& k
(Z wzj + o2 (k)> ;wm (yZ - b(() ) Z 1]b§ Z wltdi )>

i=1 t7]

1
52(F)
2(k)
(Z wm 20 k)) 99

Atualizar o2: A distribui¢iio condicional a posteriori para a variancia resi-

2(k+1) 4

dual é Qui-Quadrado Inversa Escalada. A variancia amostrada ‘70 ¢é colocada

no lugar de 08( ),

p(og]- ) ~ Xeit (0, FQ)

sendo
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Atualizar agj e Uﬁj: As distribui¢des condicionais a posteriori para agj e

afl, sao distribui¢des Qui-Quadrado Inversas Escaladas. As varidncias amostradas
J

k+1 k+1) k k .
05( e 03_( 1) sdo colocadas no lugar de 03( Je 03_( ), respectivamente.
J J J J

D (agj| . ) ~ Xoid (1, bi(k)) D (J§j| .. ) ~ Xl <1, d?(k)>

Repete-se a sequéncia acima até a convergéncia da cadeia para uma dis-
tribuicdo estaciondria. Obtida a convergéncia, os valores finais amostrados sdo

utilizados para a estimacao dos parametros.

3.3 Moving away from the marker com analise bayesiana

A técnica de Doerge, Zeng e Weir (1997) apresentada na se¢do 2.2 pode
ser avaliada sob abordagem bayesiana, incluindo uma adaptag¢do da andlise em
multiplos marcadores de Xu (2003) e da andlise de multiplos QTLs de Wang et
al. (2005). Esta técnica adaptada permite que o QTL assuma posi¢des variando
dentro de um intervalo (distdncia) definido pela fracdo de recombinagdo entre o
QTL e o marcador, em vez de fixo entre duas marcas, como no mapeamento por
multiplos QTLs, adotando-se uma busca mais restrita.

Neste trabalho, utilizou-se o intervalo definido pelas fragdes de recombi-
nagdo zero e 0,2, adotando uma busca de QTLs a esquerda e a direita das marcas
dentro deste intervalo. Assim, assume-se que a marca estd ligada ao QTL e, entdo,
caminha-se dentro do intervalo escolhido, afastando-se da marca que estd sendo
utilizada como pivo. Portanto, o provdvel QTL poderd localizar-se em alguma

posicdo dentro deste intervalo.
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3.3.1 Modelo Linear

O modelo linear adotado, para y;,7 = 1, ..., n, sendo o valor fenotipico do

individuo ¢ em uma populacdo Fy, é:

p p
v = bo + Z arijbj + Z wijdj +e; 3)
j=1 j=1

sendo
* by a média geral da populacdo sob estudo;
* p o ndmero total de QTLs assumido - neste caso, é o nimero de marcadores;

* x;; a varidvel representativa indicando o efeito aditivo do QTL j para o

individuo ;

* w;;j a varidvel representativa indicando o efeito de dominéincia do QTL j

para o individuo ¢;

* b; o efeito aditivo do QTL j;

d; o efeito de dominéncia do QTL j;
* ¢; o residuo com distribui¢do N (0, 03).

As varidveis z;; € w;j sdo definidas como em (2). Considere m = m;;,t =
1,...,mej = 1,..,p, o vetor de marcadores, sendo o marcador j relacionado ao

individuo i.

3.3.2 Estimacao Bayesiana

As varidveis observadas sdo os dados fenotipicos y = {y;},i = 1,...,n

observagdes, e os gendtipos dos marcadores, enquanto as varidveis ndo observadas
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sdo as posi¢des dos QTLs A = {\;}, a média, os efeitos dos QTLs, representados

por ¢ = {bo, b;,d;}, suas variancias v = {03,072 , 03 } € as varidveis representa-
J J

tivas dos genotipos dos QTLs x;; e w;;,7 = 1,...,p.

As prioris assumidas sdo:

1
plbo) 1, p(8) o —, p(b) =N (0,08

99
2 2 1 2 1 .
p(dj):N<Oaadj)a p<0bj) och P(Udj) OCT, jzl,,p
%, oq

Os gendtipos x;; € w;; sdo ndo observados, mas podem ser inferidos com

base na informacdo do marcador j e das posi¢des /\;s dos QTLs em relacdo ao

marcador j.
p(x, wlA, m) = p(A, m|z,w)p(x, w)
sendo
1/4, para AA;
plz, w) = 1/2, para Aa;
1/4, paraaa.
11— r)? sr(l—r) 1r?
A mzw) = |yr(1=r) 31 =r)" 477 r(1-r)
%7"2 %(1—7“) %(1 —r)?

Nesse estudo, fixando-se a marca, o QTL pode variar sua posi¢cdo dentro
do intervalo especificado acima, sendo mais ligado ou menos ligado a marca; deste
modo, a priori, \; € uniformemente distribuida em um intervalo correspondente a

fragdo de recombinagdo variando de zero (marca € o préprio QTL) a 0, 2 (a marca
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e 0 QTL est@o pouco ligados):

1
P()\j) = 0.2

A priori conjunta das varidveis ndo observaveis p(c, v), assumindo inde-

pendéncia, € o produto das prioris dos parametros individuais.

p(c, v, T, w, }‘) = p(bO)p(U(Q])p(xv ’w|Aa m) Hp(bj)p(agj )p(dj)p(()'g,_ )p()‘j)
j=1

A verossimilhanga é descrita como:

n
p(y7 m’C7 v,T,w, )‘> = Hp(yzv m\c, Z,w, U%)
=1

—n/2 1 — u u
o (02) " Peap —5z 2 | v b= D _wishy = Y wijd;
0 =1 j=1 J=1

2

A distribuicao a posteriori é:
p<c7 v? ZIZ, w7 A‘y7 m) X p(y7 m‘c7 v? x? w7 A)z?(‘:7 ’U7 a:? w? A)

3.3.3 Amostragem das distribuicdes condicionais completas

Da mesma forma que no item 3.2, utiliza-se o algoritmo MCMC (Monte

Carlo via Cadeia de Markov), baseado na amostragem de Gibbs.

Inicializacdo: Os parametros by e 08 sdo inicializados com a média e a
variancia dos dados fenotipicos, respectivamente; b; e d; sdo inicializados com o

valor zero e agj e a;f,j sdo inicializadas com valor 0, 5; o pardmetro A; € inicia-



41

lizado com um valor aleatdrio entre zero e 0, 2; os valores iniciais de x;; € w;;
sdo amostrados das probabilidades de x;; e w;; condicionais ao pardmetro A; e a

marca j.

0 100 s Op 5Ty, Wy

1k — b(k),...,bg“) 2(k) o(k) (k) (k)

sendo k£ o ndmero da iteracio atual, iniciando em zero.

Atualizar by: A distribuicdo condicional a posteriori para by é Normal
com média by e varidncia o3, apresentadas a seguir. O by amostrado é denotado
por békH) e colocado no lugar de b(()k) em todos os processos de amostragem sub-

sequentes.

-1 () N () (B)
bo=— |wi— D w0 =D wd;
=1 J=1 7j=1
1
s5=—~og™

Atualizar b;: A distribui¢do condicional a posteriori para b; ¢ Normal

com média b; e varidncia agj, apresentadas abaixo. Os b; amostrados sdo denota-
)

dos por bng) e colocados no lugar de bg-k .

- n k 2(k) "k k Po(k), (k PO Sk
b= a2 ®+ B o) (=08 = 3 a0 — 3 wiPd
i=1 %o, i=1 t#£j j=1

w\
n k o2 k
si, =2 x?j( '+ 8] "
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Atualizar d;: A distribui¢do condicional a posteriori para d; ¢ Normal
com média J] e variancia 03, apresentadas abaixo. Os d; amostrados sdo denota-
J

dos por d§k+1) e colocados no lugar de dg-k).

g
d]

-1
n (k)

2 _ 2 (k) | od 2 (k)

Sd; = <leij t2w | 9%
1= ;

Atualizar 0(2] : A distribui¢do condicional a posteriori para a variancia resi-

dual é Qui-Quadrado Inversa Escalada. A variancia amostrada ag(kH) ¢é colocada
no lugar de ag(k).
p(og] ) ~ Xewe (0, FQ)
sendo
2
- K N~ (0,0 N~ (B (0)
FQ=)  |vi—by =) xib) =) wid,
i=1 j=1 j=1

ualizar o;' e o5 : As distribui¢cGes condicionais a posteriori para o7 €
Atualizar o7 e 02 : As distrib d t 2
J J J

aﬁj sdo distribui¢des Qui-Quadrado Inversas Escaladas. As varidncias amostradas

k+1 E+1) ~ k k .
ag,( e 03,( ™ S50 colocadas no lugar de 05,( S o*?i,( ), respectivamente.
J J J J

D (a§j| . ) ~ Xow (1’ b?(k)) » (Ugj‘ y ) ~x2 (17 d?(k)>

Atualizar z;; e w;;: Cada gendtipo do QTL amostrado tem distribui¢do

Bernoulli, usando a informacdo da marca j, com probabilidade dada abaixo.
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k k
p (l‘ij,U)ijp\; ),mij,yi,c(k),ag( )) =

k k
p (xiijiﬂ/\g )7mij> p (yz'lc(k)ﬁijvwz‘ja o2 )>

Lh

sendo [ e h os genétipos apresentados em (2).

Atualizar )\;: O parametro \; € dificil de amostrar diretamente de sua
distribuicdo condicional a posteriori sendo, portanto, necessario usar um passo do
algoritmo Metropolis-Hastings (HASTINGS, 1970; METROPOLIS et al., 1953)
dentro do algoritmo de amostragem de Gibbs. No método apresentado, pode-se
utilizar uma distribui¢do uniforme como fun¢do auxiliar, onde se amostra uma
nova posi¢io (A;kﬂ) ), utilizando a func¢do de Haldane (HALDANE, 1919), sob
um intervalo delimitado por max(0, A\; — ¢) e min(0,2; A\; + ¢), onde ¢ é uma

constante que define o caminhamento dentro do intervalo j, normalmente valor de

1 ou 2 cM. Esta fung¢do é denotada por u()\gkﬂ), )\g-k) ), € a nova posi¢do serd aceita
na k-ésima iteragdo com min(1, «) de probabilidade. Assim, se « for aceito, uma

nova posigao € estabelecida e um novo genétipo € sugerido para x;; € wj;.

u

()\ (k) |y’c(k 2 mj’m(k),w(k))

Repete-se a sequéncia acima até a suposta convergéncia da cadeia para
uma distribuic@o estaciondria. Na cadeia final, a média a posteriori dos genotipos

finais amostrados foi utilizada para a estimagdo dos pardmetros.
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3.4 Analise p6s-MCMC

Na andlise bayesiana simples, a posicdo do QTL ¢é inferida com base na
quantidade de vezes que o efeito do QTL passa por pequena regido (bin) em deter-
minada posi¢do do genoma. Essa curva descreve o perfil de intensidade do QTL.
Na abordagem de Wang et al. (2005), € assumido que cada intervalo estd associ-
ado a um QTL de modo que o suposto QTL ird passar por todas as regides dentro
dele e 0 mesmo nimero de vezes que o QTL passa ocorre independente do seu
efeito. No entanto, € esperado ocorrer um verdadeiro QTL em um dado intervalo
e sua posicdo demonstrard um pico, ao passo que, se o efeito € nulo, a distribuicao
dentro do intervalo € uniforme (YANG; XU, 2007).

O perfil da intensidade do QTL é representado por Yang e Xu (2007) como
uma fungdo da posi¢do f(A). No entanto, f(A) pode ndo ser suficientemente in-
formativa para inferéncia acerca do QTL na anélise bayesiana shrinkage. Baseado
nisto, Yang e Xu (2007) propuseram a descri¢ao dos efeitos dos QTLs de acordo

com suas formas quadréticas e ponderadas pela intensidade da posicao:

W) =b'Vy b+dVy ld

sendo b e d os vetores de efeitos aditivos e dominantes, respectivamente, dos
QTLs, Vi, ' e V47! as inversas das varidncias dos efeitos dos QTLs dadas por
-1
n
(Z z2 + 03/ a?,) 03, que corresponde 2 inversa da matriz de informagio do
i j
1=
n -1
efeito aditivoe | > w2 + o2/o? o2, que corresponde 2 inversa da matriz de
ij 7 90/94d, 0-4d p

i=1
informacdo do efeito dominante.
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Esse teste equivale a um Teste de Wald na distribuicao marginal dos para-
metros e segue aproximadamente uma distribui¢do qui-quadrado com dois graus
de liberdade (YANG; XU, 2007). Este teste foi utilizado, nos dois métodos, para
identificar as marcas significativas, sendo selecionadas quando o valor de W ()
foi maior que x? =5,99.

(0,95;2)

3.5 Dados do experimento real

Os dados utilizados para aplicacdo pratica dos modelos foram retirados de
Lara et al. (2014). Sao 186 progénies F5.4 de feijao, obtidas considerando o cru-
zamento entre as linhagens CNFC 9506 e RP-2 e genotipadas com 59 marcadores,
sendo 17 SSRs (Simple Sequence Repeat), 31 AFLPs (Amplified Fragment Length
Polymorphism) e 11 SRAPs (Sequence-Related Amplified Polymorphism).

O experimento foi conduzido em delineamento em létice quadrado triplo
(14x14), sendo a parcela representada por uma linha de um metro e inoculadas
dez plantas por parcela, em campo experimental dentro da Universidade Federal de
Lavras. O caréter estudado foi resisténcia a doenga mofo-branco (S. sclerotiorum),
atribuindo notas as progénies, de acordo com os niveis de reacdo a doenca (de 1 -
planta sem sintoma a 9 - morte da planta), por meio do teste de reagdo ao método
straw test, ou teste do canudo. A andlise fenotipica foi feita no nivel de médias das

parcelas, assumindo normalidade para o valor fenotipico.

3.6 Analise dos resultados

Ao longo dos grupos de ligagdo, simularam-se perdas de 20% e 80% das
marcas, resultando em 35 e 136 marcas retiradas, respectivamente, em todo o ge-

noma. Para cada nivel de perda, o processo foi repetido 100 vezes. Considerando
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os dados simulados, ap6s a finalizacdo de cada desbalanceamento e selecdo das
marcas significativas, como se sabe a posi¢do, o efeito aditivo e o efeito domi-

nante de cada QTL simulado, trés resultados foram obtidos para cada método:

1 Para o mapeamento de multiplas marcas: a distancia entre a marca seleci-
onada e o QTL simulado, a diferenca entre o efeito aditivo da marca se-
lecionada e o efeito aditivo do QTL simulado, e a diferenga entre o efeito

dominante da marca selecionada e o efeito dominante do QTL simulado.

2 Para a técnica moving away from the marker bayesiana: a distancia entre
0 QTL estimado e o QTL simulado, a diferenca entre o efeito aditivo do
QTL estimado e o efeito aditivo do QTL simulado, e a diferenca entre o
efeito dominante do QTL estimado e o efeito dominante do QTL simulado.
Dado, a priori, que esta técnica ndo se preocupa com a dire¢do da busca do
QTL, ndo se pode utilizar a sua distdncia em relagdo a marca para medir a
distancia relativa ao QTL simulado. Sendo assim, optou-se em calcular a
distancia direta entre a média a posteriori do genétipo do QTL estimado e
0 QTL simulado, utilizando a fun¢do de Kosambi (1944), de acordo com a
fracdo de recombinacdo entre eles.

142
distancia = 0, 25 log rer
1-2r

Para os dados reais, foi feito apenas o Teste de Wald para identificar quan-

tas marcas foram significativas, em cada método.
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4 RESULTADOS

Apenas por facilidade, adotaram-se, para esta se¢do, os termos Método 1
para designar o mapeamento por multiplas marcas de Xu (2003) e Método II para
a técnica moving away from the marker bayesiana proposta. Sao apresentados os
resultados, para os dados simulados, apenas para os grupos de ligacdo que conti-

nham QTLs simulados (grupos de ligacdo um, cinco, sete, oito e nove).

4.1 Dados simulados

4.1.1 Perda de 20% das marcas

Retirando-se 20% das marcas em cada grupo de ligacdo, restaram 130
marcas no genoma. Avaliaram-se a distancia, a diferenca absoluta entre os efeitos
aditivos e a diferenca absoluta entre os efeitos dominantes do QTL simulado com
0 QTL estimado (ou com a marca selecionada), para os dois métodos.

Na Figura 2 mostra-se o poder dos marcadores em detectar QTL, no pri-
meiro grupo de ligacdo (GL1), para o Método I (em vermelho) e para o Método
IT (em azul). O gréfico de poder é dado por T(%), sendo F' o ndmero de ve-
zes que o QTL foi significativo dentre as selecdes e d,,, a sua distdncia média do
QTL simulado. Quanto maior o nimero de vezes que o QTL for encontrado por
uma marca ¢ com menor distdncia do QTL simulado, maior sera a estatistica 7 e,
consequentemente, maior o pico do grafico. Assim, se o0 QTL encontrado estiver
extremamente proximo ao verdadeiro, a distancia tenderd a zero e o pico tenderd
ao infinito. As setas representam os QTLs simulados, entre as marcas, mas nio

sua magnitude (efeitos).
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Figura 2 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o primeiro grupo de ligacio
simulado, com 20% de perda de marcadores.

Observa-se que ambos os métodos encontraram os dois QTLs simulados
com distincia muito pequena dos verdadeiros, sendo o Método II com maior po-
der. Por exemplo, o marcador dez é considerado um provavel QTL (74 vezes
significativo em 82 selecdes), pelo Método I, com distdncia média de 11,7cM do
verdadeiro QTL; ja no Método II, esse marcador encontrou um QTL com distan-
cia média do verdadeiro de 1,91cM, sendo significativo 71 vezes em 82 selecdes
(Tabela 2, Apéndice C; Figura 4).

Para os efeitos aditivos o procedimento foi semelhante: dividiu-se o nd-
mero de vezes que o QTL foi significativo, dentre as selecdes, pela média das dife-
rencgas absolutas entre os efeitos aditivos do QTL encontrado e do QTL simulado.

O mesmo foi feito para os efeitos dominantes. Assim, um resultado satisfatério
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seria obter frequéncias altas de deteccdo e médias baixas das diferengas absolutas
dos efeitos, o que resultaria em um pico alto. Na Figura 3 representa-se este pro-
cedimento para o efeito aditivo no primeiro grupo de ligacao, sendo o Método I na

cor vermelha e o Método II na cor azul.

Efeitos Aditivos - GL1

= Método | = Método Il B QTL simulado

16

10

Poder

Marcas

Figura 3 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o primeiro
grupo de ligacdo, com 20% de perda de marcadores.

Pode-se observar que o Método II € mais poderoso para determinar efeitos
aditivos com valores mais préximos do verdadeiro, sendo pouco menos poderoso
que o Método I para a marca 12, semelhante ao Método I para a marca dez e mais
poderoso que o Método I para as outras marcas. Para os efeitos dominantes, o
Meétodo II teve mais poder para determind-los que o Método I, mesmo que ambos
tenham sido baixos (Figura 34, Apéndice A).

Na Figura 4 resumem-se as informagdes acerca dos QTLs encontrados pe-
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los Métodos I e 11, respectivamente, para o primeiro grupo de ligacdo: as frequén-
cias relativas de detecgdo do QTL com seus respectivos intervalos de confianga
exatos para proporcdo com 5% de significancia, as posicdes dos QTLs encontra-
dos pelas suas respectivas marcas, ¢ a média da diferenca absoluta dos efeitos
aditivos entre o QTL encontrado e o QTL simulado. Com isso, frequéncias rela-
tivas altas com intervalos de confianca pequenos e diferenca de efeitos pequena
representam boa detecg¢do. As setas representam os QTLs simulados, mas néo os
seus efeitos (magnitude); M1 representa o marcador um no Método I; M2, o mar-
cador dois no Método I, assim por diante; Q1 representa o QTL encontrado pelo
marcador um no Método II; Q2, o QTL encontrado pelo marcador dois no Método
II; assim por diante; os pontos em preto no eixo x sdo as posi¢des dos marcadores
no grupo de ligacdo. A mesma ideia € usada na Figura 44, Apéndice B, mas com
a representacdo das diferencas médias dos efeitos dominantes.

Observa-se que as marcas dez e 12 encontraram QTLs préximos aos ver-
dadeiros em ambos os métodos, com frequéncias altas (Tabela 2, Apéndice C),
sendo consideradas, portanto, marcas notdveis. No Método I, os QTLs estimados
por essas marcas sdo fixos nas posi¢des correspondentes a elas; ja no Método II,
0s QTLs estimados por essas marcas se encontram mais proximos aos QTLs simu-
lados (setas). A diferenca de efeitos aditivos para essas marcas foi baixa (Figura
4) e de efeitos dominantes foi alta (Figura 42, Apéndice B), para os dois métodos.

Note que, no Método I, marcas posicionadas longe da regido do QTL si-
mulado tém frequéncias de detec¢do com valor zero, ndo identificando nenhum
QTL; ja no Método II, todas identificaram QTLs, mas as mais afastadas tém
frequéncias muito baixas, evidenciando que estdo realmente distantes e pouco li-

gadas ou ndo ligadas aos QTLs.
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Figura 4 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posicdes (em unidade
Morgan) no cromossomo um, frequéncias relativas com intervalos de confianca
exato para propor¢aop com 5% de significancia e diferencas absolutas dos efeitos
aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 20% das
marcas.
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Nas Figuras 5 e 6 mostram-se o poder de deteccdo de QTL e de efeitos
aditivos, respectivamente, para o grupo de ligac@o cinco pelos dois métodos, se-
guindo o procedimento descrito para as Figuras 2 e 3. O poder para determinar
efeitos dominantes esta representado na Figura 35, Apéndice A.

Observa-se, pela Figura 5, que o Método II tem maior poder de detecc¢do
do QTL que o Método I e com maior poder para determinar os efeitos aditivos
(Figura 6). O marcador dois € um marcador notavel, ja que foi significativo 40
vezes em 74 selecdes pelo Método II e 37 vezes em 74 sele¢des pelo Método 1.
Para determinar os efeitos dominantes, o Método II, também, foi mais poderoso

que o Método I (Figura 35, Apéndice A).

Grupo de Ligagdo 5

2000

= Metodo | = Método Il = QTL simulado

Poder
1000 1500
I |

500
|

'/

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Marcas

Figura 5 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o quinto grupo de ligagdo
simulado, com 20% de perda de marcadores.
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Figura 6 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o quinto
grupo de ligagcdo, com 20% de perda de marcadores.

Na Figura 7 resumem-se as principais caracteristicas acerca do QTL, para
ambos os métodos, assim como as apresentadas para o primeiro grupo de liga-
¢do. Note que o marcador dois identificou o QTL simulado nos dois métodos,
mas o QTL estimado, por ele, pelo Método II, estd mais préximo do verdadeiro,
resultando em poder de deteccdo maior, como visto na Figura 5. As diferengas
de efeitos aditivos foram baixas em ambos os métodos (Figura 7), assim como as

diferencas de efeitos dominantes (Figura 45, Apéndice B).
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Figura 7 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢des (em unidade
Morgan) no cromossomo cinco, frequéncias relativas com intervalos de confianca
exato para propor¢ao com 5% de significancia e diferengas absolutas dos efeitos
aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 20% das
marcas.
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Na Figura 8 representa-se o poder de deteccdo de ambos os métodos para
o grupo de ligacdo sete. De acordo com essa figura, o Método I apresentou re-
sultado melhor que o Método II para o marcador doze. Isso se deve ao fato de
que a distancia entre a marca e o QTL simulado é muito pequena (1,7cM), o que
influenciou a altura do pico. Como o QTL foi simulado muito préximo & marca,
ele foi bastante identificado pelo Método 1. No Método II, como o provdvel QTL é
analisado em cada posi¢do dentro do intervalo estabelecido, ele pode ser estimado
em qualquer uma delas. As distancias entre o QTL estimado e o QTL simulado

variaram de 6,8¢ 11

c¢M a 34cM nas 100 repeti¢Oes realizadas na simulacdo, o que
influenciou a distancia média (final), resultando em 8,2cM. Com isso, o pico para
a marca 12 foi baixo, mesmo que a frequéncia de deteccdo tenha sido alta e pré-
xima a frequéncia obtida pelo Método I (Tabela 2, Apéndice C). Vale ressaltar que
em 28 das 59 vezes em que a marca 12 foi significativa para detec¢do de QTL,
ela estimou um QTL com distincia de 6,8¢~''cM do verdadeiro, mostrando que
realmente encontrou a posi¢do do QTL simulado.

Com a marca quatro, a altura do pico na Figura 8, para o Método 11, deveria
ter sido maior, ja que a frequéncia de deteccao foi bem maior que pelo Método I (39
em 85 selecdes pelo Método Il e sete em 85 selecdes pelo Método I), porém ela foi
influenciada pela distincia média de 9cM, maior que a distancia de 3cM do Método
I. Como a distancia pelo Método I foi pequena, a altura do pico foi maior do que
deveria, ja que a frequéncia de detec¢c@o foi baixa. Assim, o grafico da Figura
8 ndo estd representando o que aconteceu, distorcendo as interpretagdes. Vale
ressaltar que em 17 das 39 vezes em que foi significativa, a marca estimou QTL

com distancia de 4,13¢11

cM do verdadeiro, indicando que realmente identificou
a posi¢do do QTL simulado. Porém, as distidncias encontradas nas 85 selecdes

variaram de 4,13e~''cM a 29cM, o que influenciou a distancia média.
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Figura 8 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o sétimo grupo de ligacdo
simulado, com 20% de perda de marcadores.

A Figura 9 mostra o poder dos dois métodos em determinar os efeitos
aditivos. Observa-se que o Método II é mais poderoso, ou seja, estima efeitos
aditivos mais proximos aos verdadeiros. O poder para os efeitos dominantes é
apresentado na Figura 36, Apéndice A. O Método II é mais poderoso e ambos

apresentaram diferencas médias baixas de efeito dominante.
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Figura 9 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o sétimo
grupo de ligacdo, com 20% de perda de marcadores.

Na Figura 10 apresentam-se as posicdes dos QTLs estimados pelas mar-
cas, as frequéncias relativas com seus respectivos intervalos de confianca exatos
para propor¢do com 5% de significancia e as diferencas de efeitos aditivos (as di-
ferencas de efeitos dominantes encontram-se na Figura 46, Apéndice B), que ilus-
tram os fatos descritos na discuss@o da Figura 8, para as marcas quatro e 12. Note
que ambas as marcas estdo muito proximas aos QTLs estimados. Pelo Método I,
a marca 12 tem frequéncia de deteccdo alta, mas a marca quatro tem frequéncia
baixa, ndo sendo significativa, mesmo com distdncia pequena do QTL simulado.
Pelo Método 11, apesar de as distincias entre os QTL estimados e os simulados se-
rem maiores que no Método I, as frequéncias de detec¢ao das duas marcas foram

altas, mostrando melhor identificagdo dos dois QTLs.
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Figura 10 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posicdes (em unidade
Morgan) no cromossomo sete, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 20% das
marcas.
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Os mesmos procedimentos foram feitos para o oitavo grupo de ligacao.
A Figura 11 mostra o poder de ambos os métodos em detectar QTLs, lembrando
que o Método I é representado pela cor vermelha e o Método II pela cor azul.
Observa-se que o Método I apresentou maior poder de detec¢do. Porém, a mesma
interpretacio erronea, apresentada no sétimo grupo de ligacdo, acontece aqui. O
QTL simulado estd extremamente préximo a marca sete (distancia de 0,1cM), o
que influenciou muito o pico apresentado pelo Método I. Entretanto, essa marca foi
significativa, neste método, apenas cinco vezes em 80 selecdes com essa distincia
pequena.

Pelo Método II, essa marca identificou QTL com distancia média de 7,7cM
do verdadeiro, bem mais alta que a do Método I, sendo menos enfatizada na Fi-
gura 11, mas foi significativa 39 vezes em 80 selecdes. Isso mostra que o método
consegue identificar o QTL verdadeiro, mesmo que um pouco distante da posicao
real. Essa distincia média foi influenciada pelas diferentes distancias estimadas

nas 100 repeticdes, que variaram de 1,97¢ 1!

cM a 33cM. Vale ressaltar que em 20
das 39 vezes em que a marca foi selecionada como significativa pelo Método II,
ela identificou QTL com distancia 1,97e~''cM do verdadeiro, ou seja, identificou

exatamente a posicao do QTL simulado, sendo mais preciso.
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Figura 11 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o oitavo grupo de ligagdo
simulado, com perda de 20% de marcadores.

Na Figura 12 mostra-se o poder dos dois métodos em determinar os efeitos
aditivos. O Método II € mais poderoso que o Método I em determinar efeitos
aditivos e, também, em determinar efeitos dominantes (Figura 37, Apéndice A).
Ambos os métodos identificaram diferencas pequenas entre os efeitos aditivos do
QTL estimado e do QTL simulado (Figura 13) e diferencas pequenas entre os

efeitos dominantes (Figura 47, Apéndice B).
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Figura 12 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o oitavo grupo de ligagdo
simulado, com perda de 20% de marcadores.

Para mostrar o problema apresentado acima com a marca sete, criou-se
a Figura 13 com as posi¢des, no cromossomo, dos QTLs estimados por ambos
os métodos, as frequéncias relativas com seus respectivos intervalos de confiangca
exatos para propor¢cao com 5% de significancia e as diferencas médias de efeitos
aditivos. Um gréafico semelhante ao da Figura 13 para as diferengas de efeitos
dominantes esta representado na Figura 47, Apéndice B. Observe que a marca sete
estd muito préxima ao QTL simulado, mas possui frequéncia muito baixa pelo
Meétodo I, indicando que a marca ndo foi considerada notdvel; ja pelo Método II, o
QTL estimado estd mais afastado do QTL simulado, mas foi altamente identificado

pela marca, tornando-a uma marca notavel.
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Figura 13 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo oito, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 20% das
marcas.
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Na Figura 14 mostra-se o poder de deteccdo de ambos os métodos para o
nono grupo de ligacdo. O Método I teve maior poder de deteccdo que o Método
II. A marca dez é considerada uma marca notdvel, com frequéncia de detec¢do de
51 em 74 selecdes e distancia de 5cM do QTL verdadeiro, pelo Método I, e com

frequéncia de 44 em 74 selegdes e distincia de 9,6cM do QTL verdadeiro, pelo

Método 1II.
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Figura 14 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o nono grupo de ligagdo
simulado, com 20% de perda de marcadores.

O poder dos dois métodos em determinar os efeitos aditivos € apresentado
na Figura 15. Ambos apresentam poderes similares, mas diferengas médias altas
de efeitos aditivos (Figura 16). Para os efeitos dominantes, o poder é apresentado
na Figura 38, Apéndice A, para ambos os métodos, sendo considerados similares

e com diferengas médias baixas.
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Figura 15 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o nono
grupo de ligacdo, com 20% de perda de marcadores.

Na Figura 16 resumem-se as caracteristicas de identificagdo de QTLs de
ambos os métodos: as posi¢des dos QTLs estimados, as frequéncias relativas com
seus respectivos intervalos de confianga exatos para propor¢do com 5% de signifi-
cancia e as diferencas médias de efeitos aditivos (um gréfico similar foi feito para
as diferencas médias de efeitos dominantes, apresentado na Figura 48, Apéndice
B). Note que as marcas nove e dez identificaram QTLs com maior frequéncia em
ambos os métodos e a marca dez identificou QTL mais préximo do verdadeiro. As
diferencas de efeitos aditivos foram altas e as de efeitos dominantes foram baixas,

nos dois métodos.
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Figura 16 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posicdes (em unidade
Morgan) no cromossomo nove, frequéncias relativas com intervalos de confi-
anga exato para propor¢do com 5% de significincia e diferencas absolutas dos
efeitos aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de
20% das marcas.
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4.1.2 Perda de 80% das marcas

Retirando-se 80% das marcas em cada grupo de ligacdo, restaram 81 mar-
cas no genoma. Avaliaram-se a distincia, a diferenca absoluta entre os efeitos
aditivos e a diferenca absoluta entre os efeitos dominantes do QTL simulado com
0 QTL estimado (ou com a marca selecionada), para os dois métodos.

Na Figura 17 mostra-se o poder para detectar QTL no primeiro grupo de
ligacdo (GL1), para o Método I (em vermelho) e para o Método II (em azul).
Quanto maior o pico, menor a distincia entre eles e maior a frequéncia da marca;
assim, se o0 QTL encontrado for exatamente o verdadeiro, a distincia serd zero e
o pico tenderd ao infinito. Nesta figura, observa-se que o Método II encontrou os
dois QTLs simulados com maior poder, enquanto o Método I encontrou os dois
QTLs, mas com poder baixo para o primeiro.

De fato, o marcador dez foi significativo 14 vezes em 16 selecdes, pelo
Meétodo I, mas com distancia de 11,7cM do verdadeiro QTL, o que penalizou o
pico no grafico. No Método II este marcador encontrou um QTL 16 vezes em
16 selecdes, com distincia de 1,7cM do verdadeiro, praticamente identificando o
verdadeiro. Vale ressaltar que em 12 das 16 vezes em que a marca 10 foi significa-
tiva, ela identificou QTL com distancia de 3,02¢'1cM do verdadeiro. O marcador
12 é considerado um provavel QTL (16 vezes significativo em 17 selegdes), pelo
M¢étodo I, com distancia média de 4,7cM do verdadeiro QTL; no Método II, esse
marcador encontrou um QTL com distAncia média do verdadeiro de 0,86¢M, sendo
significativo 14 vezes em 17 sele¢cdes (Tabela 3, Apéndice C). Vale ressaltar que
em oito das 14 vezes em que a marca 12 foi significativa, ela identificou QTL com

distancia de 4,13e~1¢cM do verdadeiro.
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Figura 17 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o primeiro grupo de ligagao
simulado, com 80% de perda de marcadores.

Na Figura 18 mostra-se o poder dos métodos em determinar efeito aditivo
e os métodos sdo parecidos. Para os efeitos dominantes, o poder € apresentado na

Figura 39, Apéndice A, sendo também considerados similares.
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Figura 18 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o pri-
meiro grupo de ligacdo, com 80% de perda de marcadores.

As caracteristicas relacionadas aos QTLs estimados por ambos os métodos
encontram-se na Figura 19, onde estio representadas as posi¢cdes dos QTLs esti-
mados pelos métodos, as frequéncias relativas com seus respectivos intervalos de
confianca exatos para proporcao com 5% de significancia e as diferencas médias
de efeitos aditivos. Observe que as marcas dez e 12 estimaram QTLs em ambos
os métodos, sendo mais bem estimados no Método 1II, ja que as distancias com
relacdo ao QTL simulado foram menores. Note que os intervalos de confianga sdao
maiores em decorréncia de o nimero de sele¢des ser baixo, ou seja, menores tama-
nhos amostrais na simulacdo. Apenas a marca um nio identificou QTL no Método
II por se encontrar muito distante do QTL simulado. Um gréifico semelhante com
as diferencas médias de efeitos dominantes encontra-se na Figura 49, Apéndice B,

mostrando que as diferencas médias foram altas em ambos os métodos.
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Figura 19 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posicdes (em unidade
Morgan) no cromossomo um, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 80% das
marcas.
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Na Figura 20 mostra-se o poder de deteccio de QTL para os dois métodos
no quinto grupo de ligagdo. O Método II foi mais poderoso em detectar QTL que o
Meétodo 1. A frequéncia de detec¢do da marca dois pelo Método I foi de oito em 15
selecdes com distancia de 12,8cM do QTL verdadeiro, enquanto a frequéncia pelo
Meétodo 1I foi de 11 em 15 sele¢des com distancia média de 6,5cM do verdadeiro
(Tabela 3, Apéndice C; Figura 22). Vale ressaltar que em quatro das 11 vezes em

que foi significativa, a marca detectou um QTL com distincia de 2,71e~'1cM do

verdadeiro.
Grupo de Ligacédo 5
o
g |
(9]
® Metodo | = Método II ® QTL simulado
3
]
2 B+
o
o _|
n
o — A L —————

Marcas

Figura 20 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o quinto grupo de ligacdo
simulado, com 80% de perda de marcadores.

O poder dos dois métodos em determinar efeitos aditivos é representado
na Figura 21. O Método II € considerado mais poderoso que o Método 1. O poder

em determinar os efeitos dominantes € apresentado na Figura 40, Apéndice A,
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sendo o Método II considerado mais poderoso que o Método I.

Efeitos Aditivos - GL5

= Método | = Método |l = QTL simulado

Poder

Marcas

Figura 21 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o quinto
grupo de ligacdo, com 80% de perda de marcadores.

As posicdes dos QTLs estimados por ambos os métodos, as frequéncias
de deteccdo com seus respectivos intervalos de confianca exatos para propor¢ao
com 5% de significancia e as diferencas de efeitos aditivos estdo representados
na Figura 22. Observe que a marca dois, pelo Método II, estimou um QTL mais
préoximo do verdadeiro que o Método 1. As diferengas médias de efeitos aditivos
foram baixas para ambos os métodos. Um grafico semelhante para as diferengas de
efeitos dominantes é apresentado na Figura 50, Apéndice B. As diferencas médias

foram semelhantes para ambos os métodos, sendo consideradas baixas.
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Figura 22 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posicdes (em unidade
Morgan) no cromossomo cinco, frequéncias relativas com intervalos de confi-
anga exato para propor¢do com 5% de significincia e diferencas absolutas dos
efeitos aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de
80% das marcas.
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Na Figura 23 representa-se o poder de deteccdo de QTL pelos dois méto-
dos no sétimo grupo de ligacdo. O Método II identificou melhor os QTLs simula-
dos, embora a figura tenha apresentado melhor poder de detec¢do para o Método I
na marca 12. Primeiro, pelo Método I néo se identificou o primeiro QTL; segundo,
0 pico na marca 12 ndo estd bem representado, ja que ela foi significativa apenas
seis vezes em 19 selecdes. Isso se deve ao fato de que a marca 12 estd muito pro-
xima ao QTL simulado (1,7cM de distancia), influenciando o pico. Pelo Método
II, essa marca foi significativa 13 vezes em 19 selecdes, mas com distancia média
de 9cM do verdadeiro QTL, o que fez a altura do pico ser mais baixa. Vale res-
saltar que em seis das 13 vezes em que a marca 12 foi significativa, ela identificou

QTL com distancia de 6,86e~''cM do verdadeiro.
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Figura 23 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o sétimo grupo de ligacdo
simulado, com 80% de perda de marcadores.

Pela Figura 24 mostra-se o poder dos métodos em determinar efeitos adi-
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tivos no sétimo grupo de ligacdo. O Método II foi ligeiramente melhor que o
Meétodo I. O grafico de poder para efeitos dominantes encontra-se na Figura 41,

Apéndice A.

Efeitos Aditivos - GL7T
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Figura 24 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o sétimo
grupo de ligacdo, com 80% de perda de marcadores.

Na Figura 25 € representado o resumo das caracteristicas dos QTLs esti-
mados: suas posi¢des no cromossomo, as frequéncias relativas de detecgdo com
os respectivos intervalos de confianca exatos para propor¢do com 5% de signifi-
cancia e as diferencas médias dos efeitos aditivos do QTL estimado com o QTL
simulado. Um grafico similar para as diferengas médias dos efeitos dominantes é
representado na Figura 51, Apéndice B. Observa-se que a marca 12 encontra-se
muito préxima ao QTL simulado, mas foi pouco identificada pelo Método 1. J&
pelo Método II, o QTL estimado encontra-se mais distante, mas com frequéncia

maior. Os efeitos aditivos foram altos para ambos os métodos.
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Figura 25 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posicdes (em unidade
Morgan) no cromossomo sete, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 80% das
marcas.
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Os mesmos procedimentos foram feitos para o oitavo grupo de ligacao.
Na Figura 26 representa-se o poder de deteccio dos dois métodos e o Método II é
considerado mais poderoso que o Método 1. Pelo Método I identificou-se o QTL
na marca nove, mas com baixa frequéncia (trés em 12 selecdes) e com distancia
de 20,9cM do QTL verdadeiro (Figura 28). Pelo Método II, a marca sete identi-
ficou QTL com frequéncia de oito em 19 selegdes e distincia média de 12,3cM
do verdadeiro (Tabela 3, Apéndice C). Vale ressaltar que em trés das 8 vezes em
que a marca foi significativa, ela identificou QTL com distancia de 1,97e~'cM

do verdadeiro.
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Figura 26 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o oitavo grupo de ligagcdo
simulado, com 80% de perda de marcadores.

O poder em determinar os efeitos aditivos, pelos dois métodos, é represen-
tado na Figura 27. O Método II pode ser considerado mais poderoso que o Método

I. O mesmo procedimento foi feito para os efeitos dominantes e o poder estd re-
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presentado na Figura 42, Apéndice A, e o Método II € considerado mais poderoso

que o Método 1.
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Figura 27 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o oitavo
grupo de ligacdo, com 80% de perda de marcadores.

As principais caracteristicas dos QTLs estimados estdo representadas na
Figura 28: suas posi¢des no cromossomo, as frequéncias relativas com seus inter-
valos de confianga exatos para propor¢cdo com 5% de significancia e as diferencas
médias dos efeitos aditivos. Um gréfico semelhante € feito para as diferencas mé-
dias dos efeitos dominantes e representado na Figura 52, Apé€ndice B. Observe que
o QTL estimado pela marca oito estd mais proximo do QTL verdadeiro. Ele foi
estimado cinco vezes em nove sele¢cdes com uma distancia de 8,4cM. Isso leva a
pensar que se esta marca tivesse sido selecionada mais vezes, ela seria notavel, ja

que foi muito significativa dentre as selecdes.
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Posigéo no Cromossomo 8

Figura 28 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo oito, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 80% das

marcas.
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Na Figura 29 é representado o poder de deteccdo de QTL dos métodos
no nono grupo de ligagdo. Observa-se que o Método I foi mais poderoso que o
Meétodo II e que as marcas sete, oito, nove, dez, 11 e 12 parecem identificar o
QTL simulado, ja que foram bem significativas dentro das selecdes, apesar das

distancias maiores (Tabela 3, Apéndice C).
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Figura 29 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o nono grupo de ligagdo
simulado, com 80% de perda de marcadores.

O gréfico do poder em determinar efeitos aditivos, para os dois métodos,
estd representado na Figura 30 abaixo, assim como o poder em determinar efeitos
dominantes esta representado na Figura 43, Apéndice A. Os métodos sao similares
em determinar efeitos aditivos, apesar de as diferencas médias serem altas, e sdo

similares em determinar efeitos dominantes com diferengas médias baixas.
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Figura 30 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito aditivo dos QTLs, para o nono
grupo de ligacdo, com 80% de perda de marcadores.

As caracteristicas dos QTLs estimados (posi¢des, frequéncias, diferencas
de efeitos aditivos) estdo representadas na Figura 31 e as frequéncias possuem
intervalos de confianga exatos para propor¢cdo com 5% de significancia. Um gri-
fico similar para as diferencas de efeitos dominantes é mostrado na Figura 53,
Apéndice B. Observe que a marca dez estd préxima ao QTL verdadeiro e com
frequéncia alta, o que a torna notdvel, pelo Método 1. As marcas sete, oito e nove,
também, tiveram frequéncias altas, porém estdo mais afastadas do QTL. Pelo Mé-
todo II, as marcas sete a 12 tiveram frequéncias altas, porém estdo afastadas do
verdadeiro QTL, levando a pensar que conseguiram identificar o QTL, mas nio
localiza-lo perfeitamente. As diferencas de efeitos aditivos foram altas em ambos

os métodos.
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Figura 31 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade

Morgan) no cromossomo nove, frequéncias relativas com intervalos de confi-
anga exato para propor¢do com 5% de significincia e diferencas absolutas dos
efeitos aditivos entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de

80% das marcas.
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4.2 Dados reais

Como mostrado em Lara et al. (2014), dos 59 marcadores usados, 17
identificaram QTLs para resisténcia ao mofo-branco, utilizando o Método II, de
acordo com a estatistica de teste de Wald (Figura 33). J4 pelo Método I, nenhuma
marca foi significativa (Figura 32), ja que a estatistica de teste de Wald ndo foi

2

maior que X{(0,95:2) = 5,99 para nenhuma das marcas.
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Figura 32 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o nono grupo de ligacdo
simulado, com 80% de perda de marcadores.
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Figura 33 Poder dos Métodos I e II para detectar QTL, para o nono grupo de ligagdo
simulado, com 80% de perda de marcadores.
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5 DISCUSSAO

No método de Xu (2003), hd conhecimento a priori de que a maioria dos
marcadores tem efeitos insignificantes. A inversa da varidncia normalmente serve
como um coeficiente de penalidade. Se o marcador tem efeito notdvel, ndo serd
penalizado tdo severamente quanto um marcador com efeito insignificante (XU,
2003).

No método de Wang et al. (2005), em cada intervalo formado por dois
marcadores adjacentes, assume-se conter um QTL, analisando-os simultaneamente.
Como muitos intervalos, na realidade, ndo contém QTLs, entdo eles sdo penaliza-
dos e encolhidos para zero pela metodologia bayesiana shrinkage.

Em Doerge, Zeng e Weir (1997), os autores utilizaram a técnica moving
away from the marker em marcadores individuais, sendo considerado outro mé-
todo de mapeamento por marcas simples, avaliando se a marca estd ou nao ligada
aum QTL (WU; MA; CASELLA, 2007).

Baseando-se nisso, mas utilizando todas as marcas simultaneamente, foi
apresentada neste trabalho uma nova técnica de identificagdo de QTLs, adaptando
os métodos de Wang et al. (2005) e Xu (2003). A ideia € utilizar todas as marcas
para identificar QTLs e, em vez de intervalos fixos criados por marcas adjacentes
como em Wang et al. (2005), considera-se cada marca como piv0 para a busca
de QTLs a direita e a esquerda dela, em intervalos designados pela marca e por
uma fragdo de recombinagdo preestabelecida. A medida que se afasta da marca
(fracdo de recombinacido aumenta), em cada posi¢do, determinada por um cami-
nhamento dentro destes intervalos, € analisada a presenca ou ndo de QTL (técnica
moving away from the marker). Se o genoma € pouco saturado, sendo marcadores
adjacentes muito distantes um do outro, a fragdo de recombinacdo para definir o

intervalo pode ser mais alta que a apresentada aqui, para que se garanta que todo
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0 genoma seja visitado na busca de QTL; se o genoma for mais saturado, pode-se
utilizar uma fracdo de recombina¢do menor para que ndo haja tanta sobreposicio
de intervalos.

Nesta técnica, adota-se a abordagem bayesiana shrinkage que, assim como
em Wang et al. (2005), for¢ca posicdes que nao contém QTL (ou que ndo t€m
influéncia de QTLs préximos), dentro dos intervalos, a ter seus efeitos encolhidos
para zero. No método de Xu (2003), apenas marcadores notdveis t€m seus efeitos
expressos nos graficos, sendo todos os outros encolhidos a zero.

Aqui, praticamente todas as marcas encontraram algum QTL dentro do seu
intervalo e apenas as marcas muito distantes do QTL verdadeiro (nos dados simu-
lados) ndo identificaram QTL. Isso quer dizer que os intervalos sao influenciados
pela presenca do QTL verdadeiro, levando a obter QTLs "fantasmas"a medida que
se afasta da regido do QTL. Entretanto, isso ndo parece ser um problema, pois a
frequéncia com que estes QTLs foram identificados nas andlises dos dados simula-
dos foi baixa e, quando a frequéncia de deteccao era alta, significava que se estava
mais préximo da regido do QTL verdadeiro. Outro fato é que, como os intervalos
podem se sobrepor em virtude da distancia estabelecida pela fracdo de recombina-
¢do escolhida, muitas marcas podem estar identificando o mesmo QTL, podendo
ser, por isso, que varios QTLs foram identificados muitos proximos.

De acordo com o fato citado acima, identificou-se um padréo nas andlises
com o método II: a medida que se aproxima do verdadeiro QTL, as marcas pro-
duzem distancias cada vez menores entre o0 QTL estimado e o QTL simulado, ou
seja, as marcas identificam QTLs cada vez mais préoximos do QTL verdadeiro, o
que ndo acontece para o0 Método I (Tabelas 2 e 3, Apéndice C). Esse padrio de
distancias € menos observado para perda de 80% das marcas, mas ainda sim o

apresenta. Como neste método ndo € necessario o uso de mapa de ligacdo, se ndo
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se conhece tal mapa, este padrdo leva a pensar que, mesmo com marcas desorde-
nadas, poder-se-ia tentar reordena-las e, assim, reconstruir os grupos de ligacao.
Por meio das andlises com os dados reais, verificou-se que 0 mapeamento
de regressdo por multiplas marcas, proposto por Xu (2003), ndo é considerado
eficiente para detectar QTLs em genomas com poucas marcas, sendo a técnica
moving away from the marker bayesiana, proposta neste trabalho, considerada

melhor em tais condicdes.
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6 CONCLUSAO

Diante de todo o exposto, conclui-se que a técnica de identificacdo de
QTL proposta neste trabalho, moving away from the marker bayesiana, seja mais
recomendada que o mapeamento por regressao bayesiano de Xu (2003) quando
ha poucos marcadores distribuidos no genoma, pois conseguiu estimar melhor os
QTLs.

Talvez seja possivel reconstruir mapas de ligacao utilizando esta técnica, ja
que se consegue um padrio de reordenacdo das marcas de acordo com as distancias
encontradas entre as marcas e os provaveis QTLs.

Trabalhos futuros poderdo ser feitos comparando esta nova técnica com
outros métodos de mapeamentos de QTLs, adotando outros delineamentos expe-
rimentais ou outras populagdes, bem como em genome wide association studies

para tentar reduzir a dimensionalidade das matrizes de genotipos.
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APENDICES

APENDICE A. A seguir sio apresentados os gréficos de poder em determinar
efeitos dominantes, para o Método I (em vermelho) e para o Método II (em azul).

1 Para perda de 20% das marcas.

Efeito Dominante - GL1

[- Método | = Método Il = QTL simulado

Poder

Marcas

Figura 34 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
primeiro grupo de ligagdo simulado, com 20% de perda de marcadores.
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Efeito Dominante - GL5

= Metodo | = Método Il = QTL simulado

Poder
3
|

Marcas

Figura 35 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
quinto grupo de liga¢do simulado, com 20% de perda de marcadores.

Efeito Dominante - GL7

|
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= Método | = Método |l = QTL simulado
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o
o |
o -
o - —/\

Marcas
Figura 36 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
sétimo grupo de ligacdo simulado, com 20% de perda de marcadores.
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Efeito Dominante - GL8

= Método | = Método Il = QTL simulado
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Figura 37 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
oitavo grupo de ligag¢do simulado, com 20% de perda de marcadores.

Efeito Dominante - GL9

o
o
= Metodo | = Metodo Il = QTL simulado
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T T Tt T 1 1T 77T 71T 1T 7 7T 7T 7T 1T 771 T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 14 15 16 18 20 22
Marcas

Figura 38 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
nono grupo de ligacdo simulado, com 20% de perda de marcadores.
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2 Para perda de 80% das marcas.

Efeito Dominante - GL1

= Método | = Método I = QTL simulado

Poder

Marcas

Figura 39 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
primeiro grupo de liga¢do simulado, com 80% de perda de marcadores.

Efeito Dominante - GL5

= Método | = Método Il = QTL simulado

Poder

. f\ i

T T T T T T T T T T T T T T I T T
2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18

-

Marcas

Figura 40 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
quinto grupo de liga¢do simulado, com 80% de perda de marcadores.



94

Efeito Dominante - GL7

= Metodo | = Método Il = QTL simulado

Poder

Marcas

Figura 41 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
sétimo grupo de liga¢do simulado, com 80% de perda de marcadores.

Efeito Dominante - GL8

(- Método | = Metodo Il = QTL simulado

Poder

Marcas

Figura 42 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
oitavo grupo de ligacao simulado, com 80% de perda de marcadores.
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Efeito Dominante - GL9

= Metodo | = NMetodo Il = QTL simulado

Poder

12 3 4 5 6 7 8 9 10 12 14 15 16 18 20 22
Marcas

Figura 43 Poder dos Métodos I e II para determinar efeito dominante dos QTLs, para o
nono grupo de ligacdo simulado, com 80% de perda de marcadores.
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APENDICE B. A seguir sdo apresentados os grficos com as posi¢des dos QTLs
estimados por ambos os métodos, as frequéncias relativas com os respectivos
intervalos de confianca exatos para proporcdo com 5% de significancia e as
diferencas médias de efeitos dominantes entre o QTL estimado e o QTL
simulado.

1 Para perda de 20% das marcas.
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Posigdo no Cromossomo 1

Figura 44 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo um, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 20%

das marcas.
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Figura 45 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo cinco, frequéncias relativas com intervalos de confi-
anga exato para propor¢do com 5% de significincia e diferencas absolutas dos
efeitos dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda
de 20% das marcas.
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Figura 46 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo sete, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 20%
das marcas.



100

S)UBUILIOP O}I3J0 AP EJN|osqe eduala)q Q)UBUIWOP O}i9Je ap EJN|OSqe B3UaIRNIQ
g€ 0¢ 14 0C Sl oL S 0 g€ 0¢ 14 0C Sl ol S 0
L 1 | 1 1 ! 1 L 1 1 1 1 1 |
o -
2 © - 2
——
B
o
e ———]
o e}
s <1
= t @
s © _ IS]
o 5,
s | R
o e —
[ ——— o <)
e ©
o
£
o
= 2
° s 8 —— g
° ° | © ° | © <]
° et 8 5 s 9o
g 7] S o
© e c
= § 5
g
ed
[7]
o
= a
=
2y
L < L <
o o
o o
Ly g
< 4
ag s g
SE oE
g3 a8
22 L2 ———
5] % 8
3% i o~ 6o N
33 2= o 53 - o
c c
T8 S8 <
E3 E3 <]
a9 a9
0238 °238
D © © D © ©
-] -]
oo o Of
S5% 21— S5 -
c £ c e <] o
SO SO ———tg=eC
£6o £60 3
°
2 |a
= O o
bIT =+ tIT -8
T T T T T T T T T T
0l 80 90 ¥'0 20 00 0l 80 90 ¥'0 4 00
oediodoid oediodoid

Figura 47 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo oito, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 20%
das marcas.
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Figura 48 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posicdes (em unidade
Morgan) no cromossomo nove, frequéncias relativas com intervalos de confi-
anga exato para propor¢do com 5% de significincia e diferencas absolutas dos
efeitos dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda
de 20% das marcas.
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Figura 49 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢des (em unidade
Morgan) no cromossomo um, frequéncias relativas com intervalos de confiangca
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferengas absolutas dos efeitos
dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 80%

das marcas.
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Figura 50 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo cinco, frequéncias relativas com intervalos de confi-
anga exato para propor¢do com 5% de significincia e diferencas absolutas dos
efeitos dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda
de 80% das marcas.
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Figura 51 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo sete, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 80%
das marcas.
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Figura 52 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade

Morgan) no cromossomo oito, frequéncias relativas com intervalos de confianga
exato para propor¢ao com 5% de significincia e diferencas absolutas dos efeitos
dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda de 80%
das marcas.
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Figura 53 QTLs estimados pelos Métodos I e II com as respectivas posi¢cdes (em unidade
Morgan) no cromossomo nove, frequéncias relativas com intervalos de confi-
anga exato para propor¢do com 5% de significincia e diferencas absolutas dos
efeitos dominantes entre os QTLs estimados e os QTLs simulados, para perda
de 80% das marcas.
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APENDICE C. A seguir sio apresentadas as tabelas com os resumos dos
resultados obtidos em cada método, para ambos os niveis de perdas de
marcadores.

Tabela 2 Frequéncias de deteccdo, total de selecdes e médias das distancias para os dois
métodos, por grupo de ligacdo (GL), com perda de 20% das marcas.

Meétodo 1 Método II

GL Marcador Total de Frequéncia Distancia Frequéncia Distancia
Selecdes  Detecgao Média Deteccao Média

1 1 79 0 - 5 0,484
1 2 78 0 - 3 0,468
1 3 88 0 - 4 0,399
1 4 80 0 - 7 0,347
1 5 79 0 - 12 0,233
1 6 80 0 - 14 0,212
1 7 77 8 0,208 19 0,125
1 8 81 6 0,203 27 0,129
1 9 79 16 0,190 30 0,108
1 10 82 74 0,117 71 0,019
1 11 82 0 - 5 0,153
1 12 83 72 0,047 68 0,010
1 13 78 0 - 10 0,127
1 14 74 2 0,091 16 0,138
1 15 80 0 - 3 0,186
5 1 77 12 0,223 30 0,106
5 2 74 37 0,128 40 0,024
5 3 76 3 0,013 23 0,156
5 4 79 1 0,043 12 0,153
5 5 70 0 - 11 0,173
5 6 75 0 - 6 0,259
5 7 74 0 - 2 0,250
5 8 77 0 - 2 0,402
5 9 78 0 - 3 0,391
5 10 77 0 - 5 0,430
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Método 1 Método 11

GL Marcador Totalde Frequéncia Distdncia Frequéncia Distancia
Selecdes  Detecgdo Média Detecc¢do Média

5 11 81 0 - 4 0,384
5 12 81 0 - 5 0,420
5 13 86 0 - 3 0,418
5 14 77 0 - 2 0,561
5 15 78 0 - 2 0,516
5 16 76 0 - 1 0,506
5 17 86 0 - 5 0,535
5 18 78 0 - 2 0,599
7 1 84 0 - 17 0,213
7 2 79 0 - 13 0,150
7 3 79 0 - 12 0,128
7 4 85 7 0,030 39 0,090
7 5 79 0 - 3 0,123
7 6 87 0 - 4 0,133
7 7 78 0 - 7 0,207
7 8 73 0 - 4 0,293
7 9 84 0 - 12 0,292
7 10 80 0 - 18 0,159
7 11 75 0 - 6 0,080
7 12 84 63 0,017 59 0,082
7 13 77 0 - 24 0,088
7 14 69 0 - 7 0,160
7 15 87 0 - 4 0,244
8 1 79 0 - 8 0,451
8 2 85 0 - 2 0,452
8 3 83 0 - 7 0,456
8 4 75 0 - 3 0,362
8 5 80 0 - 7 0,266
8 6 76 0 - 17 0,058
8 7 80 5 0,001 39 0,077
8 8 81 9 0,094 34 0,125
8 9 78 7 0,209 26 0,204
8 10 76 0 - 10 0,227
8 11 79 0 - 6 0,254
8 12 76 0 - 7 0,239
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Método 1 Método 11

GL Marcador Totalde Frequéncia Distdncia Frequéncia Distancia
Selecdes  Detecgdo Média Detecc¢do Média

8 13 81 0 - 6 0,342
8 14 71 0 - 1 0,413
9 1 76 0 - 4 0,324
9 2 83 0 - 3 0,288
9 3 78 0 - 2 0,271
9 4 80 0 - 7 0,275
9 5 74 0 - 4 0,305
9 6 75 0 - 9 0,257
9 7 79 0 - 13 0,216
9 8 81 4 0,245 11 0,203
9 9 84 53 0,121 50 0,163
9 10 74 51 0,050 44 0,096
9 11 71 2 0,074 12 0,165
9 12 77 0 - 9 0,201
9 13 84 0 - 9 0,205
9 14 73 0 - 3 0,414
9 15 84 0 - 4 0,355
9 16 82 0 - 4 0,353
9 17 76 0 - 1 0,354
9 18 78 0 - 5 0,394
9 19 79 0 - 1 0,409
9 20 79 0 - 4 0,429
9 21 73 0 - 2 0,451
9 22 81 0 - 4 0,443
9 23 79 0 - 0 -
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Tabela 3 Frequéncias de deteccdo, total de selecdes e médias das distancias para os dois
métodos, por grupo de ligacdo (GL), com perda de 80% das marcas.

Meétodo 1 Método II

GL Marcador Total de Frequéncia Distancia Frequéncia Distancia
Selecdes  Deteccao Média Deteccao Média

1 1 15 0 - 0 -

1 2 27 0 - 2 0,432
1 3 28 0 - 1 0,394
1 4 24 0 - 1 0,319
1 5 19 6 0,284 8 0,194
1 6 23 9 0,265 12 0,178
1 7 13 8 0,208 9 0,109
1 8 27 18 0,203 17 0,101
1 9 18 16 0,190 18 0,100
1 10 16 14 0,117 16 0,017
1 11 20 3 0,117 3 0,091
1 12 17 16 0,047 14 0,009
1 13 16 0 - 5 0,136
1 14 15 4 0,091 9 0,138
1 15 22 0 - 3 0,266
5 1 16 0 - 5 0,122
5 2 15 8 0,128 11 0,065
5 3 16 0 - 8 0,128
5 4 12 0 - 3 0,140
5 5 9 0 - 1 0,172
5 6 16 0 - 3 0,332
5 7 18 0 - 0 -

5 8 16 0 - 2 0,342
5 9 15 0 - 0 -

5 10 18 0 - 1 0,555
5 11 13 0 - 2 0,523
5 12 21 0 - 2 0,463
5 13 14 0 - 1 0,428
5 14 20 0 - 0 -

5 15 23 0 - 0 -

5 16 18 0 - 0 0

5 17 23 0 - 1 0,534
5 18 17 0 - 0 0
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Método 1 Método 11

GL Marcador Totalde Frequéncia Distdncia Frequéncia Distancia
Selecdes  Detecgdo Média Detecc¢do Média

7 1 21 0 - 1 0,417
7 2 17 0 - 4 0,195
7 3 25 0 - 3 0,062
7 4 16 0 - 4 0,183
7 5 22 0 - 1 0,324
7 6 25 0 - 1 0,320
7 7 18 0 - 1 0,278
7 8 21 0 - 2 0,287
7 9 24 0 - 4 0,257
7 10 18 0 - 5 0,137
7 11 27 0 - 8 0,147
7 12 19 6 0,017 13 0,090
7 13 20 0 - 2 0,152
7 14 13 0 - 1 0,275
7 15 14 0 - 3 0,286
8 1 16 0 - 0 -

8 2 18 0 - 0 -

8 3 11 0 - 0 -

8 4 12 0 - 2 0,362
8 5 21 0 - 3 0,266
8 6 9 0 - 2 0,122
8 7 19 0 - 8 0,123
8 8 9 1 0,094 5 0,084
8 9 12 3 0,209 9 0,279
8 10 14 0 - 4 0,295
8 11 18 0 - 1 0,231
8 12 14 0 - 0 -

8 13 12 0 - 0 -

8 14 15 0 - 0 -

9 1 23 0 - 0 -

9 2 12 0 - 0 -

9 3 22 0 - 0 -

9 4 16 0 - 2 0,275
9 5 13 0 - 2 0,365
9 6 19 0 - 3 0,239
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Meétodo I Meétodo 1T
GL Marcador Totalde Frequéncia Distdncia Frequéncia Distancia

Selecdes  Detecgdo Média Detecc¢do Média
9 7 20 13 0,279 14 0,276
9 8 20 12 0,245 11 0,235
9 9 17 15 0,121 13 0,246
9 10 14 13 0,050 12 0,184
9 11 15 5 0,074 8 0,208
9 12 14 2 0,120 8 0,209
9 13 24 3 0,141 7 0,276
9 14 13 0 - 0 -
9 15 21 0 - 1 0,354
9 16 20 0 - 0 -
9 17 10 0 - 0 -
9 18 24 0 - 1 0,392
9 19 17 0 - 2 0,480
9 20 16 0 - 2 0,406
9 21 14 0 - 0 0
9 22 19 0 - 1 0,445
9 23 17 0 - 0 -




