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Resumo

O niapealilento genético pode sei definido como unia série de procedimentos
experimentais e estatísticos que buscam detectar genes associados à etiologia e reg-

ulação de traços quantitativos, além de estimei os efeitos genéticos e as localizações
genõnlicas correspondentes. Neste trabalho, apresentamos diferentes formulações

de modelos de regressão úteis na i(lentificação de QTL's (qlza.relata.lave traáÉ /ocã)
considerando delilleamentos experimentais que envolvem cruzamentos controlados

de animais ou plantas. Com base ein infonnações obtidas por meio dos mapas
(]e niarcadorcs mo]ecu]ares, pode-se ajustam (desde modelos n)ais simplesl como é o
caso da(lueles utilizados na busca por evidências dtt presença cle uni único QTL, até

modelos mais complexosl conto os quc perinitein a busca por múltiplos QTL's e seus

possíveis efeitos cle interação (epistasia) , e aqueles nioclelos com efeito de pleiotropia
pala os casos em que um mesmo conjunto de genes está associado a mais de um

fenótipo. A aplicação destes modelos é considerada poi meio da análise de un] con-
junto de dados genotípicos e fenotípicos de ratos provenientes de um delineanlento

F2, coletados no Laboratório de Genética e Cardiologia Àlolecular do liistituto clo

Coração de São Paulo (InCor), com o objetivo cle identificar genes relacionados a
doenças ciu(liovasculal es.



Abstract

QTL inapping can be clefined as a series of expcrinient and statistical proce(jures
ust:d to identify genes associated to quantitative tiaits etiology and iegitlation. Esti-

ination of QTL's (quantitative trait loa) position and effects aie considerei through
this nietodology. In tais work, we introduce different formulations of reglession

niodels useful to identification of QTL's considering experimental designa that en-
volves inbred crosses of adn)als anel plants. Bases on inforntations obtained froin
molecular inarkers nlaps, we are abre to adjust lince sinlple niodels, tis those ttsed

on the search for evidences of only one QTL, until complex tnodels, such as those
which allows tlie search for ntttltiple (QTL's t\nd thcir possible intert\ction effects

(epistasis), anel pleiotropic modems that consider one connnon grottp of genes that
underlies more than one phenotype. The application of these models is considerecl

by the analysis of genotypes anel fenotypes data sets of iats that carne fioni a F2
piogeny collected at the São Paulo Heart Institute to iclentib genes ielated with
bloocl pressure regulation.
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Capítulo l

Introdução

1.1 A Estatística e a Genética

Xlétodos estatísticos são ferramentas poderosas que auxiliam de forma decisivtt
as ciênc:ias factuais, entre elas um ramo da Biologia (lue cstudtl as leis de transmissão
elos caracteres hereditários em indivíduos: a Genética.

O interesse pela Genética vem descendo vertiginosa\nlcnte eiii função de que
(quanto niaioi for a compreensão e o domínio sobre estas leis de segregação dos genes,
maior serzí o controle sobre várias doenças, bem como cle várias caiacteiísticas de
inipoitâiicia económica eni htun?\nos, plantas c aninit\is.

A fina de facilitam o entenclintento dos mecanismos en\ ouvidos na transntissão de

carttcteies lieredit.ários, vale relembrar algumas definições como a de croniossonlos
homólogos, (lue são aqueles (lue possuem a niesnia nioifologia e (ltie contêm o niesnio

conjunto de [ocos gênicos, ]embtaiido (lue cada par de ciomossonlos honló]ogos é

formado por uni radio cle oiigeni paterna e outro cle origem iiiatenla IFaiah, 10071

Ouvia definição iniportt\nte é a de alelos, (lue são foinias alternativas de uni niesnio
gene (lue ocupam a mesma posição relativa (loco) eni cioniossonlos homólogos. Con-
fira\ a Figura 1.1 para ilustração destes conceitos.

St\be-se (lue fenót.ipo é o ('onjunto de caiactelísticas (lue llm indivíduo possui e,
enl geral, ele é o resultado de int.erações entre o genótipo (coiistit.uição genética do

indivíduo) e o ambiente ISilva Ji & Si\sson, 10001. O fenótipo não coiiesponcle nec-
essariamente a tuna característica morfológica; ele pode inclicai unia característica

9



Paterno Materno

Loco l

Loco2

A

b

alelos

apelos B

cromossomos homólogos

Figura 1.1 : Dois cromossomos homólogos com dois pares de locos dialélicos

fisiológica. Como exemplo de uma cara\cterística de forma, pode-se citei o tamanho
cle uni osso ou o núlllero de vértebras cle unl indivíduo, e como exemplo de uma car-
acterística de função, pode-se falar em substâncias presentes na corrente sanguínea
como o nível de glicose, colesterol e hormonal.

De maneira geral, quando não existe efeito de ambiente sobre unia deteiininada

característica, o fenótipo apresentado é idêntico para todos os indivíduos que pos-
suem o niesnio genótipo. Pode-se estabelecer o seguinte modelo IBalding et aZ., 20031

Fenótipo = Genótipo + Ambiente ( ] . 1 )

Os fenótipos, definidos como variáveis estatísticas, podem ser classificados como
qualitativos ou quantitativos.

1.2 A Genética Qualitativa

A Genética Nlendeliana estuda basicamente os fenótipos (qualitativos. Giegoi
Xlendel (1822-1884) conduziu algullias experiências de ciuzanlento entre plantas

caracterizando a variável resposta de foinia categorizada: afetado/não afetado e
considerando apenas ilnia característica poi vez. Para ilustrar, tonlenios o scgttinte
exeiliplo csqueillático:
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lisa (não afcta(los)

Caiactcrística:
aspecto da superfície da ervilha

N,lendel buscou linhageits puras quanto à característica de interesse, deixando i\s
plaiittts se atitofccundareni durante alguniits gerações até obseivai que estas apresen-
tassem sentpre a mesma característica, iio caso, apenas o aspecto liso ou o rugoso.
De posse destas linhagens puras, elc proiltoveu o cruzamento das plantas praias de
sementes lisas con) plantas puras de sementes rugosas, determinando assim a geração

parental.

Além disso, À/lendel postulava que "cada característica genética de um organismo
é condicionada por dois genes, tule proveniente do pai e outro da mãe" e que "quando
o indivíduo fosse reproduzir-se, apenas um gene do par seria transmitido da célula
sexual" . Estas duas idéias fornianl a essência da chamada Primeira Lei de Mlendel

ISilva Jr & Sasson, 10901.

Retomando o exemplo anterior e sabendo que dois genes que se localizam na
niesilla região de unl par de croniossomos homólogos (loco genético) clefillem uni
genótipo por meio da combinação dos alelos que conipõeni o loco, vejamos a Figura
1.2

Considere que o gene sob estudo tem dois alelos na população: A e a. Se uni
determinado indivíduo tem duas cópias de A, então seu genótipo é AA e cle é
llonlozigoto (para o apelo A). Um indivíduo comi o genótipo Ai\ é heterozigoto e tnn
individuo com genótipo aa é outro honlozigoto (para o alclo a).

Se cada un] dos três genótipos (AA, Aa, aa) determinarem três fenótipos dis-
tintos, então os alelos são ditos codomin:\nt.es. Entretanto, se os indivíduos com

genótipos AA e Aa expiessaiem o mesmo fenótipo, então A é definido como o alelo

dontinante e a é o alelo recessivo (caso da superfície da ervilha).

Qilando a probabilidade cle unl indivíduo ser afetado dado que ele possui uln

determinado genótipo é 1, temos blue o efeito do gene é completamente efetivo e tal
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Ervülas Lisas

(AA

\
\

4

Ervilhas Rugosas

Gaação Pucntal
(Pura)

4

(Ptüneira G«anão de lhos)
F. ( Aa .}

/'b &..3.,
0 ':::«,*\ í3 ~

< Aa X' Aa
\ / '* \. /

aa

(Segunda Gtmçào de filhos)
F2

Figura 1 .2: Cruzamento Mendeliano entre indivíduos FI heterozigotos

situação dcterniina uni modelo monogênico de herança (controlado por um único
gene) e de penetrância completa. No entanto, existem casos eni que o indivíduo
carrega uni gene pala unia doençzt autossâniica (relativa à qualquer croniossonio

que não seja os sexuais) dominante e não manifeste\ os sinais clínicos desta doença.
Nestes casos, dizemos que não houve penetrância do gene IFarah, 1997j, ou que ela é

incompleta, muitas vezes dependente de uin outro fator, como a idade por exemplo.

De (qualquer forma, vale salientar que fenótipos qualitativos como, poi exemplo,
ter ou não ter uma síndrome, são controlados por l único gene e não há efeito do
ambiente.

1.3 A Genética Quantitativa

A genética (quantitativa, por sua vez, foca a heidal)ilidade de traços (fenótipos)
quantitativos. Quando o núnleio de genes que controlam o traço aumenta e a
influência cle fatores ambientais no fenótipo tanibéni aumenta, o poder de mod-

elos Nleildelianos de herança (pala\ dados cateõaoiizados) deixa de sei satisfatório.



$

Variações na estatura, na coi da pele, na produção cle leite e carne do gado, no peso
e no tttntaiiho de tintos são exemplos de caracteres que dizemos variar (lttantitati-
valllente

Diferentemente dos baços Nlendeliaiios que são categóricos na sua natttieza, os
c'aractcres de varittbilid?\de contínua se nianifcstam de acordo com a ição conjlulta

de vtírios genes e do anlbieilte. Considere iinl modelo simples, eni (late cadtt gene
teria uni efeito individual sobre o fenótipo, que se sonlarit\ ao efeito de outros genes.

Considere ainda (lue o efeito de cada gene seria aditivo e não haví'iia entre os alelos
de unl par de locos cronlossâiiiicos qital(lutei relação.

Como um exemplo simplificado de herança quantitativa\, podemos citar a hipót.ese
de Daveilport, apresentada em 1913, pura explicam a transmissão da cor da pele
ISilva Ji & Sasson, 10001. Foi suposto que a quantidaclc de melanina da pele fosse
determinada por dois pares de genes aditivos. Os dois fenótipos extremos, branco
c negro, seriam, respectivamente, aabb e AABB. Teríamos 5 classes fenotípicas,
deteinlinadas pelos segtlintes genótipos apicsentados na Tabela l.l

CENÓTiPOIPENÓTiPO

Tabela 1 . 1 : Classes Genotípicas e Fenotípicas da cor da pele

Note (lue a qttantidacle de genes A ou B nos dois locos genéticos é que determina
a "intensidade" do fenótipo, neste caso, a cor da pele. V.ale ressaltar tanibéni (luc
sob o modelo cle Davenpoit, uni fenótipo quantitativo, cor cla pele, é denot.acto de
forma simplificada como qualitativo (categórico) .

E pio\aTeI que a llipótese de Davenport represente unia sinipliíicação do Díodo
de regulação gênica, pois existem, na realidade, 'L'criações maiores (e contínuas) ila

AABB Negro
AABb
AaBB

Mulato Escuro

AAbb
AaBb
aaBB

Mulato Médio

Aabb
aaBb

Mulato Claro

aabb Branco
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coi de pele clo que as propostas pelo autor. Ainda assim, mesn]o que tui] número
maior que (lois paios de genes cstejt\m envolvidos ilo modelo, (late a e'xistência de
efeito de fatores ambientais deva ser levada enl conta ou (lue o modelo adia.ivo não

seja váli(lo, sua hipótese de lieraiiça (lttautitativlt cona.bolada poi minis de ilni gene é
correra.

Eili linhas gerais, t.auto ni\ aboid?lgenl (lttalitativa quanto na (quantitativa, o
objet.ivo principal dos nlo(belos genét.ices é idetttificar genes que estejam relaciona(los

com det.ernlinados feilótipos. Como ilustração, podemos citttr o grande interesse eni
determinar quais genes estão relacionados a corEI\s doenças humanas oxi quais deles
controlam traços de importância econõnlica ein plantas e animais ILiu, 100SI.

A partir do nlomeiito en] qiie existe o interesse em determinar quanto da variação

de um baço quantitativo se deve it uni gene específico e (luanto se deve ?\o ambiente,

o nlapeanlento genético do baço se faz necessário.

1.4 Mapeamento Genético e QTL's

O mapa genético de espécies de plantas ou animais é um modelo abstrato da
disposição linear de um conjunto de genes e de marcador-es moleculares ILiu, 19081.

Nlarcadores moleculares são caracteres de herança ou locos cromossâniicos facilmente

identificáveis e, por esta razão, são tltilizados para a caracterização de uni indivíduo.
Tais locos podem ser genes de função conhecida ou até niesnlo frt\Ementas cle DNA
p,.)n fllllrãn rlPqnnlll)nrirln

Nos casos eni que há interesse na identificação de genes (lue estão envolvidos

na regulação de uma caiacteiísticít fenol.ípica (luailtitativa, o conceito cle QTL's
r(2zlaziíãfaflue Traál LoczJ é introduzido, isto é: QTL's são regiões ciontossõtnicas

candidata a coilterenl genes reguladores de traços qxtant.itativos de interesse. O
niapeantento genético associado é denominado niapeaniento de QTL's e é definido

poi un} conjunto clc piocedinientos experimentais e estatísticos que buscam detectam
genes associados à etiologia e regulação de traços quantitativos e estimou os efeitos

genéticos c localizações genõnticas coiresponclentes.

E importante destacar que o efeito genético de un] gene (de un] lllaicacloi, de
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llm QTL) pode sei decomposto eni dois componentes: efeito genético aditivo e
efeito de dominância IFalconer, 10641. Retomando a equação 1.1, tem-se:

Fenótipo=Genótipo+Ambiente

Fenótipo:: (Efeito Aditivo+Efeito de Dominância)defeito de Ambiente
(1.2)

O efeito genético aditivo é o valor fenotípico que pode ser predito linearmente
poi meio do número de apelos de uin certo tipo que definem o genótipo, enquanto que

o efeito de dontinância é o valor fenotípico que não pode sei explicado linearmente
(resíduo genético do modelo). Veja Figura 1.3 ILynch & \Valsh, 10981.

0
Número de alelos Ai

2

Figura 1 .3: Decomposição dos efeitos genéticos. Da esquerda para a direita, os pontos da
abscissa representam os genótipos A2A2, AIA2 e AIAI, respectivamente. Os círculos
pretos representam os verdadeiros valores genotípicos, enquanto que os círculos brancos
são os valores esperados com base no efeito aditivo G. O desvio entre G e G para cada
genótipo é chamado de desvio de dominância (d).

O valor geilotípico de uin indivíduo, eni geral, não é mensurável na prática. En-
ceta quando estamos interessa(los enl unl loco onde os genótipos são feiiotipicainente
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(tistinguíveis

Como apresentado na Figura 1.3, qut\nulo apent\s liin loco g(-nético está sendo
considera(lo, a diferença entre o valor genotípico, G, e o efeito aditivo, G, de tlin
genótipo eni paiticulai' é conhecida como desvio (le (loniinância d, então

Y- G +E

onde, G = G + d;

Y é o valor fcnotípicol

G é o valor genotípicol
E é o efeito ambient.all

G é o efeito z\ditivo do gene;
d é o efeito de dominância do gene

Vejamos o es(lueina representado pela Figura 1.4

r\zAz /\iAz A.A. (Gcnótipo)

O d +a (Valor gcnotípico)

Figura 1 .4: Valores genotípicos

A Figura 1.4 ilustra valores genotípicos centrados ilo valor 0 e determinados

albitraiianlente, pois (/ depende do grau de cloniinância do heterozigoto, tal qite:

e Se d 0, então não há dominância entre os alelos;

B Se d > 0, então AI é dominante sobre A2

e Se (J < 0, então A2 é dominante sobre AI

A Figura 1.5 apresenta os 3 modelos de herança genética dais comuns: o codo-
ininante, que assume uni efeito linear de acordo com o númei'o de apelos de unl tipo

especíâco (no caso, 0, 1 ou 2 alelos do tipo AI); o dominante, que apresent.a fuga
da lineaiiclacle, bastando a presença de um alelo AI para a elevação da média do
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fenótipo y e, consequentemente, a manifestação do traço; e o recessivo, que também

apresenta fuga da linearidade, pois o traço se manifesta somente no homozigoto

AlAL.

 

Modo codominante de herança
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Figura 1.5: Modos de herança.

Do ponto de vista estatístico, os efeitos de dominância podem ser entendidos

comoefeitos de interações entre os alelos dentro de umloco [Falconer, 1964]. Ao con-

siderarmos o gene como um fator em 3 níveis (por exemplo, ALA1, ALA2 e AZA2),

teremos 2 graus de liberdade para estudaros efeitos deste fator, os quais estão or-

togonalmente particionados no componente aditivo e no componente de dominância

[Kempthorne, 1957].

Deste modo, se um conjunto de indivíduos é genotipado para um certo loco

cromossômico (por exemplo, como AlÃ1, ALA2 e A2A2) pode-se estimarosefeitos

aditivo e de dominância deste loco. No caso de mapeamento genético de umfenótipo
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(qualitativo, imagine que un} conjunto de inclivídttos é genot.ipado pala lnn mapa de
marcadores, isto é, para muitos locos cronlossõnlicos. Neste caso, pode-se estimar
cliret.agente o efeito (aditivo e de dominância) dos niaica(fores genotipados, como
veremos no Capítulo 3. Ainda fetais, imagine (lttc (deseja-se estimar o efeito de uni
gene (QTL) cltte não se consegue genotipar, pois nem inesnio sua localização é con
decida. Como então estima-se seu efeito'? Uma alternativa é estimar os efeitos

cle QTL's fixados em posições interniediárii\s entre os ntarcadores genot.ipados, ut.i-
lizando a informação do mapa dc i)marcadores. Para tanto, é necesstírio definia um
planejailiento experimental de colete dc dados adequado, que favoreça o estudo
destes efeitos. Delineamentos com cruzamentos controlados cle plantas e animais
têm sido muito utilizados para esta finalidade.

1.5 A Utilização de Modelos Animais

Por volta de 1865, Claude Beinard lançou os princípios do uso de animais como
niodclo cle estudo e transposição para a fisiologia humana. Atiiahnente, o modelo
animal é usado em todos os campos da pesquisa biológica, pois a indução dos resul-
tados cona animais para a espécie humana tem critérios dai-os e objetivos a seieni
preenchidos, especialmente na área da Saúde IFagundes & Taha, 20041. E impor-
tante comentar que o manejo de qualquer espécie viva, animal ou vegetal, deve
seguir regras e conduta ética estabelecida, o que tens sido atualmentc normalizado
nas pesquisas experimentais por nteio de conselhos de ética regulamentados.

Sabe-se que unl modelo deve ter características suficientes pata ser semelhante

ao objeto imitado e ter a suficiente capacidade de ser marejado sem as limitações
do objeto imitado. Levando isto eni conta, temos (lue uni modelo animal devertí
atender aos seguintes pressupostos:

e (lue permita o estudo dos feiiõnieiios biológicos ou de conipoi'Lamento clo ani
lli ttl :

e (lue unl processo patológico espontâneo ou induzido possa ser investigado

e qttc o fenõnleno, eni uni ou dais aspectos, seja setlielhante ao fen(5llleno eni
seres humanos.



12

C) liso de modelos de doença aninit\l proporciona a investiga\ção de lida relação
caitsal dc n)odo iiiais rápido, menos t.rabalhoso e menos oneroso, conipaiado comi
a exp('rimentação cni sci-ts htmianos. Logo, estes aspectos tornam tais modelos
bastante inteiessttntes na pes(lttisa dos motivos causais de doenças cni liunianos.

Como exemplo, po(lemos citar i\ doença dtt hipeiplasia benigna cla próst?\ttt enl
cães que é utilizada\ com fre(liiência como iliodclo piora o estudo do tiatanlento
operatório da próstata, pela sita scniclh?\nçt\ morfológica com a próstattt humana
IFaguncles & Taha, 20041.

Posteriormente, veienlos com fetais (letallles o caso elos ratos hipertensos (lue são

utilizados na identificação de geiaes (eili teniios dc localização e efeito) contioladoies
da hipertensão humana.

1.6 Delineamentos com Cruzamentos Controlados

O fato dos traços quantitativos serem na nlaioiia das vezes inftueiaciaclos por
muitos genes (além de fatores ambientais), faz com que seu estudo seja não trivial.
Isto porque características poligênicas dificultam o isolanicnto e a caracterização cle

cada um dos fatores que controlan} o traço ISchork et a1., 10051

As aplicações consideradtts neste trabalho são baseadas em dados reais coletados

no Laboratório de Genética\ c Car(liologia À,molecular do Instituto do Coração de
São Paulo (InCor). O objetivo do estudo é a identificação de gei\es que estejam
associados a doenças relacionada à pressão arterial. O estudo é baseado enl 221
ratos F2 resultantes do ciilzaniellto entre unia linliageni de animais norniotensos

e outra de liipeiteilsos, desenvolvidas cle foinii\ (lue a geração de filhos possuam
ctuacterísticas piaticanientc idênticals, excet uaildo-se apenas a pressão arterial. O
planejt\mento expeiiniental foi definido baseando-se eni uni ciuzaniento controlado,
de t\doido com a Figura 1.6.

Foiani coletadas 23 variáveis fenotípicas nos latos F2, enfie elas: pl'casão basal,
pressão após o uso de nieclicanlentos como o Citptopiil: pressão sistólica antes e pós-

sal, pressão diastólica antes e pós-sal e o peso. Além disso, os 221 animais foraili
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.B:V+: Animais
Nomlotensos

Sr/R'P +: Animais
llipcrtcnsos

Gleração Puental
(I'ula)

ss

(Pnmcira Geração de filhos)
BS

1.'2

Segunda Gcraç:io dc talhos) l B13

+ BN: Bt'oxtt!-No11va\

B+SlllR.: Spotltatleotlsty llypet'tettsive Rata

Figura 1.6: Delineamento F2 do Projeto InCor.

genotipados eni 182 marcadores moleculares espalhados nos 21 cromossomos do
rato. Estas informações são fundttmentais na busca pelos genes que estão associados
à hipertensão. Observe a Figura 1.7.

Chn6
to.o

30.0
38.0

52.0

Nome do cromossomo

'QTL

R238
Ut 183A

Rtiõ6
Rl150

Marcadores Nloleculares

Distância cm cNI

Figura 1 .7: Cromossomo 6 com seus respectivos Marcadores Moleculares e um possível
QTL

A Figura 1 .7 apresenta o cronlossonio 6 dos ratos F2 clo Projeto InCor juntamente
coill seus 7 marcadores moleculares e as respectivas localizações. Note (lue, como
exemplo, há unl suposto QTL entre os niarcadoies n20 e R271.

As populações derivadas cle cruzantentos controlados são intei'espantes devido
à flexibilidade na escollla dos pais e na determinação do esquema de cruzaillento.

Quando o objetivo do estudo é encontrar genes controladores de uni t.roço em par-

\
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ticular, tls variações genéti(as do traço entre os pt\is é ciucit\l. Se os pais foieni
conipletainentc difeient.es ein uni nível fcnotípico para o traço (le interesse, existe
unia chance razoável de que exista lida x.afiação genét.ic't\ cnt.re eles. Àlesnio ao lcvar-

nlos eni consideração que efeitos do meio ambiente não-controlados podem caiisai
unia grande variação fenotípica sem base genética t\lgttnla, ainda assim a chance de
variação genética é considerável ILiu, 10081 .

Assim, estas populações apresentam unia cetracteiística importante para o de-
scilvolviniento de nossos estudos: os cruztmientos controlados podem geral uln (!e-
se(luilíbiio de ligação entre os genes. Tal desequilíbrio pode ser definido como uma
associação l a distribuição dos alelos cle dois locos em unia população. Por exem-
plo: se o fato de Itaver unia base C em um (leterininado loco do genoma aumenta a
chance dc haver unia base G eni outro loco do mcsino cioniossonio, pode-se }tfirnlar
que existe associação alélica entre estes dois locos e eles estão em desequilíbrio de
ligação ISilva & Coelho, 20051.

Portanto, fazendo uso de modelos animais, temos (lue a utilização de delinea-
nientos com cruzamentos controlados são decisivamente úteis para finalidade de
mapeaniento genético, uma vez que pode-se controlar as linfa?\Bens a serem cruzadas
cle tal foinla, a:

e Definir unia segregação honiogênea (de nlesnla origem) dos genes ao longo das
geraçoesl

e Garantir (lue as linha\gins parentais seja\m pit\ticaniente idênticas, exceto nos
QTL's e Àlarcadores de interessei

© Efeitos dos QTL's estão fixados eni cada linhagem parental com respeito a
alelos alternativos, por exemplo: BB e SS;

e A herclabilidadel do QTL dentro das linhagens parentais é aproxinlaclamente

nula geianclo unia estrutura de co\ariância pouco infoinlativa (como a co-
variância é iliuito pe(luena, fica praticamente impossível deconipõ"la)l

tA herdabilidadc expressa a proporção da variância total que é atribuível aos el'Citas dos genes sobre o
fenótipo.
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e A Geração FI (prinicira geração de descendentes) é composta exclusivamente
poi animais idênticos (todos heterozigotos; BS) mostrando um conlplet.o clcse-
quilíbiio de ligação nos genes que diferem entre as linhagens, ist.o é: os genes
não segrega\m independentemente;

e A Geração F2 (segunda geração de descendentes) é fruto de ullla distribuição
}tleatória do conteúdo genético das linhagt'ns parentais e a variância fenotípica
observada é devido, principalmente, aos QTL'st

e A aniosti'a de indivíduos F2 contém todos os apelos en] est\ido para }ts pop-
ulações sob cruzamento, o que pode não ocorrer eni populações naturais, eni
que os cruzantentos são aleatórios.

Vale lembrar que os cruzamentos controlados apresentam, ainda, duas principais
alternativas de delineanlento expeiilnental :

e Delineaniento F2, onde uni indivíduo da Geração FI é cruzado com outro in-
divíduo da Geração FI. Veja Figura 1.8, que utiliza o esquema do expcrinlento
adott\do no projeto com ratos hipertensos do InCor.

BN: Animais
Nomlotensos

SHR: Animais
Hipertensos

Gcr.}ção Paental
(Pwa)

(Pnmcira Geração de filhos)

(Segunda Geração Je !alhos)

Figura ].8: Delineamento F2

e Delineamento Backcross, onde unl indivíduo da Geração FI é cruzado com

inda das linhagens parentais (veja Figura 1.9).
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}3N: Animais
Nomtotcnsos

SHR: Animais
llipcrtcnsos

Geração I'Mental
{l'ura)

Fi
(I'rinlcir.t (;oração .lc filho\)

b'.
(Segunda Geração dc lilhcs)

Figura 1 .9: Delineamento Backcrois (Retrocruzamento)

Colho qualquer unia d?\s linhagens parentais é lioniozigota, nota-se que a vari-
abilidade genotípica obtida poi meio do Delineanlento BAGA;cross é i»enor, fazendo
com que o Delineamento F2 se toro\e mais interessante neste aspecto. Afinal, este de-
lineamento gera 3 genótipos para cada loco de marcador, o que pernlitc a estimação
do grau cle cloniinância associado a cada QTL detcctt\do ILynch & \V.alsh, 10981.
N'laioies detalhes sobre clelineamentos Backcross podem sei encontradas em ILiu,
10081, ICliurchill & Doerge, 10941.

De qualquer forma, é importante iessaltai que a idéia-chave dos cruzamentos

controlados é peru)itir que linllagens honlozigotas con\ fenótipos diferentes para o
baço de interesse sejam crttzaclas, a fim cle que originem gerações cuja variação
genética\ esteja relacionada com o gene controla\dor do traço enl questão.

O objetivo deste trabalho é apresentar alguns modelos estatísticos úteis na i(ten
tificação de genes controladores de un) traço de interesse em delil)eamentos experi
mentais envolx,endo cruzailientos controlados .

No capítulo 2, apresentaienlos alguns tópicos de genética que vão facilitar a coni-

pieensão clo uso de determinadas técnicas estatísticas que serão z\piofundadas nos
capítulos postelioies. Abordaienios, inclusive, a Segunda\ Lei de Xlendel que postula

a segregação indepen(tente dos genes. Tal descoberta foi cle extiei)ia importância e
clisclitirenaos o lnot.ivo.

No capítulo 3, apiesentaiemos o modelo de regressão intervalar aclotado no nla
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peamento de QTL's. Tiatarcnios dos modelos Àlistura (le Normais e (le )líninios
Quadrados, adora(los ilo ajust.e do modelo cle regressão e introduzircnios o gráfico de

perfil da estatística Z,o(/ score bttstante difundi(lo ntl litertlturit da área de Genética.

No capítillo 4, apiesentaienios modelos m?\is gentis (lue al)ordem efeitos de epis
t.afia (intciação entre genes) e efeit.os de plciotropia (incluem dais de uni fcnótipo)

No capítlllo 5, mostrarcnios aplicações interessantes de alguns tópicos abordados
nesta dissertação tttilizanclo o conjunto de dados reais do InCor.



Capítulo 2

Genética

Neste capítulo vaDIos introduzia conceitos iniportantcs dc Genética, úteis para o
enter(lintento dos próximos ci\pítulos, qlte envolvem a relação cntie alelos de difer-
entes locos genéticos.

2.1 Segregação Independente

Colho vintes nfl acção 1.2 do capítulo ?uiteiior, ein suas primeir;\s experiências,
N.lendel trabalhava cona modelos genéticos envolvendo unia\ ctuacteiística fenotípica

por vez, observada\ dc foinia categorizada. A partir tios iesultaclos, ele concluiu o
que atualnlente dcnoinina-se de Piinleira Lei de Nlendel, (lue postula que "cReIa car-
actei'ística gcnét.ica (le \]n] orõné\cismo é condiciona\da por dois genes, llln proveniente

do pai e outro da mãe" e quc "(luando o in(livícluo for reproduzir-se, apenas unl gene
clo pt\r seria transmitido da célula sexual"

Após as piimciias conclusões, iKlendel dedicou-se ao est.lido dc cruzamentos em
(late acompaiilltwa a transmissão (le dois caiacteies fenotípicos sinutltaneamente. Em
unia\ destas experiências, ele estudou a transmissão d?t coi cla semente (aniaicla ou
\-ei(le) e da fointa (lisa\ ou rugosa); ciuzoil eivillias tunaielas e lisas putas, com
ervilhas vendes e ntgosas. Eni seguida: deixou (lue a geração FI se aiitofec'unclasse

A geração FI foi 100% aniarí'la lisa, uma vez (lue o gene para amarelo clol)iint\ a(lttele
pala vende, e o liso domina o rugoso. No entanto: na geração F2 apareceiani não

só eivi]has com fcnótipos idênticos aos parentais (ailiaie]as lisas e vendes rugosas),

18
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con\o ttunt)éni fenót.ipos novos: ainarclas rugostts e vendes lisa\s. Veja\ Figura 2.1

Amarelas Lisas Verdes Rugosas

,Õ
Gaaçãc Piuauul

IPiuu)

FI
lçào de i'ihm)

S,:Funda Geração de ntha)

F

Figura 2. ] : Geração F2 considerando a segregação de dois locos genéticos

Nlendel concluiu então, que o gene pala cor amarela não é tiansniitido obiiga-
toiiamente com o gene pal'a forma lisa, assim como o gene para cor verde não é
transmitido obiigatorianiente com o gene pala foinia rugosa. Sendo t\ssini, (qualquer
unl dos genes para coi pode ir ao ganleta colll qualquer um dos genes ptua forma,
com igual probabilidade, pois não há vínculo entre eles. Trata-se (la segregação de
dois locos genét.ices, onde 2 fenótipos estão seitdo observados: a coi e a forma cla
semente

A fina cle confirmar sua hipótese: Xlenclel lealizott o mesmo expeiinlento com out-
ros caracteres da eivillia; como altura clo pé da ervilha e posição da flor, analisando-
os sempre dois a dois. Todos os resultados confiiniavam sua suspeita de blue "os
genes pai'a dois ou mais caracteres fenotípic'os passam aos ganietas de forilia total-

mente independente unl do outro, foiniando tantas combinações ganiéticí\s cluanto
possível, colei igual probabilidade", a qual focou conhecida como Segunda Lei de
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Mendel ou Lei da Segregação Independente ISilva Jr & Sasson: 10001.''

Ciiiiosi\mente, esta independência na scgicgação dos locos genéticos, posttilada

poi itlcn(lel, iicni senipie ocorre. Pt\ra (luc a Segunda Lei se 'ç,Prifi(cite, é necessário
que os píues cle genes se loc:\lizent eni cioiliossonlos (lifeientes ou eni locos no nlesino

('ioniossonio stificientcnlcntc distantes entre si. Isto significa (late tl Scgitlida Lei não
é tão geral como a Piinieira: pois cli\ é vtílid?l ttpenz\s cm algtnlias (iicuiist.âncit\s.

Recombinação Gênica(Crosse/zg-over)

Supoilhl\ dois locos, loc?tlizados l)enl proxii ios no nicsnlo cioniossonlo, defini(los

pelos gcnótipos Aa e Bb, respcct.iviuiieiite, tal que os genes A e B esteja\ni elii uni
mesmo cromossonio, enquanto que os outros alelos a e b estejam juntos no cromos-
sonio homólogo. No nioniento da divisão ct:lulas, haverá separação (los croniossonlos

homólogos, e os genes A e B irão para un] ]nesnio gametít e os genes a e b irão
juntos paitt outro ganieta. Tudo se pitssa como sc os genes A e B, por iun lado,
e a e b, pelo outro, estivessetli aniairados, já (late estão no niesnio cromossoino.
Isso é exatamente o inverso da segregação independcilte; por estaieni eni locos bem

próximos no niesnio ciomossolno, diz-se que os genes estão ligados ou em /ãr7.kage.

Obtercnios, i\este caso, apenas dois tipos de ganletas; AB e ab, ao invés de qu?\tio;
AB, Ab, aB e ab.

As vezes, entretanto, é possível que ocorra a fortliação cle 4 t.ipos de g?unett\s

niesnio (lttc os genes estejaili no mobília croniossonio. Neste caso, os locos estão não
ligados. Isso acontece (quando ocos-re crossín.g-Quer (também conhecido como reconl-

l)in?\ção gêiiica), que é a troca recíproca (Je inateiial cioniossâniico enfie segmentos

coiiespondentes de cionlossonios homólogos, a (leal ocorre níl primeira\ divisão da
lneiose IFaiah, 10071. Observe a Figura 2.2.

E inlpoitante iesst\ltar que (quando dois locos genéticos estão nnüto próximos no

mesmo cronlossonlo (ligados), a ocolrêi:teia de crossing-Quer ent.ie eles é improvável,
e os genes (lue conlpõeni estes locos teiideni a sei transmitidos juntos enl cada
niciose. Por outro lado, (quando dois locos estão dista\ates no nlesnio cioniossoiiio

(leão ligados), é muito prova\.'el que ocorra crossín.g-Quer em algum ponto entre os
genes, pioduzinclo os genótipos ieconlbinantes. Note que este raciocínio parte do



21

(J roiii osso mos
homólogos

í't

U

1::1aplótipo

Loco l

Loco2

R

.\.E

'T
( }a metas

não-recombinantes

a

b

A

b

Gametas
recombinantes

Figura 2.2: Recombinação Gênica. O loco l está definido pelos alelos (ou genes) A e a.
O loco 2 está definido pelos apelos (ou genes) B e b. De tal forma que tem-se o haplótipo
(um dos ramos cromossâmicos) AB e o haplótipo ab.

pressuposto de que os genes se distribuem linearmente ao longo dos cromossonlos,
ocupando posições bebi:L definida\s IAmabis & À'lartho, 19041.

Podemos perceber então, que a freqiiência de crossÍng-Quer depende da distância
entre os locos genéticos enl questão. Conseqiicntentente, a posição de uln gene
eni relação a outro pode, nesse caso, ser estimada pela freqüência dos genótipos
reconibinantes que eles conlpartilhani entre si. Assim, mapas genéticos não reve-
lam as distâncias físicas entre os genes, Dias a posição citológica relativa entre eles

IFarah, 19971

Sendo assiill: a lieiança de dois genes diferentes em uill ciuzaniento depende da
disposição e localização destes nos croiiiossonlos paient.ais. A fiação dc recombinação

pode ser definida como a proporção cle todos os gavetas que tiveram recombinação
gênica (crossÍrig-oz;er) entre dois locos de interesse IPereira & l<rieger, 20011.

Se conhecerntos a exala localização de uni vasto número de locos de interesse,

poderemos estudar a oração de reconibiuação enfie estes illaicadores genéticos e o
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loco no qual se encontra o gene mutante cattsttclor da doença em est.udo. Portanto,
nota-se que llm dos objetivos dais inipoitantes cla estimação de fraçõcs cle recom-
binação é a construção de mapas gcnét.ecos. Tradicionalmente, a ligação entre locos
genéticos é qttant.ificacla usi\lido a fração de recombinação enfie iin] pai (te locos.
Porém, ela pode não ser eficiente para minis de dois locos, pois usuillniente a relação
entre eles não é aditivo.

Ptua unia melhor conipieensão sot)re este tópico, imagine que os genes c/ou mar-

cadores genéticos estão dispostos liiiearn)elite eni uni mapa e suas posições relativas
po(leni ser (quantificadas de forma aditivo. Por excillplo, a relação enfie 4 locos A,
B, C e D, dispostos nesta ordem, poderia ser quantificada da seguinte forma:

m.40 = 'm.4C + 'mCO

r/z/tD = 'r ,IB + '17}BC + 77ZC'l)

onde mfj é definida como a medida de distância citogenética entre os locos ã e J e
advént do ntlnicro esperado de crossing-Quer (rij) entre eles e da atribuição de uma
função de distância relacionando estas duas quantidades.

Quando os genes e/ou marcadores genéticos enl estudo estão localizados cm
uill intervalo curto, a chance de ocorrência de iliúltiplos crossÍng-Quer entre eles é
lllínima. No entanto, sabemos que quanto maior o número de locos envolvidos, maior
a conlplexidacle das relações entre sutls posições e, consecltientemente, clãs orações de
t'r-r'flll ltll tl n r' n n

Para uma determinada fiação de recombint\ção zfj, entre dois locos á e .j, se uma
função /,tal que,

mij ' j('ij)

existe pala todos os pares de genes e/ou nit\icadoies genéticos e é unia função

contínua, então /(rl.Í) é definida como unia função cle distância citogenética ILiu, 19081

Pala algumas funções de distância citogenética, as inversas podem ser definidas
c01110:

,.j
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e ela é utilizada para converter distâncias no mapa genético enl orações de iecom
bi ]la rã o

A Tabela 2.1 z\ptesenta alguns exemplos de funções cle distância citogenética e
suas respectivas fruições inversas.

Funções de distância (rn = F(r)) Inversa (r = F''(m.))
Morgan (1928) r r71
Haldane(1919) --0,51og(1 -- 2r) 0,5(1 -- e 'l":l)

Kosambi(1944) ãtg':(2r) - llog 1+2r itg(2m) = {;:i;=--

Tabela 2. 1 : Exemplo de Funções de Distância Citogenética e suas Funções Inversas

A Figura 2.3 apresenta as curvas das principais Funções de Distância de acordo
com as orações de recombinação e a distância rrz em ]K']organs (uni(jade de medida
citogenética) IOtt, 19911.
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Figura 2.3: Funções de Distância Citogenética

Retornando ao exemplo citado nesta senão, eni que os genes A e B estão no
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niesillo croniossonio, e seus alelos a e b estão eni iun cromossoino homólogo, imagine

qlte A e B sejam transmitidos juntos en] 95% (las vezes. Isto significa que eles se
separam, durante a nieiose, enl 5% das vezes devido à o('ollência de eras.sin.g-ol/er

entre eles, dando origem }\os genótipos recombinantes.

A unidade de dist.anciã utilizaclít enl mapas genéticos é o centiÀloigan (cXI),
nome dado eni homenagem ao geneticista Thonlas Huna Àlorgan (1866-1945). Cada
centiii,lotgan representa 1%> de chance de dois genes ligados separarem-se clurantc a
nieiose. Portanto, enl nosso exeiliplo, a distância entre os genes A e B é de 5cN'l.
Além disso, pode-se dizer que a unidade centih/loigan expressa í\ probabilidade de
crossíng-oc'er entre dois genes.

Observe na Figura 2.4 o mapa cle marcadores niolecttlarcs usado no projeto do
InCor. Neste mapa estão indicados os marcadores illoleculares localizados nos 21
cromossomas dos ratos, se:ndo indicadas as respectivas distâncias em centiNlorgans.

2.3 Epistasia

Retomando os casos de herança abordados até o inoniento, temos a situação
cle uma característica fenotípica ser controlada pol apenas uni loco genético, o que
caracteriza os traços N'lendelianos. Contudo, existem vários casos em que o traço en]

estudo é controlado por dais que um loco genético cona efeitos não aditivos. Este
fenõnleno é denontinaclo interação gênica ISilva Jr & Sasson, 19901.

Quando dois pares de genes afetam o mesmo fenótipo, e o gene donlinantc
de uni tios pares "domina" o gene do outro par, temos um caso de epistasia
ISilva Jr & Sasson, 10001. Portanto, a epistasia é uni tipo cle interação gênica eni
que unl gene cle um loco interfere na atuação dos genes de outro loco. Neste caso, o
efeito aditivo não se t\plica, dando lugar ao efeito de inteiação. O fenómeno é semel-

hante ao efeito de dominância, Dias difere no seguinte aspecto: tinta-se cle unia
relação de dominância entre pares de genes enl diferentes locos, e não siinplesniente

entre apelos do mesmo loco genético. Veja Figura 2.5.

O gene blue exerce a ação inibitória é chailiado epistático, e o que sofre a inibição

é chamado hipostático IAnlabis & Àlaitho, 10041. Uni alelo dominante de uni par
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Figura 2.4: Mapa de marcadores moleculares e as respectivas distâncias (em cM) para os
dados dos ratos F2 do prometo InCor.

pode ser epist.ético tanto sobre uin alelo dominante quanto sobre um alelo recessivo
de outro par

Para exemplificar, citaremos unl caso de epistasia dominante e outro de epistasia
i'ecessiva

Nos cães há dois pares de genes (locos) com segregação independente que con

tiolam a cor do pêlo. Eni um loco, o alelo A detenttina a cor poeta e o alelo a
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l)ominância

A .l. .La
5

EPishsia

.L b '.
~ -4ê. ,'

Figura 2.5: Diferença entre Dominância e Epistasia. Dominância: Interação DEl~ITRO
do mesmo loco. Epistasia: Interação ENTRE locos.

determina unia\ coloração niarroin. No outro loco, o alelo B dominante sobre seu
apelo b, inibe qualquer manifestação cle cor, enquanto que b pennite que a cor se
manifeste. Portanto, qucalquer genótipo com o gene B manifestará a coi branca,
pois B é epistático sobre A e a, além de ser dominante sobre b. Este é uin caso
clássico de epistasia donlinantc ISilva Jr & Sasson, 10001.

Para os casos cle epistasia recessiva, é necessário que o gene recessivo apareça em

dose dupla. Nos ratos, as cores possíveis de pêlo são: aguti(pigmentos amarelos e
pretos), preto e albino. O alelo P produz pigmento preto, e o apelo p, quando em

dose dupla, inibe totalmente a produção de pigmento e é epistático sobre o gene
A, que produz pigmento amarelo. O gene a não produz pign)eito algum. Note que
todos daqueles (lue possuírem)l genótipo pp no genótipo serão necessariamente albinos.

Observe os gráficos apresentados nas Figuras 2.6 e 2.7 et vejamos o conipoita-
nlento das niéclias de um fenótipo Y em um exemplo eni (lue não l)á interação enfie

dois locos (Loco l e Loco 2) e outros dois exemplos en] (lue há interação enfie os
dois locos: caiactcrizando um efeito de epistasia.

Veja que na Figura 2.6 o efeito do Loco l independe do Loco 2, isto é, o genótipo
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}.,média

deY

aa Aa AA l"col

Figura 2.6: Perfis de médias de Y quando não há interação entre os 2 locos

\média
deY Loco2

BB

Bb

Nlédía
deY

bb

aa Aa AA Local Aa AA L""l

Figura 2.7: Perfis de médias de Y em que há interação entre os 2 locos

do Loco 2 pode ser tanto BB, Bb quanto bb, que a média fenotípica de Y apresentará
sempre uni efeito linear crescente. Já na Figura 2.7, as médias cla resposta Y não
apresentam a mesma tendência como na Figura 2.6; dependendo do genótipo do

Loco 1, a tendência pode ser crescente, decrescente ou constante de acordo com os
genótipos apresentados pelo Loco 2.

2.4 Pleiotropia

A pleiotropia é a propriedade (lue certos genes apresentam de controlam mais
cle unia característica fenotípica, ao mesmo tempo, eni deteriuinado organismo
Na inteiação, dois ou mais locos genéticos condicionam unia mesma característica
fellotípica, enquanto que na pleiotropia uni único loco genético está associado à

manifestação de várias características diferentes ISil'ç'a Jr & Sasson, 10001
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Eni eivillias, por exemplo, unl tónico par de alelos condiciona shilult.aneamente
três traços fenotípicos: cor das fioies (1)ronca ou vermelha), cor da semente (cinza
ou parda) e presença\ ou ausência dc manchas roxas nas axilas das folhas IAmttbis
& À'li\rtho, 10941.

Acieditit-se (lue a maior parte dos genes tenha cfeit.o pleiot.tópico. O (lue ocorre,
na prática, é que usualmente percebcnios apenas seus efeitos fenot.ípicos dais niai-
cantes. Além disso, deve haver inúmeros casos eili que caiactelístict\s conlpletaniente
diferentes sejam reguladas pelo niesnlo gene ou conjunto comum (le genes, mas }l
relação passa despercebida. E importante contentar que o efeito dc pleiotropia pode
conduzir a uma covariância entre os traços (variáveis quantitativas) (lue são controla-
dos pelos iiiesnios genes. A Figura 2.8 apresenta exemplos de ('pistasia e pleiotropia.

Doença

Q.

'P: QJ

.IR.!h -;
Epistasia

NIG3 NIG4 NIG5 NIG6
ClIR4 CHR8 CHR9 ClIRIO

Figura 2.8: Dados Simulados - Qt,(122,Qs,(24 e Qs são fenótipos. MGI, MG2, MG3,
MG4, MG5 e MG6 são locos genéticos e EF é um favor ambiental. As flechas duplas pon-
tilhadas representam a Correlação Genética. A flecha dupla sólida representa a Correlação
Ambiental.

Observe que ÀIGI e NIG3 estão em epistasia, o primeiro loco atum cliietanlente
sobre Qi e o segundo atum indirettunente por meio de Q3, conforme indicado na
Figura 2.8, o que significa cine uni dos locos inteifeie na atuação clo outro loco. Já
X.IG2 e XIG5 possuem efeitos pleiotiópicosl o piinieiro controla tanto o fenótipo (2i
quanto o C?2, enquanto que o loco XIG3 controla Q4 e (2s.
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2.5 Modelagem Genética

A Figura 2.9 apresenta diferentes nloclelos que explicam a variação de fenótipos
em função de variáveis genéticas e ambientais, tal qual foi indicado na expressão l.l.

Genótipo l Fenótipo
Ambiente

Nt«leio Nícndcliuno
(l\4onogênico)

Pleiotropia
(Cot-ariância entre Y) c Y.

devido uo gene(})i)

Figura 2.9: Modelagem Genética

O ntodelo N,lendeliano tem sido adorado pala os traços qualitativos, que são
aqueles controlados por um único gene e não há efeito do ambiente. O modelo de
epistasia trata da situação na qual diferentes locos estão envolvidos na regulação de
uni niesn[o traço quantitativo, en] que tun gene de uni determinado loco interfere
na atuação de genes cle outro loco, caracterizando uni efeito de interação entre eles
que pode ser observado pelo padrão de variação da média do traço. Já o modelo
de pleiotropia aborda os casos em que uni típico loco controla a manifestação de
vários traços fenotípicos simultaneantente. Tal efeito pode conduzir à existência de
covariância (dependência estatística) enfie os fenótipos envolvidos. É esperado quc
no processo de regulação celular clíunaioria das variáveis quantitativas eni humanos,

animais e plantas esteja envolvida unia coiltplexa rede em que todos os modelos se
coi)lunicant. Nos Capítulos 3 e 4 apresentaremos modelos. estatísticos que abordam
os casos comentados.



Capítulo 3

Modelo de Regressão Intervalar

Sabe-.sc que traços quantitativos resulta\ni da inftuêncitt de múltiplos genes (QTL's)

e fatoies anibíentais. Entretanto, estimar o efeito e a localização de QTL's não é
tuna tarefa trivial.

Neste capítulo aprescntanios a utilização do ajilste de tliodelos de regressão in
tervalar como ferramenta para nos auxiliar nesta busca.

3.1 Padrão de variação entre locos genéticos

O modelo básico paio\ a genética quantitativa é aquele apresentado eili 1.1, onde

o fenótipo é definido pela soma dos fatores genotípicos e ambientais.

Ao utilizarmos dados de indivíduos provenientes da segunda geração de filhos eni

uill delineanlento F2, saberias que liá uma grande chance de que tts duas linhagens
parentais tenham apelos diferentes eni todos os genes (lue controlam os traços de
interesse. Entretanto, a diferença enfie os baços de anil)os os pais ieflete uni efeito
total de todos os genes: ao invés de efeitos individuais de cada uin. O mecanisnto
da segregação genética vai originar proles com novas combinações alélicas, geradas

ptincipahnente poi segregações independentes de locos eill cromossomos diferentes
e poi reconibinações entre locos no niesnlo ciolnossomo. Ein função disso, na prole:

genes eni croniossonios diferentes segiegani cle foiiita inclcpei)dente (genes não liga

dos), ei}(quanto (lue genes em uill nieslllo croniossonlo podem apresentar dependência

estatística ou associação alélica IShanl, 10081. Genes não-liga\dos e ila ausência de as-

30
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sociação podcni ser descritos como fatoies ortogonais (eni populações finitas) e genes
ligados (muito próximos no nlesino cioniossonio) e eni associação alélica podcni sel
consideiaclos conto fatoies com alto grait de colineaiidí\cle IBalding el a/., 20031.

Na literatura, existem dtttls principais foinias para a alitílise (la estrut.tua de
iel:\cionaniento enfie os locos eni uni i\la])eaniento Gc:nético: são elas: estitdos de

associação e estudos de ligação.

Os cstttdos de msociação genética utilizam delineaniciit.os observacionais (prospec

tivos, retrospectivos e transversais) na colete dc dados, onde a estrutura dc dados
familiares (ou de ciuzz\bentos controlados) não é necessária e o fenótipo é anal-
isitdo de foinla categorizada, por exemplo, ter oii não uma doença. A relevância
em se identificam um nit\rcador molecular como fator de risco para a doença está em
sc assumir a existência de associação entre o inarcadoi e unl gene regulador (para
blue seja possível extrair informações sobre o gene através do marcador). Neste
tiabt\lho o problema de mt\petuliento genético não será abordado via estudos de

associação. lx'labores det?olhes sobre análises deste tipo podem scr encontradas en]
IBalding et a/., 20031.

Os estudos cle ligação ent.ie locos baseiam-se na hereditariedade, isto é, na de-
pendência existente entre t\s informações presentes na geração parental e nas gerações

de seus filhos. Para que seja possível realizar niapeaniento genético por ideia deste
tipo de estudo, utilizam-se dt\dos familiares ou de cruzamentos controlados. Este
últinto é objeto de consideração neste trabalho.

O ideal pala o niapeamento genético seria cltte tivéssemos locos ligados e eni
associação, o que não ocorre com frequência, pois eni uma população com alta
taxa de miscigenação, como é a população brasileira, bens como os indivíduos F2, é

possível (lue haja associação entre locos não ligados (distantes).

Neste trabalho vaDIos explorar os estudos de ligação e dados de ciuzanleiitos
controlados, paiticulainiente: os delineanielltos F2
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3.2 Análise com genótipos conhecidos

O mét.odo dais cleinentar pttitt ent.enter o efeito de niaicadores niolecularcs,

cu)os geltótipos são conhecidos, na variação de baços (quantitativos é test?\r sc há
difctenças nos v?\lores esperados do traço entre gittpos difeient.cs de gcnótipos para
uni nt?\icadoi en] pí\rticulai IZciig, 10041.

A forma dais siniplcs de t\nalisai lula mt\pa de niarcadoies moleculi\res é exami-

nar a dist.ribnição dos valoics clo trt\ço sepi\n\daniente ptua ca(la loco de niaicador
Ca(ta teste do efeito de um (]e'teimintLdo illatcador sobre o baço é realizado indepen-
clttiitt:nleiite das informações de todos os mentais int\rcaclores, o (lide significa cine um

c:romossomo com .\,/ marcadores fornecerá lü/ testes supostamellte independentes

ILynch & \Valsa, 100SI.

Neste tipo de attálise o segtiintc n-todclo de regressão linear simples po(le ser
adott\(lo aos dados dos indivíduos F2 pata cada uin dos n\arcadoi-es:

:b = Z)o + bizj+ eJ, com j=1, 2,..., n(3.1)
onde:

yj é o valor (lo baço para o j-ésinio indivíduo da população cni estudo, sendo n o
número de in(tivíduos ila aniostial

/)o é a média geral;

ói é o efeito linear aditivo do dai-calor;

:tj é a variável (lue indica o genótipo do iiiarcador pala o j-ésimo indivíduo, tal que
eni unl delineamento F2, :tj=0,1,2 pz\ra genótipos aa, .4a e ,'lA, respectivamente,
pala o efeito do alelo A;

ej é o resíduo aleatório pala o j-ésimo indiví(!tio.

Note (lue outros tipos de categorização para a variável :l:j podem sei utilizados
poi exemplo:

:z;j=0,1, para genótipos (aa., Àa) e Á.Ai

z.j=0,1, para genótipos rta e (Aa, H.4).
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No modelo clássico anotado aos da(los de indivíduos F2: asslime'"se' que os erros

são indcpeiidcntes c identici\Utente dista-ibuí(tos seguindo o modelo (le probabilidade

Norinz\l tal que, e.i «' J\r(0; az), .J = 1, 2, ..., ri., onde az é &\ \.,ariância (lo baço.

Como estamos interessados em sltbci sc o nlarcaclor cni (questão ost.á ?lssocit\do a
variações na mé(lia (lo fcnótipo, é fácil perceber (lue sob esta fonnalização devemos
test.tu se: bi é igtta.l a zci-o. 'V'eja (lue o efcit.o de domiiiâiicii\ (lo niaica(lor não est.á

sendo considera(lo nesta fornntlt\ção do niodclo. i\ssint, da teoriit cltíssica clc illodelos

lineaics (vei, por exemplo, meter et a1., 1996), a c'statística F, bela como a estatística
razão de verossintilhtuiças, pode ser usada para testam as sc(luiiit.es hipóteses:

Ho : bt = 0

Hi : bi # 0

Pala ilustiai o proccdiiiieiito de testar as hipóteses acima no contexto de ina-
pczunento genético com getiótipos conhecidos, apiesentanios ilm gráfico de perfis
da estar.ístict\ razão de veiossiniilliançi\s nt\ Figttta 3.1, considertuido os dt\dos de
nlíucadorcs niolccttliues e di\ pressão sistólica pós-sal (SBPS) do projeto InCor.

Note (late os picos dais altos (acima do vt\lor ci ítico 1 1,5 assumido empiricamente)
in(lic?lni (lue dcvcnios icjeitzu .fl'o e que há indícios de (lue o referido nlaicador tem
tliii efeito significativo sot)re a regulação cla SBPS, isto é, (lue tal marcador é o
próprio QTL ou (lue estzí ligado ao QTL qtle controla o traço eni estudo.

A análise pala iiiapcamento com gcnótipos conho.ciclos é út.il para verificar o (latão

infoiniat.ivo uni mapa\ de niaicadoies é pala a análise de QTL's e pode sei usa(la
pala detectar se unl QTL está ligado il algum niaicador. Deste Díodo, se o objetivo
foi estimar a posição e o efeito do QTL, cujo geiiótipo é dcsconhe('ido, os sinais dos

marcadores (?waliados, por cxeniplo, pelo valor dtt está\mística razão de veiossimil-
hanças do teste de ligação coiiesponcleiite) podem sei usa(los no plocediinento de
cstinlação: como descreveremos na ])tóximtt senão.

Veja que se algum efeito significativo é detectado na análise dos marcadores, isto

in(liga (lide o próprio nlaicadoi é o gene de interesse ou tal niaicadoi está lig?ldo ao
gene de interesse e, portanto, mostra uin efeito "apaieute' devido à sua associação

(pioximidacle) com o gene.
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Figura 3. 1 : Gráfico de Peras da estatística razão de verossimilhanças para o mapeamento
com genótipos conhecidos da Pressão Sistólica Pós-Sal para os ratos F2 do prometo InCor.

Embora simples, a análise para genótipos conhecidos capta as idéias básicas
clo niapeanlento de QTL's. No entanto, esta abordagem simples apresenta muitos
problema, entre os quais destacam-se IZeng, 1904j:

e O método não é capaz cle clistingtiir se os marcador'es estão associados à unl
Oll mais QTL's;

e O método não estima as posições n)ais pi'ováveis dos QTL's;

e Os efeitos dos QTL's são, pi'ovavelmente, subestimados porque são confundidos

com as fieqiiências de ieconibinação entre os locosl

e Devido aos efeitos de confundiniento, comentados acima, o ntétoclo não tem
muito poder e são necessários muitos indivíduos para o teste.
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3.3 Mapeamento Intercalar

Colei o intuito de sanar algumas deficiên('ias do modelo (le regressão pala genótipos
conhecidos, Landes & Botst.ein (1989) propuseram unl modelo clc regressão inter-
valar.

O Nlapeamento Inteivalai, tanibénl conhecido como análise com marcadores fian-

queadoresi , tem como objetivo percorrer todo o genonia, fixando posições, na busca
poi evidências da presença de um QTL. Este nlapeaniento utiliza dois marcadores

com gciiótipos observáveis para definir o intervalo no qual será procurado o QTL
IHaley & l<nott, 10021. Com base nos genótipos conhecidos destes marcadores ftan-
queadores, é possível est.içar os efeitos e a localização de lim possível QTL utilizando

sub-intervalos de l ou 2cNI, por exemplo. Verifique a Figura 3.2.

Ms
Localização lixada do QTL

GALA(conhecido)

nHPI» Efeito (lo QTL?

Gçn (desconhecido)

Gun(conhecido)

Figura 3.2: Exemplo de Mapeamento Intervalar. lü/,i e iA/B são os marcadores flan-
queadores com genótipos, G.v.. e G.t/o, conhecidos. GQr é o genótipo desconhecido
do QTL, que pode ser igual a QIQI, QIQ2 ou Q2Q2 para indivíduos F2.

e
Como discutido em Haley & I'inott (1992), a utilização de métodos que enx'olvenl

marcadores flanqueadores tem provado scr unia ferramenta poderosa no nlapea-
mento cle QTL's em segregações activadas de cruzamentos controlados. Além disso,
este lnapeaniento apresenta un] aumento no poclel de detecção do QTL e tantbém
fornece estimações mais precisas da posição e do efeito clo inesnlo.

Marcadores ftanqueadores são aqueles que margeiam a localização de um suposto QTL.
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No nlapeaniento interx-alar a análise de ligação é realizada tttilizandc-se unia
função de distância citogenética, digantos a função de distância\ cle UnIdaDe, que
tiaiisfoima distâncias enl fiações de recombinação entre locos e, a partir da in-
foiniação do genót.ipo dos nlarcadoies, ('alcula-se unia dcteinlinada estat.ística para
cada incrcniento (sub-intervalos entre os dois ntarcaclores flt\nqueadores) do inter-
valo. Quando o \dor de tal estatística exceder uni det.erininado valor de significância,
pode-se assumir que mini QTL foi encontrado naque]a ]oci\lização.

O modelo para um único (2TL presente enfie dois niaicadorcs flan(lueadores

codonünantes (isto é, com t\s três cíttegorias geliotípicas) pode ser aplicado no ma-
peanicnto da geração F2 de unl cruzamento entre duas linhagens que carregam alelos
clifercntes para os 3 locos sob estudo; os dois deferentes aos nlaicadores fiar(lueadoies
e um refere-lte ao QTL.

Suponha quc os 9 geiiótipos possíveis para os marcadores flanqucadores sejam

Tabela 3.1: Possíveis genótipos dos marcadores flanqueadores considerando uma
população F2.

Digamos que o> gcnótipos das linhagens parentais cruzadas pt\ra un\ certo con-
junto dc 3 locos Éejanl ÀIÀIQi(21B1.231 e Á2.42Q2Q2n21?2. Logo, na geração F2
cadít uni dos tios locos pode estai definido para unia das três constituições genéticas
possíveis (dois tipos homozigotos e um heterozigoto). Por exemplo, no loco do QTL
os indivíduos podem sei QIQl: QIQ2 ou Q2Q2

O valor espetado do baço para os 3 ge1lótipos possíveis do QTL na geração F2
são: p -F a, p+ d ou p -- a para QI(21, (2lQ2(ou, eqilivalentenlente Q2(21) e (22Q2,
respectivamente, onde /l é a média do traço e a e (Z são os desvios devido aos efeitos

aditivo e de dominância do QTL, respectivamente.

Como já foi visto no Capítulo 2, a distância nl entre dois nlarcadotes molecttlaies,

digamos niarcaclor A e niarcacloi B, sempre é conhecida, pois sabemos onde os

mesmos se localizam no cronlossonio (como exemplo, vei Figura 1.7). Ao fixarmos

's apresentados na tabela ó.i            
GI G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9

Locol AMAI AIAI AMAI AIA2 AIA2 AIA2 A2A2 A2A2 A2A2
Loco2 BEBI BIB2 B2B2 BEBI BIB2 B2B2 BIBE BIB2 B2B2
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unia posição para uin supost.o (2TL entre estes marca(lares, podemos (lcterniinar sua
distânc'ia até o marca\(loi A (n}.l) e até o marca(loi B (r/i/3). Com estas infoinlt\Cães,
dc acordo com a senão 2.2, vimos (late é possível obter tainl)éin as respectivas fiações

de recombinação, (r.l) e (ru), f?tzcndo uso (le fruições de (distância citogenética.

Ent.ão, suponha (lue a fiação dc rcconil)int\ção entre os nit\rca(lotes flaliqucaclores
é conhecida e igual }u' (esta frt\ção po(le sei cale\linda a pz\itit dos (lados do marcador

antes (la ttnálise de QTL's). Já &\ fiação de ieconibint\ção entre ,4 e Q é r'.,t e entre (2

c B é rB. Pura toda e (lu:\lq\ter análise assumimos ausên('ia de interferência, isto é,
que o )nlnieio possível de iecontbinaçõcs entre os locos é infinito, pois os eventos são
in(dependentes, e assiill esperados que r ;: r.l + rB 2r..iro. Por fim, utilizamos, por
cxcnlplo, a função dc dist.anciã citogenética (le Ht\ldane pala converter distâncias
Cedi Nloigaiis) eni fiações de recombinação.

A média espeittda do tit\ço eni teinios (lo suposto (i2TL, para cttdíl cotiibinação
possível do genótipo dos niarct\dores flanquettdoies para indivíduos (lo ciuzainento
F2, i)odc ser obtida\ colho vcrenlos a seguir. Considere os gtunetas .41(j?l.el e
,41(22B2 que podem sei tiansniitidos a ilm indivíduo F2. O gt\Dieta ÁIQ1/31 tem
piobabiliclade de ocorrência (l -- r.l)(l /B)/2 e o gaveta .41Q2/32 tem probabili-
dt\(le de ocorrência I',l(l -- ra)/2. A Figura 3.3 ilustra o esquema de cálculo destas
probabili(jades.

VaDIos calculou a probabilidade marginal do genótipo tios niaicadores flanqueacloies

Observe a Figura 3.4 para uni ('t\se eni particular.

A seguir, a Figura 3.5 ?\prescnta os 4 genótipos possíveis de QTL pica o genótipo
de nlaicador Á1,41BIB2 c o ctílculo das respectivas probat)ilidadcs conjunta de
ocos' i'ellcia.

O valor esperado do t.laço # considerando o efeito de uni oTL flanqtieaclo pelos
marcadores com genótipos 6'Á e GB, denotado por E(ylG,i, GB), é dado poi:

r(pla.- , c« ) //Q.Q.P(GQTL = QIQI IG.4, GB)+ /ZQ.Q,P(GQTL = QIQ2lG.,I, G'B)

+/IQ,Q:P(GQTL Q2Q2lG.4,Ga)

(P + a)P(QIQllG..l, Ga) +(/. - a)P(Q2Q2lG..1, GB)
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AI AI

BI

A2

Geração Parental
(Locos Marcadores) BI B2

Gametas transmitidos para FI
AI
BIT
}Gametas transmitidos para F2 AI 'R' AI

Bl# B2

Ex.: Para o gameta .4/C)/B/ el/i /?:

(l-r,J Não houve recombinação
entre AI e QI e nem entre QI e BI

Portanto. a
probabilidade de ocorrência é

(l-rA) (l-rs)/2(l-rB)

Ex.: Para o gameta /i/QZBZ em F2

(r:J
(l-rB)

Al-R
Q2 -Ü Houve recombinação entre AI e Q2,
' 1 1 mas não entre Q2 e B2
B2-ü '

Portanto, a
probabilidade de ocorl'ência é

(r.l) (l-rs)/2

Figura 3.3: Probabilidades de ocorrência dos gametas .41QIBI e .41C?2B2

..{llll:l} ,
Portanto, a

probabilidade de ocorrência é
(l-r)/2'(r)/2 = r(l-r)/4

Figura 3.4: Probabilidade de ocorrência do genótipo ÁIÁIBIB2 dos marcadores flan
queadores.

+(P + .l)P(QIQ2lG.4 , Gõ )

/. + «IP(QIQllG.4 , Ga ) P(Q2(22lG.4, GB)l + dP(QIQ2lG..t, GB)

ÉI + aX.a + d.Xap (3.2)

onde

PQiQi ;: P + a., lzQ.Q2 :: p + d, p.Q2Q2 :: p os valor'es esperados do traço y

pala o indivíduo F2 com os respectivos genótipos no loco referente ao QTLi
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Qi QI
.+;;BI

Portanto. a
probabilidade dc ocorrência é

l(i- r.J(l- rB)/2 ll(t - r:J(rO/2 l
=( 1-r..) :(l-rB) (r.)/-l

(l-r.,)
(l-r,)

(l-r.J
(r-)

(l-r.J
(l-rs)

AI AI
Q2Qi
B2BI

Post:lato. a
probabilidade dc ocorrência é

[(i- r;J(]-r.)/2 ]](r,.)(] -rB)/2 ]

=( 1-r.0 (l-rn):(r..)/+

(r.A)

(l-rB)

(r..)
(r.)

AIAI
Q2 QI

B2BI

Portanto. a
probabilidade dc ocorrência é

1( r,0(rB)/2 11(1- r..)( rB)/2 l
=( 1-r.J(rB):(r.x)/-t

(l -r.J

(r,)

(r.\)

(r-)

AI AI
Q2 Q2

B2BI

Portanto, a
probabilidade de ocos'rência é

l(r.J(rB)/2ll(r.J(l-rn)/21
=(r.0:(rü)( l-rB)/-l

(r.\)

(l-r.)

Figura 3.5: Probabilidades de ocorrência dos 4 genótipos possíveis de QTL para o
genótipo de marcador AIAIBIB2.

([;..{, Go são os genótipos dos ntarcadores fiauqttea(]oies ]ü/..l e iA/B;
p é a niéclia geral;
a é o efeito aditivo do QTL;
d é o efeit.o de dominância do QTL;

X.s e Xas são os valort's preclitos do QTL associados aos efeitos aditivo e de
dominância, respectivamente, calculados por meio das informações geiiotípi('as dos
lllar('adobes fianqueaclores do suposto QTL e poi meio das fiações de recombinação
associadas

Retomando o exemplo dos inarcacloies A e B com genótipos G.v=.,41,41.BIB2
dos cálculos apresentados nas Figura\s 3.4 e 3.3 tei)los (lue:

P(G.v) = P(G.4,GB) BIBE) !:Ç!:;-0(3.3)
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P((2iQi; .41.41BIB2)(l - '.t)''B(l - ''a)

P(QiQ2:.Ai.AtBiB2))(t - ''«)'(''.1) +(1 - ''«):('1,)(l -a)

p(Q2Q2; Ai.Ai.eiB2) -(''')'(',)(i - ''-).

Utilizam(lo t\s eqtti\ções 3.2, 3.3, 3.4, 3.3 e 3.6, t.cnios que:

(3.4)

(3.5)

(3.6)

.X«s P(QiQila.«) P(Qe(22lC.«)
p(Qi(2l; a.l/)) p((22(22: c.«)

P(G.-/) P(G,-/)
(1 -- ,.1)',«(l -- ,a)(«,t)'(,«)(1 -- ««)

4 4
,( l r)

(1 -- ,.1):r.(l ,B)(,,t)',.(l -- ,o)
,'(1 - ,)

4

(3.7)

XU, iQ2la.-/)
p(QiQ2; c',-/ )

P(G'.- / )
(l r.,l)(l -- re)'(,..1) . (l -- r.t):(ra)(l -- rB)

,'(1 - .)

,-(1 ,«)(i - ,'.): + ,.,-(i - ,'.-),F,
,'(1 - ,')

Poi'tant.o, a média espetada do traço .l/ para uin inclivícltto F2 de genótipo de
picador G'.v=A1.41BIB2 é:

4

(3.8)

r(ylc .* . ) .U -,D'-,U ',0

-.-(1 - '.-)(1 -(:n)2,) (1 ' '.-)''Ê
(3.9)
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As variáveis prcdit.ocas associadas ?\os coeficientes a e d cni teniios da fração
de rcconibinação para ca(la um dos 9 genótipos possíveis pala os niaica(lores fian-

(lula(lotes en] unia população F2 são anglos níl Tabela 3.2 IHaley & l<iiott, 10021, e
po(leni ser ci\lctllados de maneira z\n?íloga ;l a])iescnta(It\ pêlra o genótipo .AIÀI.E?l Z?2

Tabela 3.2: Variáveis preditoras do efeito genotípico aditivo e de dominância de um QTL
para todos os genótipos de mi\rcadores ílanqueadores possíveis em uma população F2.

Conhecendo as expressões para as variáveis pieditorats X. e Xa apresentadas na
Titbela 3.2, o modelo de regressão linear múltipla dado em 3.2 pode ser ajustado via
a teoria de n\odeias lineares clássicos d?\ scgitinte maneira: dado uni intervalo entre

2 niarcadorcs e uln suposto QTL fixado eili posições intermediárias (intervalos de

lcNI, por exemplo) entre eles as variáveis X«P e XÚP são calculada\s para todos os
indivíduos da amostra e infeiênc'ias podcni ser feitas para os coeficientes de regressão

rl e (Z, por Ímpio de piocedinientos de estimação e teste destes parâmetros genéticos.

A teoria clássica de regressão múltipla pode sci utilizada para ajiistiu H, a e (Z
para cada posição fixada de (2TL sepaiadatilente. Deste nloclo, por meio da análise
clássica pode-se obter a soma de (luadi?l(los dos resíduos e tanlbéni o (luadiado médio

dos resíduos, peiniitindo o cálculo do coeflcieilte de detcinlint\ção, isto é, a proporção

da variância total de y explica\dt\ pelo efeito clo QTL. Esta nieclida é conhecida enl
Genética como a hcidabilidade do traço #. Além disso, pode-se consttuii testes

para os efeitos do QTL via estatística F on mesmo por meio da estatíst.ica lazão cle
verossilnilhanças.

Genólipo do marcador v., v",
11.41BIBI 1 1 p') :

2r..t ( l--r',i )rn( l p'rl)
( l r')z

41 .41 BIBE jtl -- r.l)2rll(l -- rB) -- rá I'13 (l -- r/3)j

r'( l r' )
jr.+(] -- rH)(] -- rà )' -ib.ii ]t:i.] ii:ll

41.41B2B2 l(i -- r..\):l'B -- rã(l -- i']] I'l 2r..t( l --r,l)I' /?( l r/J
r2

AIÀ2BIBI lr,\(l r..l)(1 1'11)=--rÁ(l r,\)rf,)l
r' ( 1 1' )

1(1--z',l).rn( l r/l )+i'3rB(l--rn)l
r( 1 -- i')

11 .4 2BIB2 0 [, r' :+rii(l r'B)z(l r.l)zr'Ê+(l r',t)z(l rB):)
  r=+(1 l   

AIA2B2B2 lr.l(l --r.+)r''Ê -- r..l(1 -- 1'..1)( l rB)=)l 1(1--rn):rÀ(i:ib) Él: iiiÍi:i;ljt
r'( l rl

À2A2BIBI lr'ã( l rB): (l r.t ):p'ÊI Zr,l ( l--r..\)(I'f{ )( l I'rl)

A2À2BIB2 lrár'/l(l r[3) (l r..])=1'B(l rfJ)j
r(1 1-)

lrA(l r..\)(l--rfi)*+r.4(l--r,t)r%l
r(l r)

A2À2B2B2 1,1â ,''b-(i-,'..l )'(i «):l
(l r-)=

lera(l--rA)i' f?( l ra)
l l I')z
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3.3.1 Testes sobre o efeito do QTL

Acompanhe a aplicação do método cle Nlapeamento Intervalar utilizando os mar-

cadores R589 e R,371 como nlarcaclores flanqueadores no croniossonlo 5 dos dados
dos ratos F2 do piojeto clo InCor. Observe a Figura 3.6.

Mapa de Marcadores Mlolccularcs dos ratos F2

lii lii;+';ã:';+t''

R]678a 58,1599 cXÍ

1{589

R371

63,7699 c\t 2,0000 cXt

.+,9601 cNt
6,960] cXt

70,7300 cÀ,í

Figura 3.6: Distância (em cM) entre os marcadores ílanqueadores e a suposta localização
doQTL.

De acordo com a Tabela 2.1, assumindo a fruição de distância de Haldane, temos
(lue a fiação de reconal)mação (r) deve ser calculada de acordo com a seguinte ex-
pi'essao:

r 0,5(1 e 2l":l), onde ]ll é a distância enl X-loigans

Portanto, as distâncias rll. (entre R589 e R371), m.i (entre R589 e o QTL) e
nt2 (entre o QTL e R371) podem ser convertidas em fiações cle recontbinação -r, ri
e r2, respcctivanlente, de acordo com a Tabela 5.3
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Tabela 3.3: Distância citogenética e respectivas frações de recombinação

Utilizando o mesmo raciocínio apresentado nas Figuras 3.3, 3.4 c 3.5, c utilizando
2\s equações para X.. e Xas po(ledos construir a seguinte Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Valores para X. e XÓ para cada genótipo de marcador.

Para a atribuição dos valores de X. e Xa pala os indivíduos F2, deve-se ob-
servam os genótipos ('onhecidos dos niarcaclores fiar(ltteadoies para cada indivíduo
e associa-los aos valores pertinentes de acordo com a Tabela 3.4. A partir daí, as
seguintes hipóteses estatísticas podem ser formuladas sobre os efeitos aditivo a c o
cle dominância (/ do QTL:

Ho : a = 0, d = 0

Hi : a # 0, d = 0
H2 : a :: 0, d # 0

H3 : rt # 0, (Z # 0

Zeng (1994), propõe os seguintes testes do efeito do QTL

  Distância em cM oração de Recombinação
entre R589 e R371 ln=6.9601 r=0.06497387
Pntrp l} <RQ p n r)TT m l =2,0000 rt=0,0]960528
entre o QTL e R37] m 2 =4,960 ] r2=0,04722012

  P(Q-Qi) P( (? tQ,) P(Q,Q,) P(G.« ) x.l x./l
,4 i,4i/Bebi 0,2181 0.0004 o,oooo 0.2185 0,99604 0,00198
.4i.4t/J?i.E?u 0.0216 0.0087 o.oooo 0.0303 0.42389 0.2879]
Ht 4i/.É3u.l?2 0.0005 0.0004 o,o001 o,0010 0,09799 0.40968
,4i,4z/BtBt 0.0087 0,0216 o.oooo 0.0303 -0,42488 0.71209
,4t,42/.É?i .l?2 0.0009 0,4375 0.0009 0.4393 0.99409 0.99606
,4i.4 2/.E32 .Ej2 o.oooo 0.02}6 0.0087 0.0303 0.71]38 0,71209
.4z .4z//3t,Ejt o.ooo] 0.0004 0.0005 o,0010 0.32703 0,40968
..4 zÀ2/.Eji.E?2 o.oooo 0,0087 0.0216 0.0303 -0.28763 0.28791

.42 ,4 2/l?2 .Ej2 o.oooo 0.0004 0,2181 0.2185 0.00198 0.00198

  0.2500 0.5000 0,2500 l.oooo    
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(1) Ho x H;;

(2) H- x H,;

l3) x, * x,;
(4) Ho x H: o«

(5) Ho x H,

Veja que o teste (1) .Ho x H3 e(ltüvale íl testam siniultiuicailieiite se há efeito
a(litivo e de dontinância do (2TL, assim como o teste (4) .fío x J7t e(luivale a testar
se há efeito aditivo do QTL na i\usência de efeito de dominância, e assim por diante

3.3.2 Inferências clássicas sobre o Modelo de Regressão Intervalar

Fazendo uso da teoria clássica de Àlodelos Lineares , Haley & lÇnott (1992)
anotam o seguinte modelo:

y.i = lz + a.X.j + d.Xój + ej,

onde ej -. ]V(0; a:),.j = 1,2, ..., l}

onde n é o número de indiví(duos cla geração F2 na amostra

Sob esta formulação, inferências sobre os coeficientes a e c/ podem ser obtidas de
duas formas:

(i) via Nláxinia-Verossiniilhança;

(ii) via Àlíninlos Quadrados.
Sob a suposição clássica de nonnalidadc e homocedasticidade dos resíduos, é con-
hecido que tais procedimentos con(luzem aos niesnios estimadoies IDraper & Sniith,

iostl.

Con-,,encionaln]ente, ]ia liteiattua cle Genética adotatu-se os métodos baseados

ein máxima-veiossiniilhança, embora tais métodos sejam relativamente complexos
c possam ser conlputacionalniente lentos quando se (onsideia nioclelos dais gerais
pala a distribuição dos ermos. De qnalquei foinia, ceitailiente estes niétoclos foinecen}

boas estimativas dos efeitos do QTL.



45

Eni análises bt\sea(las na teoria cle máxima-vciossimilhança: o teste (los parâmetros

do modelo é obtido por meio da este\tística razão cle veiossiniillit\itças, defiiii(la pela
razão entre a verossintilhançt\ maximiza\da ilo espt\ço geral, isto é, sob Hi (Z,l) e
:t verossintilhança nlí\xiniizada sob o espaço rest.fito clefini(lo pclt\ l)ipót.ese miai\ .f7o
(Z.,o). Assim, a estatística\ rl\zão de veiossimilhanças é:

'«, - , : : (:) (3.10)

a (luf\l, sob condições (le regtilaiidade, é assintotict\nleiit.e distribuídêt como unia

C2iii-qliadrado com p graus de libttrdade, onde /) é (lcfinido como t\ diferença entre

as distensões dos dois espaços dos paiânietros sob Ht e Ho.

Quando os i'esíduos são indcpendetites e identicanlentc distribuídos como uma

]V(0, a2), a estatística cltt razão de verossimilhtutças pode ser esciittt eni termos da

Soma\ de Quadrados Residual do modelo completo (SQR..«.,Z-í.) , do modelo iedttzido
(SQR,..r«;;./.), e .lo tot«l .le obs'-"ções («):

'«- - « : : (gk=) (3.1 1)

X.luitas vezes, as suposições de (late os iesídttos são identicaniente distribuídos se-

gtuido unia Noinial entre t\s classes (le genótipos de nlarcadoies não estão satisfeitas.

X[""-o «*i-«, est«.]os e:«pí'i"' ":ost-a«: q-.e o .,açor d. « ]« l :lj;-"-K l fo:»ece
lula boa aproximação parzt a estatística da razão de velossiniilhanças, sendo unlt\
estatística robusta IHaley & l<nott, 10021.

3.3.3 Estatística Z,od score

A estatística ],o(J Score teili sido muito utilizada na ái'ea cla Genética, es])e('ial-

nlente eni análise de ligação, e é definida como o logaritmo na base 10 da razão de
veiossiniillianças:
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'..' - :.-.. (:) . (3.12)

/\ r?\zao (le sua populiui(la(le t\(lveni essencialnlentc da. fit('ilidade (le sua nlter-

prctl\ção, pois Lod scores iguais a, poi exc'mplo, 1, 2 e 3 iepresent.am rt\iões de
verossinlilh?\nças iguais a 10, 100 e 1000 ISht\m, 10081.

Sob condições de iegulaii(lado c premissas clássicas, temos que a estatística l,o(i

Score (l,od), a estatística Razão de Verossinúlhanças (LRT) e a estatística\ F (usual)
são altcinativas c(luivalentes para se testar o efeito (lo (2TL.

Sejam

SQK E'"

ESQT .sj gj'S:

* - (.H)"''
onde,

yJ é o valor do t.Faço para o j-ésinio indivíduo cta população eni estudo;
!iÍ é o valor predito do traço para o j-ésimo indivíduo da população eui estudo
1lj é a média amosti-al (lo baço par?\ a população enl está(lo.

Pode se nlostiai (lue

. L../ log..(.à)

e LRT=21n(À) = 4, 61 Lo(/
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. ,-H(": #) -H'«:'" "'.

No Nlapeaniento Intcivi\lai, (leve-se testar ?\ sigtiificâitcia dos efeitos t\clitivo (a)

e de (loniinância (d) para ca(l?\ loco\lização possível do QTL. Paio\ tanto, podemos
calcular o v?tloi- (la cstat.ística Éo(J score ptut\ ca(lêt increnic'nto e, ?\ssini, coiistiuir
uni Giíífico de Peias dtt est.atístict\ dc t.este

O pióxinio passo é fixo\r um valor ci ítico da estar.ística (le t.este (lllc lias indique

,\ significância do efeito. Eni gcial, tem sitio aponta\da na literatura ILander &
Bot.stcin, 10801 a necessidi\(le do ajuste do valor crítico para os nulltiplos testes
i-et\lizados, de ?\cotão coiii: o iulnicio e o tttnlanho dos intt:rvalos, níveis (lifercntes

de heiclabili(laclc, llúnieios (lifeientcs de múltiplos QTL's liga\dos e não-lig?\(los, etc.
Chui-chill & Doerge (1994) sitgeriiam liin teste de perniutação para cstiniar empiri-
('z\mente inn vi\lor crítico apropriado para iim det.erininado banco de da(los.

Eni geral, adota-se o valor crítico 2:3, que é sugerido por l<ao et al. (1999) de
foinitl exploratória\. :-lote que Lod :; 2,5 eni llnl teste com l grau de libeidacle
e(luivale a um ltível descritivo 7) < 0, 001. Isto signific?t que, qttz\lido t\ tlstatística Z,o(J
score aprcseiitar uin valor maior (late 2,5 pala linlt\ determinada posição, temos uma
indicação de que o QTL deve estar naquel&t região c'roniossõmica com uma chance
(le ilm insultado falso positivo menor que 0,001. Veja a Figura 5.2. A estatística
LODO, presente na ordenada do gráfico, corresponde ao teste .f7o x .173, que equivale a
testa\i simultaneanicnte se existe efeito a(litivo c de cloniinância do QTL. Neste caso,

conclui se (lue há evi(lência para a prt'senda de QTL's enl posições nos cioniossonios
2, 4, 8 e 16, sendo (lttc no cioniossonio 2 há dois locos de QTL's.

É iniportailte lambi?\i que, neste método, múltiplos testes estão sendo feitos si-
multttneaniente. O fato de cada teste ter uni nível de significância a associado, não

significtl que o nível de significância global, para a família de ('oniparações, tanibéni

seja\ igital a a. Sendo assim, é impoitailte corrigia o \'aloi do a para evitar falsos

positivos. A aboiclageni mais simples e também a mais conseivl\uva é a correção
cle Bonferroni, blue está\belece uni nível (le significância a p?\ia todo o conjunto
de testes e o/z} para cada uni deles INetei el a/., 100CI, IOtt, 10011. Além)i deste
piocediilieilto, podeillos utilizei t?inlbéni conto nível (le significância conjtuito do
teste a " Razão cle Falsas Descobertas:(FDR, /asse (/fscot'ery rale), definida\ conto
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Figura 3.7: Gráfico de Pedis da estatística lod score para o mapeamento intervalar da
Pressão Sistólica Pós-Sal para os ratos F2 do prometo InCor.

sendo a proporção de hipóteses nulas /ío verdadeiras, entre as hipóteses nulas re-

jeitadas, também chamada proporção de falsos positivos IBenjamini & Hocheberg,
10051, IReiner et a/, 20031.

3.3.4 Inferências via o Modelo Mistura de Normais

Sabe-se que uni traço quantitativo definido enl uma população em segregação
pode seguir uma distribuição iKlistura de Normais, onde as proporções dc n)istura são

baseadas em leis de segregação Àlendeliana IJansen, 10021. Observe os histogramas
apresentados na Figura 3.8 IBalding el a!., 20031.

Note que o printeiro gráfico da Figura 3.8 refere-se a uma distribuição biniodal
apropiiacla pala unia população DH (duplo haplótipol (2i (2i e Q2Q2) eill segregação.

O segundo gráfico mostra unia distribuição unimoclal apropriada, por exemplo, para

uma população F2 eni segregação, onde o gene é codonlinante. Já o terceiro gráfico

apresenta uma distribuição unimodal cona caiada pesada à direita, apropriada a
unia população F2 enl segregação, onde o gene principal é recessivo, isto é, o valor
esperado do baço é o mesmo pala os genótipos QIQt e QiQ2 e aumenta na presença
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Figura 3.8: Exemplos de Histogramas que apresentam dados que seguem um modelo de
Mistura de Normais.

de duas cópias do alelo (122(l2U por exemplo

O modelo de mistura proposto por Jansen (1992) para unl traço y é dado por

.f(yj) /Q.Q.(yj; GQ.Q.)+ /Q.Q,(yJ; GQ:Q:) + /Q,Q,(Z/J; GQ,Q,)

P(QtQ\ )fQ.Q. (yijGQ.Q\) -v P QQ\Q-zhfQ.Q, QNijGQ.ei

-tPÇQzQaà fe.Q. hi ICQ,eà
P(QiQi)ÓQ.Q.(yj; PQ.Q. , a') + P(QiQ2)@Q.Q,(b; PQ.Q, , a')

+p(Q:(2,)@e,e,(wj ; pe:ç, , .':)
(3.13)

onde @ é a função de densidade da Normal expressa por
é(y; p; a:) - --7:l-e*p(-(y - py/2a:).

2n-az

Considerando uma população F2 e unl loco cocloniinante, os pesos eili cada

mistura são esperados obedecer 1/4, 1/2 e 1/4 para as categorias genotípicas Qi(2i,
(?1 (l?2 e (1?2(1?2) iespectivantente.

A função de verossinlilhança do modelo mistura de Normais pala a amostra
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alem\tória de indivíduos F2 sob estudo é o produto, sob independência, clãs con
tii})uições indiviclut\is de veiossimilhanças cladt\ por:

1, - 11 .f(yj)
J-

onde /(y.Í) é dada eili 3.13

Para o caso da Àlistiua de Noiniais, os estiniadoies de niáxinta-veiossiniilhança
(EX'lV) p?ua /&, ü e (Z não têm solução explícita e devem ser obtidos por métodos
nun)éricos, como por exemplo o algoritmo EÀ'l (Esperança-Xlaxiniização) . Este pro-
cedimento tem sido amplamente utilizado enl allálises dc dados genõmicos porque é
poderoso especiahnente quando a amostra possui dados incompletos.

Cada itcração do algoritmo EN'l envolve dois passos: o passo de Esperança (E) e
o penso de hlaximização (M). O passo da Esperança estima as estatísticas para os
claclos completos baseando»se nos dados observados incompletos. O passo de R'lax-
inlização utiliza os dados completos estimados para obter a estimação da niáxima-
verossimilhança. Depois de inúmeras iterações dos passos E e NI, o esticador de
niáxinla-verossinlilhança é encontrado quando a iteração converge. Ver, por exem-
plo, ILiu, 10981, IJansen, 10021, IZeng, 19041.

Os estiniadores dos parâmetros sob o modelo de mistura também podem ser cal-

culados por meio do algoiitmo EChl (Esperança-À'laxinlização Condicional) IRleng

& Rubis, 19931, 1.Jiang & Zeng, 190SI, que consiste eni unia versão do algoritnio EN'l
que converge mais rapidamente.

Vale ressaltar que as estatísticas LRT e Lod score, ilttroduzidas anteriormente,
tantbénl podem ser cleíinidas pala o teste dos efeitos do QTL, no contexto cla
veiossinlilhança definida eni teinlos de Àlodelos de Àlistura de Normais.

3.3.5 Vantagens e desvantagens do Mapeamento Intercalar

Ao coniparanlos con) o modelo (te regressão parti genótipos conhecidos: o método

de nlapeamento intervalai tem inúmeras vantagens: incluindo IZeng: 1004j:

e E possível inferir a posição pi'ovável do QTL
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e As localizttções e os efeitos estimados elos QTL's tendem l a sei assintoticítnient.e

não-viesados sc }\penas l QTL está'ç'ei segreg?tn(lo no ciomossonio;

B O método i'e(lutei' nICHos indivíduos (lue o modelo dc regi'essão para geiiótipos
conhecidos.

Contudo, este niéto(lo tanibéni apresenta alguns pior)lcnias como

e Nos casos t'n] (lue não há imi QTL presente no intervalo, ni?\s h&í uni (i2TL em
alguma região pióxinia no cioniossonio, é possível que o valor clt\ estatística
no intervalo exceda o valor crítico definido. Neste caso, não se tinta de um
teste intervalai, que poderia clistingiiir quando há ou não um QTL dentro do
intervalo, pois o teste pode não ser independclite dos efeitos de outros QTL's
que estiveient fora da região definiclal

e Se houver dais que uni QTL enl un] ciomossonio, o teste estatístico da posição
que está sendo testada pode ser afetado por todos os outros QTL's e as posições
e os efeitos estimados dos QTL's identificados por este método provtwelniente
serão viesados;

e Não é eficiente utilizar somente 2 marcadores poi' vez para fazer o teste, já que

a informação de outros marcadores disponíveis não é utilizada.

Os problemas comentados incentivaram o clesenvolvinlento de modelos mais

gerais, (lue fossem capazes de contorna-los.



Capítulo 4

Modelos Gerais

à,lo(belos como o (le regressão linear simples para avitliar o efeito dos marcadores,
oil de hlapeamento Intelvalar para avê\miai o efeito de QTL's são valiosos e, indisc-
iltivelmente, contribuem muito na busca pela identificação de anel\es controladores
cle um detcrniinado traço. No entanto, tais modelos apresentam ttlgunias limitações
(late prejudicam as estinlativêls de efeit.o e localização dos (2TL's.

N.louvados pela busca de ilitlior precisão tanto na estimação dos efeitos quanto
na localização dos QTL's, alguns autores propuseram modelos mais gerais que serão
tratados iicste capítulo.

4.1 Mapeamento Intercalar Composto

Considere (lue unia (teteiniina(It\ análise de Xlapeament.o Intervalar tenha apõe
senta(lo mini gráfico de perfis da estatística Zo(/ score seiilelhaiite ao da Figura 4.1.
Considere tanibéili que o baço ein estudo não seja controlado por apenas l gene,
luas poi 2, e as posições leais do QTL l e do QTL 2 sejam pióximt\s conto indico\do
ni\ mesma Figiira.

Cui-iosanie1lte, o gitífico de perfis da Figtna 4.1 apresenta 3 picos: os dois dais
baixos, (lue estaiiant indicando coiretaniente a existência (le QTL's relacionados ao

baço nitquela região, e uni pico iliais alto entre os dois dais baixos (lue, aparente
dente, não faria sentido, uma vez (lue ]la realidade os dois genes (lue controlam o
baço não estão localizados onde o pico mais alto está indicando.

52
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Efeito de QTL's Ligados

Falso Sinal de Ligação \ll

\12

\13

X14

b=- - '

N-ll N[2 \,13 \f4

Figura 4. 1 : Exemplo de Gráfico de Perfis referente a um estudo de Mapeamento Intervalar
cujo traço é controlado por dois genes em um mesmo cromossomo.

Sabe-se que o Nlapeainento Intervalar não prevê a modelagem de mais que l
QTL, e nos casos em que existem QTL's ligados (próxintos), como no exemplo
apresentado, o resultado indicado por este método deixa de ser satisfatório.

Pode-se concluir então, que tanto o método de análise com lml único illarcador
quanto o de A/lapeamento Intervalar são viesados quando múltiplos QTL's estão

ligados ao marcador/intervalo considera\do. Para solucionar este problema, Zeng
(1993) propôs o JI/apeanzerzfo /ntemalar Composto, que consiste enl considerar não
apeníts un] intervalo entre 2 nlaicadores, Dias também alguns outros ntarcadores para

controlar o que chamamos de baGA;grozzn.d genéticos através de i\nálises cle regressão
múltipla.

Quando testanlos um intervalo para uni QTL, nós gostaríamos que este teste
fosse realizado independentemente dos efeitos de outros possíveis QTL's presentes
em outras regiões clo cioniossonio. Caso isto fosse possível, o interessante é que
poderíamos siniplificai o processo cle mapeamento cle múltiplos QTL's de unia di-
stensão múltipla para uill processo de mapeamento unidiniensional, já que o teste

pala cada intervalo seita independente. Assim surgiu o modelo para Xlapeaniento
Inteivalai Composto, definido segundo a equação 4.1.

l l?acAg/Olí/id genético: é o conjunto de muitos genes, cada um com pequeno efeito.
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/' + «.V., + '/X© + >: (Z'.;-;j) + 'j:
f#j,j + l

(4.1)

pê\ra j::1,2,...,n, onde,

yj é o valor do traço do j-ésimo indivíduo F2;
/l, a e (Z são a média geral (]o traço, cfeit.os a(]itivo c de (]oininância do QTL, respec-
tivamentel

X.J e X.:y são os valores prcditos do QTL calculados poi meio das informações
genotípicas dos marcadores flanqueadoics do suposto (2TL e por meio das frações
de recombinação associadas (como descritos anteiioii)lente);
bí é o coeficiente de regressão associado ao i-ésimo niarcãdoi;

:rij é a variável indicadora clo efeito do i-ésimo marcador no j-ésinio indivíduo. Se o
illaicaclor é codoniinante, a variável recebe as categorias 0, 1 e 2;
]4,f é o número total de marcadores moleculares incluídos no ajuste;

ej é o resíduo para o j-ésimo indivíduo.

Assina como nas análises anteriores, obtemos os valores X«j e X©, testainos os
efeitos do QTL e obtemos estimativas destes efeitos. N'ledidas de herdabilidade do
baço também podem ser calculadas.

Os 3 primeiros termos cla e(luação 4.1 estimam o efeito do QTL no intervalo em
questão, já o 4o. terilio (soniatória) refere-se ao ajuste pala remoção dos efeitos dc

outros QTL's ligados.

Nota-se que a idéia principal do ntodelo 4.1 é ganhar precisão, isto é, selecionai

unl conjunto de marcadores (covariáveis) para foiiiiar parte do bacAgroun.d genético e
assim diminuir o resíduo do modelo. E essencial coilientar (lue a principal dificuldade

deste modelo reside justamente em encontrar o subconjunto de niaicadores genéticos
ideal para o ajuste e, pala tanto, é comum a utilização de métodos de seleção de
modelos por Sfepwise.

O método Sfepuáse consiste na seleção cle variáveis para inclusão eni uni ntod-
elo cle regressão que inicia selecioiiando o melhor pre(titoi da variável dependente
Outras variáveis independentes são adicionadas ao modelo de acordo com o poder ex-
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plicativo increiliental (lue podem acrescentar, assim como est.t\s podcni ser elintinadas
se seu poder prcclitivo cair para uni nível não significttnte (litan(lo otttia variável in(le-

pendente for acrescentada no mo(leio. Para lnt\ioics detalhes, vei IHair ct í7/., 100SI,
IDiaper & Sniith, 19Sll, INcter ct a1., 10061.

Zeiig stigerc a inclusão dos mai ct\doi es adjacelltcs aos iiitu-ca(leres fianquea(lotes
no óacAgro?tn(Z genético como foinia de validar (lue o efeito (lue estádios testando é
i-ealniente do QTL localizado na específica posição entre os nlai calores fianqueadores

e não de possíveis (2TL's vizinhos IZeng, 19031

Coiitu(lo, o Nléto(lo Inteivalar Composto ainda apresenta algtlmas limitam-ões

conto IZeng ez a.J., 1000j:

© A análise pode ser afetada por unia distribuição desigual de inarcadorcs no
genoma, o que significa que um teste estatístico enl unia região rica enl l lar-
cadoies moleculares pode não ser comparável à(ruela pobre eni marcadoresl

e Dificuldade eni estimar a contribuição conjunta de múltiplos QTL's ligados
para a variância genética;

e Não é possível entender diretaniente este método para modelos ulais com
plenos;

e A utilização de marcadores fortemente ligados entre si definidos como co-
variáveis no brl.magro in(! genético pode reduzir o poder do teste de detecção do
QTL

Veremos a seguir (lue tais ]iinitações seivirani como incentivo para o desenvol\i
mento cle modelos mais sofist.icados.

4.2 Modelo para múltiplos QTL's (Epistasia)

Xlodelos pala nullt.iplos QTL's apiesentani unia niclhola significativa eni relação

aos nioclelos pala apcilas un] único QTL porque são capazes cle isolar efeitos cle
QTL's ligados no mesmo cronlossonio, bem como detectam QTL's enl interação, (lue

usualmente não são detectados por modelos dais simples ISen & Chuichil1: 20011



56

Os moto(!os ?\presentaclos até o ntoniento não são adequados pala estudar toda
a "arquitetttr:\ genéti('a" cle tn\ços (luantit.at.avos, pois nntitos ptlrânietios (como
?t(litclcs neccssáiios cltuuido há epistasia), ainda não fortlni leva(los eni cont.a nestes

niodclos IZeng eí al., i0001

Para mttpe?ti múltiplos QTL's é nc(.esstíiio ittilizar a infoimt\ção de to(lo o genonia

c, além (lasso, inft:rir possíveis padrões (le cpistasia. Isto signific?t (lue a busctt e o
inapeainento dc múltiplos QTL's epistáticos devem ser feitos eiii múltiplos intervalos
simttltaneaniente, e t.al fato motivou o desenvolvimento do Mapearnento Inter-
valar Múltiplo. Vale ressaltar blue, quando compaiaclo com os outros métodos
como o Xlapet\mento Intcivalai e o Àlapanle:nto Inteivalar Coiliposto, o h,lapca-
ilient.o Intervalai hlúltiplo teildc a ser tiiais poderoso c preciso ntl detecção de (2TL's

jl<ao ef aJ., 10001.

Portanto, a icléia do Nlapeaniento liiteivalar À'múltiplo é ajustar cliret.agente eni

uni único modelo tanto os efeit.os dos supostos QTL's (lttanto os efeitos epistáticos
assou'iados, com o intuito de ftlcilitai a busca, o teste e as estintativas de posições,
efeitos e int.orações entre os QTL's.

Inicialmente, vamos apresentar o niodclo aditivo pala 2 QTL's

/l + alXn.j + (/iX,/., + a2Xa,j + (Z2.Xdzj +eJ,j :: 1, 2, ..., n
ATEI QTL2

onde,
rll é o efeito aditivo do (2TLl;
di é o efeito (lc dominância do QTLl;
r[2 é o efeito adia.ivo do QTL2;

d2 é o efeito de dominância do QTL2i

X..j, .X«j, X.í., e X.Í,, são os valores pieditos do QTLI e do QTL2 calculados, in-
dependentemente, poi meio das informações getiotípicas dos (oriespondentes niar-

cadoies flan(lueadoies dos supostos QTL's e poi meio das frttções de recoilibinação
t\ssociadas;

e; é o resíduo aleatório do modelo.
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N'ota-se (lue o modelo acinitt não consi(lei-?t (lue possa existir cpistasia entre
o QTLI e o QTL2. O pioblcnttl é que se a cpistasia entre os QTL's existe e
não está sendo considera(la, }\ est.imt\ção dos efeit.os inargint\is e as respectivas

posições (los (2TL's poclein estai viela(las caso os (2TL's epistáticos estejam ligados

jl<ao & Zeng, eo021.

A seguir, aprcscntt\Dias o niodclo con\ epistasia piua 2 QTL's, incluin(lo o ajuste
pala n t\rcadorcs do bacX;gro?/.71 (/ genético:

W P + rl.l -\.'nij + (/IXdij. + r12/X'n2, + (/2.Y./2j
QTLt Qrt2

+ {.,.X...j + X,,:, + Í.l.ZX.Z.j 'k xdzJ''------v-----/ \......-v''''-/
Epistasia eleito aditivo Epistasia ctbito de dominância

+ f«,zX.., # -X.r,, + ía...X'./.j + X..,, + }: bi:z;lj + e.í,
Epistasia ef. aditivo com cf. dc dominância '

(4.2)

oii(le.

ai e (/l são os efeitos aditivo e dc dominância do QTLl;

a2 e d2 são os efeitos aditivo e dc dominância do QTL2;

X..j , X«:, , X.l:j e XÚ:, são os valoic's preditos do QTLI e QTL2 cale'filados, indepen-
(lente'dente, por meio das infornl \iões gcilotípicas dos correspondentes marcadores

flanquet\dotes dos supostos (2TL's e poi meio clãs reações de ieconibinação associ-
i\ d. í\s l

f.,,, '././, {.,l, iÚ.. são os efeitos epistáticos entre os QTL's l e 2 definidos eni termos
dos componentes aditivos e de cloniinância dos QTL's l e 2 e do a(litivo cle um e de

dominância do outro, respectivamente;

.v é o número total de mal('adobes niolccttlares incluídos no ba.clgroürl.(Z;

ói é o coeficiente de iegiessão associado ao i-ésinio tllarcador ;

=rfj é a valia\ el indicadoia do efeito clo i-ésimo maicaclor;
ej é o resíduo dei\tóiio do modelo.

Para os procedimentos infeienciais: assume-se (lue os brios deste nioclelo podem
seguir as pieniissas clássicas: isto é, são independentes e identicamente distribuídos
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st'ruindo o niodclo de probat)ilidadc Noi-mal tal que, cj v N(0; a2), ou o n)odeio
Xlisttua de Noiniais.

Pttttl o caso de Àlist.tut\ de Noin)itis, utiliza-se o algolitnio EC\l (Esl)eiança-
X [axiniiz?\ção Condicional) parti a o})tenção das estiniat.ivas (]e nitíxinia-vciossinii]haiiça

Posteiioimcnte, pode'mos ?n.?llittt o gi:Inca dc peias (It\ estftt.íst.ic?\ Lo(/ score polia
t.cst lniios a sigltifican( i:\ dos efeitos prin('ipi\ls ( (le int.ett\çao (los (2TL's cnvolxridos
iio isto(leio.

Vt:ja (litc nos clcpaianios cotim o seguinte pior)leda: como iealizai a bttsc?\ poi
múltiplos (2TL's c efeitos (lc iiiteittção'? A cst?ttística l,o(/ score pode ser definida dt-
vai'ias iiiiiiieiras:

e Lo(t '. .(''''íil;.r"'');
;'.«-.(''TU::':') ;
:'.« .(''Çlibgw) ;
:'.«-.("''":' ':HHT" * ''"'')
:'.,« .(''''llH?,'HHT'''' )

B Loc!

+ Lo(t

No 1)rinieiio ('aso, ct\lcttli\feios a est?\tístici\ razão dc vei ossimilht\nç?\s colnpaian(lo

os nio(tolos (le regressão (lut: incluo'ili os dois QTL's siniultaneainente com o modelo

c'spoiá(lico (scnl efeitos genéticos). Estes é o proce(cimento (le busca\ simultâneo, (lue

?\prcsenta uin pool)lema sério de envolver uni número tnuito grande de combintlções
2 a 2 pala se testou. N'o segundo ci\se, bata-se do piocedintento condicional de
busca poi nttlltiplos QTL's, calcttlitnios a est.atística i?\zão cle veiossimilhanças con-

sidcituiclo o modelo (late inclui ambos os QTL's c a(litele na presença apenas do

QTLI, isto é, o efeito (lo segundo QTL é avaliado con(licionalinente, na presença
do (1)TLI. Tal pioblenia de seleção de modelos se estende p?ua o teste de efeitos de

inteiação: (lue pode sei definido, por exen)plo, via as duas últimas estatística\s Z,o(/
score indicadas.
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Infcliznicnte não se tem unia resposta a l)iiori (le qual estatística Lod é mais ( on-
vcnieiltc. Dc (ltlal(liter nio(lo, é importante fiistlr quc o método con(licioiit\l de busca\
(] o mais utiliz?\(lo. Trata-se de uni piocediniento de iegicssão com seleção (le QTL's
pelo método Fom.arí/, (lue coilsistc nt\ inclusão de novas vt\risíveis no mo(leio iia pre-
sença (lc outras. Neste c?\se, o número de possíveis iiio(lclos competitivos i seienl
investigados é nieiior (late o procedinient.o (le buscil siniultâncl\ por subconjlliitos de
QTL's

4.3 Modelo com efeito de Pleiotropia

Como vimos na Figurtt 2.8 (1o capítulo 2, pleiotiopia é a propriedade (luc coitos
genes t\plcscntttni (le cont.rolar mais de unia característictt fenotípica sinulltanea-
nient.e. Não é difícil perceber (lue o fato de uni mesmo gene estai associa(lo à n)ais

cle unia caract.eiíst.ica, (ligados duas, gera uma estlutur?t de covariâticia enfie estas
duas -.tuitíveis devido ao efeito (to gene conuini ein (lucstão.

Poucos estudos têm focado ila busca e eni iinia nlttioi conipieensão dos QTL's
responsáveis pelas inteiações entic genes e ambiente. As antílises cle múltiplos tri\ços
possuem diversas propiie(litdes que são paiticttlarniente úteis quando estamos intet-
essaclos nt\ nattueza biológica desta\s inteiações. Unia dtls rt\zões é que, na pttítica,

nutitos clclineanleiltos experimentais são baseados em comparações longitudinais dc
unl fenótipo coiisidert\ndo um iilesnio conjunto cle indivíduos e seus coirespondentcs
genótipos de niaicadores. Colho exemplo, pense na pressão sistólic:\ de unl in(livíduo

scnclo tlvitliadt\ antes e clcpois da exposição a ilnla dieta fica en] st\l. O genótipo (lo
incliví(Isto não valia ao longo da con(lição de exposição, Dias seu fenótipo sim. Dev-

ido à estrutttrt\ de covariância enfie estes ti?\ços (pressão sistóliczt antes e depois da
dieta de sal), a aiiálisc de múltiplos traços é dais apiol)dada na iclcntificação dos
QTL's respolisávcis pela resposta ao tiatanlento e/ou sensibilidade ao sal do (lue a
antílise ptua rt\da traço realizada separa\dailiente. A Figura 4.2 ilustra o esquema.

Sttponlla cine vadios estudar a pressão sanguínea sistólica antes da exposição ao
sal: denotava poi SBP, e a pit'suão sanguínea sistólica pós-sal, clenotacla poi SBPS.
A busca pot QTL's ielac:ionados aos fen(5tipos citados pode ser feita para cada traço

separa(laiiiente, baseada no Xlétodo Inteivalai Composto IHaley & l<nott., 19021
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Intervenção com Su!

Excito dc
Plciotropia

Excito de
Pleiotropia

onde.

SBP: Pressão satguínm sistólica
SBPS: I'ressão singuínm sistóhca pós-Sal
DT3P: Pressão sanguínea tliastólica
D13PS: Pressão sanguínea diastólica pós-Sal

Figura 4.2: Exemplo esquemático do efeito de interação entre gene e ambiente e do efeito
de pleiotropia.

IZeng, 10041, ou conjuntamente, utilizando unia versão deste método proposta por
Jiang & Zeng (1995) que leva em consideração modelos de regressão niultivariada.

Para introduzir o modelo de regressão nlultivariada pala finalidade de niapea-

niento genético, seja ysBPJ e ysBPsj os valores para os fenótipos SBP e SBPS para o
j-ésimo indivíduo, respectivamente. Se os fenótipos forem correlacionaclos, a análise
univariada para cada um dos traços separadamente não levará em conta tal in-
foilllação adicional de correlação. Unia análise bivariada, na qual a correlação
fenotípica é explicitamente modelada, será capaz de explorar melhor as inforil)ações
contidas nos dados e aumentará tanto o poder de detecção do QTL quanto a precisão
na estintação dos parâmetros IJiang & Zeng, 10051. Neste contexto, a covariância
entre os fenótipos:

Co« (#-j , y:j ) pi2aia2

pode ser introduzida na análise

De nianeiia geral, seja ytj o valor do k-ésimo traço avaliado no j-ésinio indivíduo
O modelo considerando unl QTL (fixado entre dois marcadores flanqueadores) afe-
tanclo múltiplos traços, digaillos dois para facilidade de forillulação, é dado por:

Antes   Depois

qRP
Efeito dc hltciaçâo '''' l

DBP
Gene e Am!)ierltc

DBPS l
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.\/

p: + ";x;., + 'lix;., + }:(b-.j.v..í) + '-J;
j-l

f', + a;X;,, + 'l;Xl;,, + }l:(Z',fjX,.Í) + e:j
í-l

\/

(4.3)

oit(le,

j=1, 2,...,n;
eAJ -u iV2(0(2,i)l I'(2n)) sob premisse\s clássicas;
/lx; é a média geral de resposta para o traço A;

X«., e XÚ., são as variáveis pieclitoras dos efeitos aditivo e de dominância do QTL,
respectivamente, sobre o tri\ço k, avaliada no indivíduo .j;
ai e aZ são os coeficientes de regressão associados aos efeitos aditivo e de dominância

clo (2TL sobre o traço k. O asterisco é usa(lo pala diferenciar dos parâmctios do
ntodelo de epistasia;

bkj e Xfj são os coeficientes de regressão e as variáveis associadas ao efeito ítditivo
dos ]4/ marcadores incluídos no baGA;gro?zr[d genético, assumindo o ]nesino conjunto
de marcadores para ambos os baços;

ekj são os resíduos do traço k para o j-ésinio indivíduo.

Pode-se assumir que etj -, Ar2(0(2.i); q2r2)) sob premissas clássicas, sendo a
matriz de variância-covaiiância V definida por:

V
a12 =)

Dado um suposto QTL, sob o niapeaniento de múltiplos traços, as hipóteses a
seieni testadas são:

Ho : «i
-17i : pelo menos um dos efeitos é diferente de zero
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Quando o ntapeaniento conjunto pala mini QTL influenciando dois baços é indi-
cado, outros testes estar.ísticos po(lem scr feitos pala tesa.ar sc o C2TL tem efeito eni
apenas lim dos baços ou em ambos:
//i. : aT = ./i a; / o, ./; / 0
H-- : a; / 0, .ZT # 0, a; # 0, .1; # 0

x:« : «: # o, 'iT :/ o, «;
H,: : a: / 0, ./T # 0, ..; / 0, ./; / 0

e

A flexibilidade do modelo dc lnt\peanieiito genético niultivariado se estende, para

investigar o efeito dc interação entre gene e ainbielite, por cxeniplo, pt\ra testar
efeitos genéticos qite predispõem à sensibilida(le a sal. Para este flm, usando o

exemplo anterior citado, as hipóteses en] teste podem sci definidas, por exemplo,
c01110:

Fi30 '. (LSBP = (LSBPS,(LSBP ;= (ISBPS

H3\ '. (t.SBP :f QSBPSI(LSBP - (ISBPS

onde testa-se o efeito aditivo do QTL pleiotrópico iia ausência cle evito de dominância,

ou, lllais especificamente, se o efeito aditivo do QTL depende da presença do sal

Sc o modelo Nlistura de Normais foi assumido, os parâmetros de estimação

do modelo podem ser obtidos pelos algoritmos ECi\l e as estatísticas de lazão de
veiossiniillianças tailibém podem scr calculadas para os testes do efeito do QTL
no contexto multivari?\clo. Tz\is procedimentos são bastante contplexos e o cálculo
da vcrossimilhançtt no contexto inultivaiiado lliuitas 'ç'ezcs é feito utilizando pro-

priedades cle decomposição especti'al IXlangin et aZ., 100SI.

E inipoitante clestacai algumas cai?lcteiísticas inipoitantes da análise conjunta
(pala nitíltiplos baços) de mapetunento cle QTL's enl relação à t\nálise de uni único

traço IJiang & Zeng, 190õj:

e Se a covariância ent.te dois traços foi nula (p = 0), isto é, ti'atei'eni-se de
dois traços não coi-ielacionaclos, a estatística lazão de verossiniilhanças da
análise conjunta (Lni2) sela no niíninlo igual a soda clãs estatísticas calculadas

sepaiaclaniente (Z;Ri2 ? /.,Ri + Z.,R2);
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B Se o coeficiente t\dit.ivo de uln dos traços foi' igual a zero (pol' exemplo, a; = 0),
t.cnios (late í\ estatístictt lazão cle vcrossiiitilhanças da ?lníílise c'onjiiiit.i\ será
m?boi Oli igit?ll à csttltíst.ica calculada paio\ o ottt.ro traço isolam?ui)ente (Z,Riz ;:

l,Rt), se os tittços foicni conelacioila(los;

e A está\mística i'anão (lc vei'ossiniilhanças da aniílise conjunta\ sci'á sempi'e n)aios

Oll igual t\o vttlor intíxiino encontra(lo para as está\t.íst.iras c?\lcttla(lê\s separa(la-

":.«te (LR-, 2 ,«.1;«/",«ltn., tX:l);

B Se ê\ niult.aplicação (los efeitos aditi'vos ou de dominância (pol exemplo, afaz
oii (/T(Z;) com a coriclação (p) ente'e eles insultar cni um sinal iieg«t.ivo, isto é,
(pr&Taz) < 0, então a estatística lazão de verossinlilhlmças da análise conjunta
é niaioi (luc a soda das estittísticas calcinadas separa\d?\inCUte(LR12 > LRi +

J.,R,). Nest.e caso, o poder cla análise conjiint&l pt\ra ni?\pcanicnto (le QTL é
maior (lue o clc (IRAI(quer análise sapatada. Trata-se da situttção dais favorável
pala a análise conjunttt.

Vi\le conicntar (late, sob }\s preniisst\s cltíssicas pala a distribuição dos iesídttos,

llni método de nl ll)eaniento de QTL's pala múltiplos traços utilizando a teoria\ de
Àlínimos Quz\drt\dos no contexto nií\tiicial foi (lcsciito. Ver ll<llott & Haley, 20001.



Capítulo 5

Aplicações

Neste tiaballio vadios utilizou dados de tun cruzalllento F2 entre ratos nornioten-

sos e ratos espontancaniente hipertensos, coletados no Laboratório cle Genética e
Ci\ideologia Nlolecult\r (lo InCor (Instituto clo Coração, São Paulo)

Este banco de dados foi descrito e ant\lidado parcialmente por Schoik et al.
(1993). O estudo examinou variações da pressão sangttínei\ antes e depois de ex-
posição ao sal (Naco) enl 221 rt\tos, sendo (lue estes animais foiani genotipados eni
182 marcadores n)oleculares espalltttdos pelos 21 croniossonios. O banco de dados
contém ain(la infornlt\ções pala 23 traços (quantitativos, sendo que nossa análise se
concentrará na picssão sistólica.

As análises apresentadas neste capítulo foram realizadêts tttilizailclo os iccursos do

aplicativo (2 TZ, Carfograp/ter, disponível na Inteniet no endereço /i.fZp.7;/Gta.fgerz.ncs?l

ed\t/(ltlctirt.

5.1 Mapa de Marcadores

Inicialmente, utilizando t\ metodologia descrita na seção 3.2, obti\erros os resul-
tados apt'esentí\dos na Tabela 3.1 para a pressão sistólica pós-sal, denoniint\cla SBPS
com o objetivo de pesqttis?u o (Irão infoiniativo é o niaicador molecular. A ('oluna
l indica\ o cioniossonio, a coluna 2 apresenta o código do maicaclor: as colunas 3 e
:l coirespondenl às estiinatix'as dos paiântetros bo e bi, respectivamente, clo inoclelo
lincai apresentado eln 3.1, sendo cine bo é o efeito geral e bt é o efeito aditivo do nlar-

64
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calor. As colunas 5 e 6 tiazeni os valores da estatística lazão dc verossiniilhanças
e a estatística F, respectivamente. A coluna 7 indica o valor do nível descritivo.
Vale icssaltar que apresentarentos apenas os valores pala a(lueles marcadores que
apresentaitun uin p-valor significante ao menos no nível de 5%.

Os :\steriscos indicam) o nível cle significância do teste F: 5%, 1%, 0,1%, 0,01%
estão indicados por um, dois, três ou qut\tro astcriscos, iespcctiv?urgente.

Eni seguida, apiesentanios o gráfico na Figtua 5.1 que ('obtém o perfil da es-
tatística Zod score pala o niapeaniento dí\ pressão sistólica pós-sal com os ratos do
InCor. Note que trat.a-se do mesmo gráfico apresentado na escala rt\zão de verossint-

illianças na Figura 3.1.

ãW 'g :#q $ g;# $4W gq $$##! q ! q
5 6 7 a 9 11)i112t31d13}Jlà1'320

L-... Cromossomos

1-- - Marcadores Nlolecukires

Figura 5.1: Gráfico de perfis da estatística /.od score para o mapeamento da pressão
sistólica pós-Sal com os ratos F2 do InCor por meio da Análise de Regressão Simples.

Veja que o gráfico 5.1 apresenta o caso eni que estamos testando quais marcadores
parecem estar associados a variações na média do fenótipo (SBPS). Há cioniossomos

cujo núnleio de niaicadores é pequeno, poi exemplo, os cromossoinos 15, 19 e 20
possuem 2, 2 e 3 ntarcadores: respectivamente. Como na análise para genótipos



66

Cromossomo Marcador
M12
MI
M2
M3
M5
M6
N17

M8
M9
MIO
Mll
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M]8
M19
M20
M21
M22
M23
MI
M3
M4
M5

M15
M]6
M2
M4
M5
M6
M7
M8
M9
MIO
Mll
M14
M8
M9
M]O
Mll
M12

bo

146,870
147,408

147,331
147,693

147,338
147,423

147,151
147,172
147,107
147,081

147,138
147,099
146,922
147,402
147,537
147,353
147,383
147,397
147,269
147,288
147,288
147,633
147,144
147,009

147,108
147,256
146,923
147,265
146,886
147,114
147,027
!46,858
146,598

146,331
147,139
147,199
147,419

147,217
147,138
146,878

146,997
147,071

]46,977
147,075

4,528
7,457
7,216
6,872
5,339
5,328
4,173
4,234
4,697
4,923
5,016
4,672
3,481
6,668
6,890
6,273
6,303
6,585
4,873
5,318
5,318
5,744
3,856
4,400
4,507
3,740
4,495

-3,600
-3,384
3,423
4,451
4,895
5,927
8,641
6,348
6,239
5,234
4,021
3,761
4,242
4,016
4,580
5,358
4,887

2Jn(Z,o/L - )
7,025

19,792
18,040
17,999
11,255
9,874
6,749
6,552
8,202
9,162
9,539
7,994
4,623

15,442
15,541
13,797
14,100
16,247
8,728

[O,]90
lO,190
11,880
5,794
7,425
8,034
4,637
6,881
4,646
4,398
4,367
6,845
8,852

12,313
24,859
]4,511
14,378
8,434
5,916
5,354
6,357
5,707
7,073
7,472
8,196

F( i. « -2)
7,073

20,5]8
18,626
18,583
11,442
l0,007
6,791
6,590
8,280
9,270
9,659
8,067
4,630

15,849

15,954
14,108
14,427

16,707
8,822

l0,334
l0,334
12,094
5,817
7,483
8,108
4,644
6,926
4,652
4,402
4,370
6,890
8,950

12,548
26,073
14,862
14,722
8,519
5,941
5,370
6,391
5,729
7,]23
7,531
8,274

pr(F)
0,008
o,ooo
o,ooo
o,ooo
o,001
0,002
0,010
o,O]]
0,004
0,003
0,002
0,005
0,033
o,ooo
o,ooo
o,ooo
o,ooo
o,ooo
0,003
0,002
0,002
o,001
0,017
0,007
0,005
0,032
0,009
0,032
0,037
0,038
0,009
0,003
o,ooo
o,ooo
o,ooo
o,ooo
0,004
0,016
0,021
0,012
0,018
0,008
0,007
0.004

2

2

2

2

2
2
2
2
2

:b#

$

2
2
2
2
2
2
2
2
2
9
2
2
2
3

3

3
3
3
3
4
4
4
4
4
4
4
4
4

4

5

5

5

5

5

8

#

8

#

8

#

8

#

8

8
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Tabela 5.1: Resultados da Análise de Regressão Simples (para dados genotípicos con
hecidos) para o traço SBPS (pressão sistólica pós-sal).

coiihccidos calculamos a estatística Lo(/ apenas para os mt\rcadores, tal fato dificulta

:l detecção de uni QTL, pois os intervalos entre estes ntarcadoics são nntito grandes.
Note que no grtífico desta análise, a ruiva é definida pela simples união dos valores
clãs estatísticas determinadas pelos marcadores.

De qualquer fonna, o gráfico mostra que- os croniossonlos 2, 4, 8 e 16 possuem
indicadores que podem estar associados à pressão sistólica pós-sal. Lenibranios
(lue os sinais apresentados podem tratar-se do efeito do niaicador ou cle unl efeito
aparente.

5.2 Mapeamento Intercalar da Pressão Sistólica

Observe agora a Figura 3.2 quc contént o perfil (la estatística Lo(/ score para o
niapean[ento inteivalar cla pressão sistólica pós-sal cona os latos clo InCor

Note que a tendência do gráfico nlostiaclo na Figtua 5.2 é {unesma (lttc aquela

da Figura 3.1, afinal o nlapeaniento inteivt\lai é unia\ "suavização" do gráfico dos
mtucadoies, apresentando os niesnios ç,dores para as estatísticas calculadas nos
pontos definidos pala os piópiios marcadores nlolecttlaies, como na ai)alise pala
genótipos conhecidos. Contudo, o nlapeanie1lto interx.'dai é capaz de estimar efeitos

Cromossoma Marcador bo bi 21«( 1,o/L : ) F(i.« z) pr(F)  
8 MI 146.827 6,699 14,981 !5,360 o,ooo  
8 M2 147.004 4,470 7,595 7,657 0.006  
8 M3 147,02] 5,341 l0,217 l0,362 o,001  
8 M4 146,930 4,986 9,048 9,152 0,003  
8 M6 146,970 4,030 5,745 5,767 0,017 #

8 M7 147,263 4,572 6,626 6,666 0,010 #

16 MI 147,107 5,491 12.055 12,278 o,001  
16 M2 147.142 4,135 6,499 6,536 o,O]] #

16 M5 146.897 4,775 6,469 6,506 o,Oll #

21 M8 147.076 4,]91 6,168 6,199 0,014 8
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Figura 5.2: Gráfico de perfis da estatística /.od lco/e para o mapeamento da pressão
sistólica pós-Sal com os ratos F2 do InCor por meio da Análise de Mapeamento Intervalar.

e posições de QTL's fazendo uso de sub-intervalos enfie os nlaicaclores, o que não eia
possível na ai)alise anterior. Deste Díodo, a curva deixa de ser definida pela simples
união dos valores calculados para os marcadores e passa a ser definida pelos valores
da estatística Lod obtidos por ilieio de cada sub-intervalo, neste caso definido eln
lcÀI

Veja que além de obtermos sinais de presença dc QTL's nas regiões dos ciomos-
somos 2, 4, 8 e 16, obtivemos tainbénl uni sinal no cromossonlo 1, que não aparecia
na análise anterior.

5.3 Mapeamento Intervalar Composto

Vadios apresentei agora a Figura 5.3 que contém o perfil da estatística Z,od score
para o mapeamento inteivalai composto da pressão sistólica pós-sal com os latos do
InCor

Sabemos que a grande vantagens da Análise de Xlapeantento Inteivalar Composto



69

2 3 á 5 67 8 3 1í)1112'i3tll$61$192i1)21

Figura 5.3: Gráfico de perfis da estatística Z,od score para o mapeamento da Pressão
Sistólica Pós-Sal com os ratos F2 do InCor por meio da Análise de Mapeamento Intervalar
Composto.

é que pode-se selecionar um conjunto de marcadores (covariáveis) para formar parte

do bízcA;grourzd genético, e assim ganhar precisão por diminuir o resíduo. Por meio
deste método, temos os sinais de presença cle QTL's novamente nos mesmos cro-
mossoinos apontados pela análise intervalar, exceto o sinal no cromossomo 1, que
desaparece, possivelmente por tratar-se de um falso positivo.

Vale comentar que a seleção SfepwÍse, implenielatada no programa Oaríograp/zer,
identificou 5 nlarcadoies e os colocou no backgrozlnd genético no ajuste do modelo
cle niapeaniento intervalai composto.

5.4 Modelo com Epistasia

O modelo coili Epistasia foi ajustado poi meio cle uin procedilllento de regressão

cona seleção de QTL's pelo método F07"ward, já comentado ua senão 4.2. E impor-
tante comentar que a busca pelos QTL's e efeitos de interação é implementada no
6'aNograpÃer da seguinte forma: uma vez ajustados os efeitos principais, começa a
busca pelos efeitos de interação condicionada aos efeitos principais encontrados no
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modelo

A Tabela 5.2 apresenta os resultados obtidos considerando os locos (lue dcranl
maior sinal de efeito de intciação. A coluna l in(liga o QTL Oll o par de QTL's
incluídos no modelo. A coluna 2 indica o tipo do efeito estinaado: aditivo (a) ou
de dominância (d). As colunas 3, 4 e 5 apresentam o cioniossomo, o marcador

eni questão e a estimativa da. posição, rcspcctivanicnte. A coluna\ 6 tiítz o valor
da estar.ística Zod score. Por hm, }ls colunas 7 e 8 apresentam as estimativas dos

Tabela 5.2: Resultados da Análise do Modelo com Epistasia para o traço SBPS (pressão
sistólica pós-sal).

Os efeitos de epistasia apresentados não foram) significantes, entretanto foram
os maiores encontrados. Deste Díodo conclui-se que o modelo de efeitos aditivos é
apropriado para explicam o modo de regulação dos 5 QTL's sobre a pressão SBPS.
Como já salientado no mapeanlento de traços complexos é esperado (lue efeitos de
interação entre genes (epistasia) estejalli envolvidos. Acredita-se (lue até o iiiomento

não se identificou nenhum efeito de inteiação impoitailte nem entre os 5 QTL's e
nem ]nesn)o entre eles e outros locos do backgroztn.d genético clo animal F2 por
limitação da metodologia de análise estatística utilizada ou por limitações do delin-

eanlento experimental usado (baixa densidade de maicaclores, poucos indivíduos).
Note que o estudo da inteiação entre 3 QTL's codonlinantes, poi exeillplo implicaria
em classificar a amostra eni 33 categorias genotípicas.

L\P[\.fX]\2\J] v]\ ]UL/bJ v ]b ]J]v]/v]\#CLv Lt(b Y(tX](L]]v]tÇ LLv U]({\Uv LJ X L/ vd\]/]]\r(]LL(] ]/v] vE)U\=D \.]v]]lvl)-

QTt Tipo Cromossoma Marcador Posição Lod Efeito Eleito
(ou par de QTL's) (H3 : -17o) (%)

l a 4 6 204.0100 4.59 12.6686 33.4
1 d 4 6 204.0100 0.42 -5.0446 3.8
2 a 2 2 22.0099 1.90 6.3145 9.1

2 d 2 2 22,0099 0,02 0,8663 0,1
3 a 8 1 0,0100 1,79 5,5146 6.0
3 d 8 1 0,0100 0,23 -2,6526 1,]

2x3 ad 0,001 0,3219 0,0
lx2 aa 0,4420 4,2674 2,0
2x3 aa 0.2550 3.4846 1.6
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Figura 5.4: Perbhs individuais dos ratos F2 do Prometo InCor quanto à pressão sanguínea
sistólica antes e depois da exposição ao sal.

5.5 Modelo com Pleiotropia Sensibilidade ao Sal

No caso do modelo com pleiotropia utiliztuenios os traços SBP e SBPS, que são
a pressão sanguínea sistólica antes e depois da exposição ao sal, respectivamente.

Inicialmente, váRIos apresentar a iltatriz de variância-covariância V dos traços

99,6601 \
236,2651 /

234.5904
0,4233

onde iia diagonal estão indicadas a variância amostrar do SBP e SBPS, respectiva-
mente. Os valores indicados na diagonal superior e inferior ieferein-se à covariância

nlnnan aniaK 3'ril a.i ra ac +rnf'ao pfb..nan s rn \n +A
L X,vIXvICtÇíCtv CLlll\JOblttl vllbl v \JD bX CIÇsva) L \;DIIEL/LI VCllllÇllbt/.

Como é notado a variância dos traços é praticamente a mesma, poiént, se levar-
mos ein conta o mapeamento genético de cada traço separadamente obtemos que a

lleidabilidade de SBPS é muito maior do que a do traço SBP (dados não apresen-
tados).

A Figura 3.4 apresenta o gráfico de perfis individuais para o SBP e para o SBPS



72

Há indicação de unia sutil tendência da pressão sisa.ólica pós-sal. Contudo
verifica-sc para alguns animais com valores de pressão basal muito }llta houv'e tina
qttcda drástica no valor da pressão pós-sal, o que pode ser explicado pela presença
cle algum gene regulador da pressão.

Essa resposta ao efeit.o do sal é vista por meio dos perfis individuais, que é o qite
se pretende modelar por meio do mapeaniento conjunto.

Note que t\s análises imivariadas ptua cada traço não consideram qual(quer in
formação da história do animal sob a exposição ao sal.

Primeiramente, apresentaremos os gráficos dos peias da c'statística l,od score cla
análise marginal derivada do modelo nlultivariado com pleiotropia cle cada traço,
SBP e SBPS. Veja as Figuras 5.5 e 5.6.

2 3 l3 7 3 9 1D }11:13141tlV13 t9.'i}21

Figura 5.5: Gráfico de perfis da estatística l.od sco/e para o mapeamento da pressão
sanguínea sistólica antes da exposição ao sal (SBP) com os ratos F2 do InCor por meio
da análise marginal do modelo com pleiotropia.

De acordo com a Figura 5.5, temos que há uin sinal de presença de QTL para o

baço SBP ]la região do cronlossonlo l.

QLtíLnto ao gráfico da Figura 5.6, tentos que há sinais de pieseliça cle QTL pala
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Figura 5.6: Gráfico de perfis da estatística Zod score para o mapeamento da pressão
sanguínea sistólica depois da exposição ao sal (SBPS) com os ratos F2 do InCor por
meio da análise marginal do modelo com pleiotropia.

o traço SBPS nas regiões dos cromossomos 1, 2, 4, 8 e 16, já identificados, além do
21

Note que a análise marginal do modelo multivariado não é idêntica à análise

univariada. Isto porque nas análises univariadas testanlos pala um dos traços os
efeitos aditivo e de dominância do fenótipo SBPS na ausência de qualquer informação

sobre o fenótipo SBP, enquanto que, na análise marginal do modelo multivaiiado,
testanlos os efeitos aditivo e de dominância no modelo que, apesar cle considerar
nulos os efeitos do outro fenótipo, inclui a informação da covaiiâilcia entre os traços.

A Figura 5.7 apresenta os perfis cla estatística Zod score clít análise conjunta
clo modelo com pleiotropia juntamente com os resultados das análises marginais
já apresentadas anteiiorniente para efeito de contparabilidade. Note que (LBi2 ?
mázimolZ,Ri : LR21), colho pode ser demonstrado analiticaniente. Além disso, vt\le
ressaltar que os sinais encontrados nos ciomossonlos 2, 4, 8 e 16 pala nossos dados
têm obtido uma maior concordância na literatura, isto é, outros estudos também têm
identificado estes mesmos sinais. Contudo, há questionamentos sobre a validação
do sinal no cronlossonio 1, pois tal insultado não tem sido encontrado em outros



74

estudos. Quanto ao cromossomo 21, são necessárias maiores investigações a respeito

do sinal identificado, pois trata-se do cromossomo sexual.

De acord(l com a mesma Figura 5.7, podemos perceber que a curva apresentada

pela análise conjunta apresenta uma tendência mais parecida com a mostrada pela

análise marginal do SBPS do que com a mostrada pela análise marginal do SBP.
Deste modo, pode-se dizer que o fenótipo SBP deve ser menos influenciado por genes

do que o SBPS ou a identificação de genes que controlam o SBP exige modelos mais

precisos. Possivelmente, a herdabilidade do SBPS é maior que a do SBP.

Ainda, é possível detectar um sinal de presença de QTL em uma região do
cromossomo 5 que não havia sido identificado até o momento por meio das de-
mos análises. Deste modo, apresentaremos na Tabela 5.3 a estatística razão de
verossimilhanças e as estimativas dos efeitos aditivo e de dominância do suposto

QTL presente na região do cromossomo 5 sob o modelo multivariado.

1 : SBP 2 : SBPS3 : Joint-Tratt

2 3 4 5 67 8 9 1011121314]9H18192D21

Figura 5.7: Gráfico de perfis da estatística Z,od score para o mapeamento da SPB e da
SBPS marginal e conjuntamente com os dados de ratos F2 do InCor por meio do modelo
com pleiotropia.

De acordo com o que foi discutido na seção 4.3, temos que a situação apresentada
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Tabela 5.3: Estatística razão de verossimilhanças e as estimativas dos efeitos aditivo e de
dominância do suposto QTL presente na região do cromossolno 5 sob o modelo multi-
variado.

pe[o suposto QTL encontrado na região (]o croniossoino 3 é a dais favoráve] pala o
ajuste do mode]o mu]tivaiiado. Veja que os (lados expostos nêt Tabela 5.3 indicam

que o suposto QTL, ni\ situação basal aumenta (apesar de não ser significativo)
em aproxintadamente 3,8 unidades a pressão sanguínea sistólica devido ao efeito de
dontinância deste loco genético, cn(quanto que, depois da exposição ao sal, o suposto
gene agua na diminuição da pressão sistólica eni aproxima\daniente 4,4 unidades,
isto é, seu efeito de dominância é -4,4. Deste modo, o critério (p(Z;BP'ZsBPS) < 0 é
encoi\tudo neste caso.

Note que o QTL identificado no cronlossomo 3 tem efeito piotetor à exposição
ao sal. Podemos argumentar que os perfis individuais apresentados na figura 5.4
com uma (lufada drástica clo valor da pressão podem ser pontos de influência neste
resultado. Estudos dais aprofundados na direção de análise diagnóstico em modelos
de mapeantento genético são necessários.

Fenótipo Lod(H3 : Ho) Efeito aditivo Efeito de dominância
SBP 0.4069 0.0040140 3.7544535
SBPS 2,1]07 3.6036658 4.4117278
Análise conjunta 3,9124    



Capítulo 6

Considerações Finais

E possível ressaltar vários pontos apresentados neste trabalho que iilereceni ser
discutidos e estudados com maior aprofun(taniento visando llnla maior precisão na

busca pela identificação clc genes controladores de traços quantitativos.

Um (los problemas no mapeamellto genético que foi levantado ao longo deste
tiztbalho está relacionado ao nível cle significância para unia família de conlpatações.
Sat)e-se (lue múltiplos testes simultâneos implicam na necessita(te de coiieção do
nível cle significância global. A correção dais indica\da ainda é polênlica dentre as
diversas abordagens existentes na literatura e no caso específico de lllapeanlento

genético.

Outro ponto está relacionado à densidade de pontos nos mapas (lc maicaclores.
Nosso estudo bi\seou-se elli uni mapa coili 182 inaicadoies moleculares clistiibuídos
nos 21 cromossomos do i'ato e, é importante sâlietitâr que atualniente um mapa com
este número de nlaicadores é considerado pouco denso senão pouco informativo.

Os estudos dais decentes pul)lacados baseiam-se em etapas de marcadores (lue pos-
suem cerca de 2.000 niaicadoies moleculares visando um maior porei para os testes
i-ealizados.

Vimos tanibéni (lue o iKlapcameilto Inteivalar Composto propõe a inclusão de
covariáveis genéticas no modelo com o intuito de ganhar precisão eili relação ao
Xlapeaniento Inter\dai simples. Tal ganllo é espeiaclo baseado na diminuição do
resíduo e na hipótese de isolamento no efeito estimado do QTL principal. Entretanto:

o fato cle desconheceinlos o padrão de dependência entre o suposto QTL e as supostas
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covas-itíveis fí\z c'oni que exista a possibilidt\de deste subconjunto dc locos acabei

conlpctin(lo com o efeito principal do QTL, o (lue não é desejado. Tal problema é
\ ercladeiio t?\in})énl para a inclusão de quaisquer covarití'ç'eis, mesmo as (le natureza
ambientall não genéticas, como por exentplo: sexo ou peso.

No (1ue se refere à epistasia, podemos comentar que }\cledita-se cltte modelos de
regulação celular sejam muito complexos e devem cli\olver alta ordciii de inteiaçõcs
genét.ici\s e ?\nlbientais ICordel1, 20021, IAsíns, 20021. Sendo assim, os modelos ttcli-
tivos não devem ser os ntitis adequa(los para Reli estudo. A liteiattua é polêmica

neste assunto e, na tentativa de descobrir se a interação que não foi detectada elii
uni (letcrininado nao(leio não existe nlesnio ou bata-se de uma limita\ção estatística
inerente ao modelo proposto, surf('ni alternativas de estudo como os delineanientos
experimentais com pertuibaçõcs niultifat.odiais IJansen, 20031 . Estes delineanientos
originam linhagens de anilliais congênicos cujo genoma recebe fragmentos de difer-
entes linhagens de animais e deste ntodo hipóteses complexas cle interação entre
genes podem ser testada. Suponha que a conclusão de nosso estudo bmeado no
niodclo seja de que existcna 5 locos com efeitos aditivos que controlam a hipertensão,
e não existe efeito de interltção entre eles. Eni laboratório, pala verificar se a hipótese

de inexistência cle epistasia entre os locos é verdadeira, criam-se vários animais comi
a collstituição dos 5 locos diversificada de forma que se possa verificar nestes animais
congénicos se a conclusão obtida por meio do ntodelo estatístico procede, de acordo
com a nicanifestação do fenótipo (que poderá ser quantificada en\piricamente).

No cê\se da pleiotiopia, os modelos (lue a envolvem são extreniaineiite úteis
porque não liá dúvidas de (late o sustenta biológico é complexo e inteiconectado
INlangin ct aZ., 10081. Desta forma, mo(lelos que envolvem vários feiiótipos, como

poi exemplo os modelos longitttclinais, são ferramentas valiosas il serem exploradas

no nla])eamento de genes.

Finalmente, vale comentar (lue este trabalho abordou os modelos de regressão
no niapeaniento genético ('onsiderando que os efeitos do QTL com base nos nial-

cadoies moleculares são variáveis de efeitos fixos (comia se estas fossem conhecidtls,
obseivií'ç,eis). Possivelmente modelos apropriados a esta situação sejam os modelos
com eixos nas varitíveis. A literatura na área de nlapeaniento genético tem explorado

pouco alternativas desta natureza.



Apêndice A

Banco de Dados do Delineamento F2
(InCor)

A.l Banco de dados dos Marcadores Moleculares e Variáveis
Genotípicas

Pt\ra o cronlossoiiio 1 , clcnonlinttdo (=hi01
Í

(.,,--'

Tabela A. 1 : Localização dos Nlarcadores Moleculares e dados genotípicos tios ratos para
o cromossoma l.
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  Marcador l N/larcaclor 2 Marcador 3 Marcador 1 5
Distância (cM) 3 26 35 152
animal l   l - 1 2
animal 2 - 1      
animal 22 ]       - 1
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A codificação utilizada pala os gcilótipos elos Nlarcadorcs N'lolecularcs da Tabela
A.lesta desci-it.a na Tabela A.2.

Genótipo do Marcador Código

Tabela A.2: Códigos utilizados no Banco de Dados de Genótipos de Marcadores

Pala cada um dos 21 cromossonlos temos uma tat)ela semelhante à apresentada,

sendo (lue cada cronlossomo tem tinta (lutuitidade diferente de niaicadores molecu-
liues. Veja Tabela A.3.
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Cromossoma

9

No. de M:trcadores
15

23
18

14
12
7
8

10

3

4
5

6
7
8

10
1 1

12

13

14

15

16

17

18

19

20
21

2
5

4
9

2
3

1 1

Tabela A.3: Número de Marcadores Moleculares em cada um dos 21 cromossomos

A.2 Banco de dados das Variáveis Fenotípicas
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Tabela A.4: Dados fenotípicos para os 22 1 ratos

  Tntço l Traço 2 Traço3 Traço 23
animal l 122 119 67 mtssing
animal 2 126 119 90 mtsslng

ani mal 22 1 124 107 48 179
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