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Tamanho amostral e deteccao de
genes via GWAS em caracteristicas
quantitativas do cafeeiro’

Introducao

O melhoramento genético do cafeeiro (espécie perene e de ciclo reprodutivo
longo) demanda agilidade e eficacia no langamento de novas cultivares. Para
alcancar esse objetivo, a otimizacdo do melhoramento e a maximizagcéo da
eficiéncia seletiva sdo essenciais.

A selecdo genbmica ampla (do inglés, genome-wide selection — GWS)
foi proposta por Meuwissen et al. (2001) como uma forma de aumentar a
eficiéncia e acelerar o melhoramento genético. A GWS enfatiza a predicao
simultanea (sem o uso de testes de significancia para marcas individuais) dos
efeitos genéticos de milhares de marcadores genéticos de DNA dispersos em
todo o genoma de um organismo, de forma a capturar os efeitos de todos
os locos (tanto de pequenos quanto de grandes efeitos) e explicar toda a
variagdo genética de uma caracteristica quantitativa (Resende; Alves, 2020).

Além da GWS, a associagdo genémica ampla (do inglés, genome-wide
association — GWAS) é relevante nesse contexto. A evolugédo da tecnologia
gendmica é previsivel e a mutacgao causal de uma variagao genética em nivel
de nucleotideo podera ser acessada em um futuro préximo. Assim, a selegao
gendmica podera ser refinada e aperfeicoada pelo uso direto dos nucleotideos
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de caracteristica quantitativa (do inglés, quantitative trait nucleotides —
QTNs) em lugar dos polimorfismos de nucleotideo unico (do inglés, single-
nucleotide polymorphisms — SNPs). Esforgos na detecgdo de genes em
caracteristicas quantitativas do cafeeiro também séo relevantes e contribuem
para a otimizacdo do melhoramento e maximizagdo da eficiéncia seletiva.
Nesse sentido, os estudos de associagbes gendmicas sao essenciais, pois
visam a deteccdo de locos controladores de caracteristicas quantitativas e/
ou regides genémicas contendo blocos poligénicos associados a fenétipos de
importancia econémica.

O presente documento refere-se a avaliagcao pratica do potencial da GWAS
no melhoramento dos cafeeiros das espécies Coffea arabica e Coffea
canephora. O objetivo geral é orientar a aplicagdo eficiente da GWAS em
caracteristicas produtivas, agrondmicas e de resisténcia a doengas e pragas
do cafeeiro. Para isso, um novo método para o estudo de associagdes
gendmicas foi desenvolvido e avaliado via simulagédo, em termos de poder
de detecgdo de genes. O objetivo especifico é possibilitar a identificagcao de
marcadores genéticos uteis ao melhoramento do cafeeiro.

Estimativa do numero de locos de caracteristica
quantitativa e do tamanho amostral para
a maximizacao da acuracia seletiva

A confiabilidade da selegéo gendmica € dada pela expresséo: r? = Nh? / (Nh? +
Ngr ), €m que M € a acuracia da GWS; N é o nimero de individuos da populagao,
N, € o nimero de QTL que controla a caracteristica e h*> & a herdabilidade
individual. A estimativa do nUmero de individuos que deve ser avaliado para se
obter uma acuracia desejada pode ser obtida pela seguinte expressao, derivada

da anterior: N =% N, /(1 —r* )h* (Resende et al., 2014).

gg QTU

Na Figura 1 sdo apresentados graficos mostrando a curva do ndmero de
individuos (N) em varios cenarios (fungbes de h? N, e r ). Com base
nesses graficos e em informagdes genéticas das caracteristicas, os
melhoristas podem dimensionar adequadamente seus estudos de heranca
e de maximizacao do ganho genético com o melhoramento feito por selegéo.
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Figura 1. Tamanho amostral para a selecdo gendmica com acuracias variando de
0,70 a 0,95, em seis cenarios.

Varias informagdes podem ser obtidas a partir da Figura 1. Por exemplo,
considerando o cenario 3, verifica-se que, para uma caracteristica com her-
dabilidade individual igual a 0,30 e controlada por 100 QTLs, pode ser obtida
uma acuracia de 90% se o tamanho amostral for igual a 1.500 individuos
genotipados e fenotipados.

A estimativa do nimero de QTL que controla cada caracteristica pode ser cal-
culada com base na expressao: N, =[(1 —r? )Nh?/r? .Tendo-se estimado
a acuracia seletiva e a herdabilidade, dado o N praticado no presente estudo,
foi estimado o nimero de QTL para varias caracteristicas.
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Outro exercicio que pode ser feito € a determinacgéo teérica do nimero de
QTL, dados o N praticado e a h? estimada, porém variando-se Moo Para o caso
de h?igual a 0,30 e N igual a 1.500, os niumeros de QTL podem ser inferidos
conforme Figura 2. Nessa mesma figura é apresentado o caso de h? igual a
0,20 e N igual a 1.500.

Cenario 1: h?=0,3; N=1.500. Cenario 2: h?=0,2; N=1.500.
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Figura 2. Nimero de QTL (N, ) para a selegéo gendémica com acuracias variando de
0,70 a 0,95, em dois cenarios.

Com base na Figura 2, verifica-se que, para N = 1.500 individuos genotipados,
os numeros de QTL variam de 49 a 468 (cenario 1, h? = 0,30) e de 32 a
312 (cenario 2, h? = 0,20) quando as acuracias variaram de 0,95 a 0,70,
respectivamente.

Café arabica

Material genético

A partir de cruzamentos entre trés genitores Catuai e trés genitores
Hibrido de Timor, contrastantes em relagédo a caracteristica ferrugem do
cafeeiro, 13 progénies foram obtidas pelo programa de melhoramento
genético de C. arabica da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas
Gerais (Epamig) em parceria com a Universidade Federal de Vigosa
(UFV) e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa
Café). Essas progénies sédo geracgbes de retrocruzamentos resistentes
(RCr), retrocruzamentos suscetiveis (RCs) e F,. Em cada progénie foram
selecionados 15 gendtipos, totalizando 195 individuos (Sousa et al.,
2019).
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Fenotipagem

A avaliagao de 15 caracteristicas — 9 continuas (producédo de frutos,
comprimento de uma folha, comprimento de um ramo plagiotrépico,
numero de nés vegetativos, numero de frutos por ramo plagiotrépico,
volume de frutos por ramo plagiotrépico, altura da planta, diametro da
copa e diametro do caule) e 6 categoricas (tamanho dos frutos, incidéncia
de ferrugem, incidéncia de cercospora, infestacdo de bicho-mineiro,
vigor vegetativo e ciclo de maturacao) — foi realizada nos 195 individuos
(Sousa et al., 2019).

O tamanho dos frutos foi avaliado por notas, em que as notas 1, 2 e 3 foram
atribuidas aos frutos pequenos, médios e graudos, respectivamente. O
ciclo de maturacao foi avaliado por notas, em que as notas 1, 2, 3,4 e
5 foram atribuidas para ciclo precoce, entre precoce e médio, médio,
entre médio e tardio e tardio, respectivamente. A incidéncia de ferrugem,
de cercosporiose e de bicho-mineiro também foi avaliada por notas de
1 a 5, em que se atribuiram a nota 1 aos gendétipos assintomaticos e a
nota 5 aos genodtipos altamente suscetiveis. Da mesma forma, o vigor
vegetativo foi avaliado por notas de 1 a 10, atribuindo-se a nota 1 as
plantas totalmente depauperadas e a nota 10 as plantas altamente
vigorosas.

Numero de locos de caracteristica quantitativa e tamanho amostral

O numero estimado de QTLs que controlam as caracteristicas avaliadas
variou de 149 (didmetro da copa) a 3.981 (comprimento da folha) (Tabela
1). Foi observado elevado numero de QTL controlando as caracteristicas
agronémicas, sendo estimado, para as caracteristicas produgcao de
gréos e incidéncia de ferrugem — que sao as caracteristicas-alvo desse
programa de melhoramento —, 751 e 221 QTLs, respectivamente.
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Tabela 1. Estimativas do ndmero de individuos (N) a serem avaliados para
se obter determinada (0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9) acuracia seletiva para as 15
caracteristicas morfoagronémicas avaliadas na populacdo de melhoramento
de Coffea arabica.

Caracteristica h?>, r N N(0,6) N(0,7) N(0,8)

PF 0,26 0,25 751 964 1626 2778 5140 12.326
IF 0,31 0,46 221 237 400 684 1.265 3.033

IC 044 047 304 231 390 666 1.233 2.957

BM 0,3 0,33 476 536 904 1544 2.858 6.852

A% 0,34 0,36 440 437 738 1260 2.332 5.592

CM 0,31 0,21 1.313 1434 2421 4134 7.650 18.345
TF 0,36 0,39 3% 370 624 1.066 1.973 4.730

CF 0,29 0,12 3.981 4.530 7.644 13.057 24.160 57.935
CRP 0,41 0,5 244 198 335 572 1.058 2.538

NNV 046 0,56 199 143 242 413 765 1.834

NFRP 0,34 0,33 1.157 1.134 1913 3.267 6.046 14.498
VFRP 0,25 0,21 1.081 1.418 2393 4.087 7.562 18.133
AP 046 0,56 202 146 246 420 777 1.864

DCo 0,45 0,61 149 112 189 322 596 1.429

DCa 0,16 0,14 1.658 3.363 5.674 9.692 17.934 43.006

h?,: herdabilidade genomica; Moo gws: acuracia seletiva da GWS; N, : estimativa do numero de

QTL que controla a caracteristica; PF: produgdo de frutos; IF: incidéncia de ferrugem; IC: inci-
déncia de cercospora; BM: infestacao de bicho-mineiro; VV: vigor vegetativo; CM: ciclo de matu-
racao; TF: tamanho dos frutos; CF: comprimento de uma folha; CRP: comprimento de um ramo
plagiotropico; NNV: numero de nos vegetativos; NFRP: numero de frutos por ramo plagiotropico;
VFRP: volume de frutos por ramo plagiotrépico; AP: altura de planta; DCo: diametro da copa;
DCa: diametro do caule(2017).

Os resultados evidenciaram uma relagao inversamente proporcional entre
a acuracia seletiva da GWS (rgg_gws) e numero de QTL. Esse fato pode ser
explicado pelo aumento da complexidade preditiva em fun¢cdo do maior do
numero de genes que controlam a caracteristica. Quando muitos genes es-
tdo envolvidos no controle de uma caracteristica, em geral, tais genes séo
de efeito menor, e, consequentemente, a estimagéo precisa de seus efeitos
é dificultada (Goddard, 2009). Isso evidencia a importancia da utilizagdo de
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alta densidade de marcadores SNP nas analises preditivas. Em estudos com
espécies florestais (Grattapaglia; Resende, 2011; Iwata et al., 2011) e em mi-
Iho (Zea mays) (Riedelsheimer et al., 2012), n&o foi possivel verificar relagéo
entre nimero de QTL e acuracia seletiva.

Observa-se a necessidade de avaliar um maior numero de individuos quando
se almejam maiores estimativas de acuracia seletiva (r_,) (Tabela 1). Para se
obter estimativa de acuracia seletiva de 0,7, considerada de alta magnitude
(Resende; Duarte, 2007), os resultados demonstraram a necessidade de se
avaliar de 322 (diametro da copa) a 13.057 (comprimento de uma folha) in-
dividuos. Para a maioria das caracteristicas, ha a necessidade de se avaliar
mais de 1.000 individuos para se obter rggd igual a 0,7.

Em C. arabica, analises da capacidade preditiva, utilizando-se diferentes
densidades de marcadores, evidenciaram, de maneira geral, o aumento da
acuracia seletiva (r ) ao se elevar o numero de SNP nas analises (Sousa et
al., 2019). Assim, como observado em outros estudos, o aumento do numero
de marcadores ndo aumenta linearmente a acuracia da GWS (Fernando et
al., 2007; Cavalcanti et al., 2012). Esses resultados demonstraram a neces-
sidade de avaliar um maior numero de gendtipos, de forma a aumentar as
acuracias seletivas das caracteristicas de interesse

Café canéfora

Material genético

A populacéo de C. canephora foi composta por 51 clones de café conilon,
32 clones de café robusta e 82 hibridos (conilon versus robusta) (Alkimim
et al., 2020). Os clones de café conilon foram obtidos do Instituto Capixaba
de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural (Incaper) e os clones de
café robusta, do Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefanza
(Catie). Por sua vez, os hibridos foram obtidos por meio de cruzamentos con-
trolados entre cinco clones de café conilon (genitores masculinos) e cinco
clones de café robusta (genitores femininos), em delineamento fatorial in-
terpopulacional. Essa populagdo compde o programa de melhoramento da
Epamig em parceria com a UFV e a Embrapa Café.
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Fenotipagem e genotipagem

A avaliagdo de cinco caracteristicas — duas continuas (altura da planta
e diametro da copa) e trés categoricas (vigor vegetativo, incidéncia de
ferrugem e incidéncia de cercospora) — foi realizada durante 3 anos
consecutivos (2014 a 2016), na época de maturidade fisioldgica dos frutos
(Alkimim et al., 2020).

O vigor vegetativo foi avaliado com notas de 1 a 10, em que a nota 1 foi
atribuida as plantas totalmente depauperadas e a nota 10 foi atribuida
as plantas altamente vigorosas. A incidéncia de ferrugem, causada
pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br., foi avaliada com notas de 1
a 5, com a atribuicdo da nota 1 para plantas sem nenhum sintoma do
patdégeno e da nota 5 para plantas altamente suscetiveis. A incidéncia de
cercospora, causada pelo fungo Cercospora coffeicola Berk. & Cooke,
foi avaliada com notas de 1 a 5, em que a nota 1 foi atribuida as plantas
sem nenhum sintoma do patégeno e a nota 5 foi atribuida as plantas
altamente suscetiveis.

Foram genotipados 165 gendtipos (51 cafés conilon + 32 cafés robusta + 82
hibridos interpopulacionais) utilizando-se a plataforma de sequenciamento
da empresa RAPID Genomics. Foram identificados 18.111 marcadores SNP,
restando, apds analises de qualidade, 14.429 marcadores.

Nidmero de locos de caracteristica quantitativa e tamanho amostral

O numero estimado de QTLs que controlam as caracteristicas avaliadas
variou de 35 (incidéncia de cercospora) a 87 (vigor vegetativo) (Tabela 2).
Por meio desses resultados, & possivel verificar a natureza quantitativa
das caracteristicas avaliadas. Além disso, observa-se que 0s menores
valores de acuracia da GWS, 67% (vigor vegetativo) e 68% (altura da
planta), foram obtidos para as caracteristicas que apresentaram maior
numero de QTL.
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Tabela 2. Estimativas do nimero de individuos (N) a serem avaliados para
se obter determinada (0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9) acuracia seletiva para as cinco
caracteristicas morfoagronémicas avaliadas na populacdo de melhoramento
de Coffea canephora.

T g vV IF IC AP DC
0,5 67 88 27 64 31
0,6 114 56 46 108 52
0,7 194 96 78 184 89
0,8 360 178 145 341 164
0,9 863 426 347 817 394
Nar 87 37 85 69 49
h?, 0,43 0,37 0,43 0,36 0,53
F3g_gws 0,67 0,79 0,82 0,68 0,8

L acuracia desejada da GWS; N,: nimero de QTLs; h? : herdabilidade genémica; Mg qus:

acuracia seletiva da GWS; VV: vigor vegetativo; IF: incidéncia de ferrugem; IC: incidéncia de
cercospora; AP: altura da planta; DC: diametro da copa.

Em trabalho realizado com dendé (Elaeis guineensis Jacq.), foi também ve-
rificado que a acuracia da GWS ¢ inversamente proporcional ao nimero de
QTL que controla a caracteristica (Wong; Bernardo, 2008). Isso € esperado
porque, quando a caracteristica &€ governada por maior nimero de QTL, mais
complexa ela é. Além disso, em caracteristicas poligénicas, em geral, verifi-
ca-se que cada gene contribui com pequeno efeito para a manifestagéo do
fendétipo. No entanto, mesmo em cenario com baixa herdabilidade e maior
numero de QTL, os resultados foram promissores.

Para se obter acuracia desejada (rggd) de 70%, valor considerado de alta mag-
nitude (Resende; Duarte, 2007), seria necessario avaliar 194 individuos para
a caracteristica vigor vegetativo, 96 para incidéncia de ferrugem, 78 para inci-
déncia de cercospora, 184 para altura da planta e 89 para didmetro da copa.
Dessa forma, observa-se que, para a maioria das caracteristicas (incidéncia
de ferrugem, incidéncia de cercospora e diametro da copa), foram avaliados
mais individuos do que o necessario para alcangar acuracia de 70%. Também
foi possivel verificar para todas as caracteristicas que quanto maior a acura-
cia desejada, maior numero de individuos deve ser avaliado.
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Deteccao de genes no controle de uma caracteristica

O modelo tradicional para a GWAS é:,em que y = Xb + Ts + Jm + Zg + e,
em que y, b, s, m e g séo vetores de dados, de efeitos fixos de natureza
ambiental, de covariavel de efeitos fixos referente a estrutura de populagao,
de efeito fixo do marcador i e de efeitos aditivos poligénicos gendmicos
(aleatdrios), respectivamente, com matrizes de incidéncia X, T, J e Z.

Sob esse modelo, a marca i deve ser excluida da composi¢éo da matriz G (a qual
€ computada a parte e ndo via modelagem) usada na estimagéo de g. Assim, se
ha 50 mil marcadores, deverdo ser realizadas 50 mil analises de G-BLUP e a
matriz G devera ser construida 50 mil vezes. O cémputo de G sem a inclusao do
marcador candidato visa evitar o ajuste duplo ou contaminag&o proximal.

Um modelo alternativo € o modelo da GWS, dadopory=Xb + Ts + Wm. +e,em
gue m é o vetor de efeitos aleatérios de marcadores. Sob esse modelo, propde-
se a seguir um teste estatistico para os efeitos aleatérios de cada marca. Essa
abordagem demanda a realizagdo de apenas uma analise G-BLUP ou RR-
BLUP e possui propriedade estatistica 6tima, pois nao supde herdabilidade da
média de marcador igual a 1, suposig¢éo essa implicita quando os efeitos m, sdo
tratados como fixos.

O teste estatistico baseado em F, (descrito no topico seguinte) sé é valido
sob um modelo com efeitos aleatérios de marcas e predigdo simultanea de
todos os efeitos m. Esses efeitos podem ser preditos pelo RR-BLUP. Sendo
tratados como de efeitos aleatérios, ha a consideragdo do desequilibrio de
ligacédo e contorna-se a multicolinearidade entre os marcadores, garantindo-
se a estimabilidade; isso é feito regressando cada marcador, um na direcao
do outro e todos na diregdo de zero, conduzindo a uma estimagéao precisa,
acurada e nao viesada, ou seja, com minimo erro quadratico médio.
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Proposicao de um teste F para a detecg¢ao simultanea
de genes no controle de uma caracteristica

O seguinte teste F foi proposto por Resende et al. (2014) e Resende (2015)
para a detecgcdo simultdnea de genes no controle de um caracteristica

~ 2p.q.m°
N2p,q,m; _ Nhy; _ 2piqimi2 Z Pii
2

F =1+ l+—"~ »* ‘em que h, = e hr="=

2
O- 722pq1 m; 1=k ay U’v

sendo p, e g, as frequéncias alélicas do marcador i, 02 a variancia
fenotipica, rrf 0 quadrado do efeito predito do marcador 1, como efeito
aleatério pelo método RR-BLUP (Resende et al.,, 2014; Resende, 2015).

A derivagéo da Estatistica de Teste advém da relacdo entre o teste F e

. 1
0 quadrado da acuracia, dado por F=(1 >— , conforme demonstrado por

—’”gg)
Resende e Duarte (2007), usando esperanga de quadrados
médios e dados fenotipicos. De forma analoga, para marcadores,

1
tem-se F(im;) = ———— (Resende et al., 2014; Resende, 2015).
(1 - mLml)
A confiabilidade ’?ﬁm é dada por:
. 2p,q,; _ 1 ~ 1
2p.q,im; +(o; =Y 2p,q,m})/ N (0] =2 2p,4.) | (0] = 2pqm})
i=1 1+ i=1 - 1+ i=1
2pgm’ N N2p,q,i}

2 C ~2 ~72

— > 2p.g.m: )+ N2p.g.m:

| (eI X2pa)+ N2pg N2pa i
— i=l =1+ i1

=, = ” ~ n -
( mlmx) O'j —Zzplqtmlz O-; _zzplqlm?

i=1 i=1

Assim,  F(m,)=

F(m)=1+

sziqz"%iz
_Zzpiqiﬁliz 1=h

i=1
quadrado e, nesse caso, propicia um LRT para o efeito da marca, em que

C ~72
2 a2 Zzpiqimi
hz _ p.q;m; e h2 — _i=l .

mi 2 2
O-y O-y

t~x  tem distribuicdo assintdtica qui-
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A estatistica F(m,) esta associada a (1, N — 1) graus de liberdade. Na pratica
da GWAS, com m, de efeito fixo, o nivel de significancia a ser adotado deve
ser bem menor, da ordem de 10 (F = 18.80). Na auséncia de qualquer efeito
real do SNP, a estatistica F tem valor esperado igual a 1.

A estatistica F_ esta associada a (1, N — 1) graus de liberdade. A estatistica
F tem distribuicdo assintética (com N grande) qui-quadrado e, nesse caso,
propicia um LRT (essa estatistica tem distribuicdo qui-quadrado com 1 grau
de liberdade) para o efeito da marca i. Decorrente dessas propriedades, ha
as equivaléncias entre distribuicdo qui-quadrado com 1 grau de liberdade
e distribuicdo F com (1, N — 1) graus de liberdade. Por exemplo, para
significancia 5%, os valores tabelados para ambas as distribuicdes sdo 3.84.
Nesse caso, os testes sdo equivalentes.

A derivagéao via PEV é feita a seguir.

Com m~ N(0,15>), os efeitos em m s&o néo correlacionados e a PEV ¢ dada
1

2 ’
(l_rmirﬁi)
em que 2pl.ql.n~1i2 é a variancia genética do loco i. Comparando

por: PEV, =(1—r%)2pq/’ . Sendo F(i,)=(2p,q,m;)/ PEV, =

F(i +e)=1+ N"hy," para o modelo fixo (Resende, 2015) e
t l—"h; "
~ Nh,, - ~ L
F(m)=1 +ﬁ para o modelo aleatério, verifica-se que F'(m,) > F(m, + €)

e, portanto, o modelo aleatério tem maior probabilidade de detectar
significancia do efeito do marcador.

A qualidade desse estimador (F) pode ser avaliada por meio de simulag&o,
por exemplo, considerando o cenario herdabilidade individual igual a 0,30 e
100 QTL controlando a caracteristica. Nesse caso, considerando a simulagao
com 10 réplicas, 1.000 individuos genotipados para 20.000 marcadores,
sendo 100 correspondentes a QTL, obtiveram-se os resultados apresentados
nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3. Poder, significancia (p-valor) e numero de QTL detectado
considerando o cenario herdabilidade individual igual a 0,30 e 100 QTL
controlando a caracteristica.

p-valor corte

1% 9,9 0,4 9,7 0,98 0,1
2% 26,3 1,4 22,4 0,85 0,22
3% 46,4 2,2 36,9 0,8 0,37
4% 64,6 3,3 45,5 0,7 0,46
5% 87,5 4,5 53,9 0,62 0,54
10% 216,6 1,7 79,1 0,37 0,79

N_*: nimero de marcadores declarados como associados a efeitos genéticos significativos na
caracteristica; N, *: nimero de marcadores significativos, os quais correspondem aos proprios
QTL; Ny, : numero total de QTL com efeitos significativos considerando os préprios QTL somados
aos QTL carregados pelos demais marcadores significativos, dado um desequilibrio de ligagao

() = 0,90. Poder: N, /100.

Tabela 4. Poder, significancia (p-valor) e numero de QTL detectado
considerando o cendrio herdabilidade individual igual a 0,30 e 100 QTL
controlando a caracteristica.

p-valor corte

1% 10,3 0,4 17,8 1,73 0,18
2% 27,3 1,4 37,5 1,37 0,38
3% 47,9 2,2 57,9 1,21 0,58
4% 67,8 3,3 67,6 1 0,68
5% 92,3 4,5 74,6 0,81 0,75
10% 230,9 11,7 87,7 0,38 0,88

N_*: nimero de marcadores declarados como associados a efeitos genéticos significativos na
caracteristica; N, *: nimero de marcadores significativos, os quais correspondem aos proprios
QTL; N, : numero total de QTL com efeitos significativos considerando os proprios QTL somados
aos QTL carregados pelos demais marcadores significativos, dado um desequilibrio de ligagao

(r?) = 0,81. Poder: N, /100.

Dentre os pardmetros das Tabelas 3 e 4, os mais importantes sao o poder e
o nivel de significancia (p-valor). Esses dois parametros medem a confiabi-
lidade (1 — p-valor) estatistica da analise e a capacidade (poder) de se de-
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tectar significancia. De grande importancia pratica para o melhoramento é a
identificagdo de marcadores que sdo genes ou QTL somados aqueles genes
(alelos) que séo carregados ou arrastados pelos marcadores, quando o dese-
quilibrio de ligagéo (r?) é alto. Embora um alto poder tenha sido obtido apenas
com p-valor igual a 10%, na simulagdo com r? = 0,90, a combinagao p-valor
= 10% e poder = 79% (Tabela 3) sdo adequados estatisticamente, podendo
ser adotado o teste F, nessas condigdes. Nesse caso, interpreta-se, com boa
precisdo, que o método foi adequado, permitindo identificar muitos genes e/
ou blocos génicos controlando a caracteristica.

Entretanto, um desequilibrio de ligagao (r?) = 0,81 esta associado a uma alta
acuracia de 90% e, portanto, a interpretacéo baseada na Tabela 4 e na Figura
3 parece mais adequada, ou seja, menos rigida sem perder precisdo. Com
base nessa tabela, o poder obtido com p-valor igual a 10% € de 88% (Figura
3), permitindo recuperar quase todos 0s genes e/ou blocos génicos associa-
dos a caracteristica. Verifica-se também que com p-valor igual a 5% ja se ob-
tém poder de 75%, mostrando uma contribuicdo balanceada de significancia
e poder. Assim, as inferéncias com base na Tabela 4 sao preferiveis.

1,00
0,80 T

0,60

Poder

0,40
0,20

0,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

p-valor

Figura 3. Comportamento do poder estatistico de detecgéo de genes em fungéo do
nivel de significancia (p-valor usado como ponto de corte para significancia).

Outra informagéo importante refere-se ao numero de marcadores significa-
tivos (N_*) que serdo selecionados visando carregar os genes identificados.
Para o caso da Tabela 4, foram necessarios 92 marcadores para capturar
75 genes, gerando uma relagéo N, /N _* igual a 0,81. O valor ideal dessa
relacdo é em torno de 1, significando que, em média, cada marcador carrega
um QTL. Na Tabela 4, os valores dessa relagao variaram de 0,81 a 1,37 para
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p-valores variando de 5% a 2%.

Verifica-se que 81% dos marcadores declarados como significativos captura-
ram QTL e apenas 19,2% [(92,3-74,6)/92,3] foram inuteis. Os resultados discu-
tidos até aqui séo uteis para GWS, via uso da LD-MAS (selegéo assistida por
marcadores via desequilibrio de ligagéo), que se refere a sele¢do genémica por
meio do uso apenas dos genes/blocos génicos identificados com significancia
estatistica. Este tipo de selegdo pode ser comparado com a GWS tradicional.

Outro ponto de vista dos resultados das Tabelas 3 e 4 é a propria identificacao
de genes diretamente, sem o uso do desequilibrio de ligagdo (LD). Nesse
caso, em ambas as tabelas verifica-se que niveis de significancia iguais ou
superiores a 2% devem ser adotados para que se detecte pelo menos um
gene afetando a caracteristica. Isso pode ser visto na coluna N * para am-
bos os niveis de LD (0,90 e 0,81). Nesse caso, o interesse € a descoberta de
genes para uso direto (via retrocruzamentos, por exemplo) ou para clonagem
em vetores para uso em transgenia.

Tamanho amostral adequado para
deteccdo de QTL de efeito fixo

Os livros de estatistica fornecem a expressdo para calculo do tamanho
amostral (N) adequado (Snedecor; Cochran, 1967; Steel; Torrie, 1980):
(z, + zﬁ)zag
52
acumulada da distribuicdo normal padrdo, associados as probabilidades
de erro tipo | () e erro tipo Il (B), em teste de hipotese unilateral ou

N = , emque z, e Zg sao valores da funcao distribuicédo

N= (Za12 +Zzﬁ)20£2> para testes bilaterais, em que o) é a variancia da
0

diferenca entre duas médias de tratamentos; & € o tamanho da diferenca
verdadeira entre duas médias, que se deseja discriminar como significativa. A
quantidade (1- f) éaprobabilidade de que o experimento exiba uma diferenga
estatisticamente significativa entre médias de tratamentos. Probabilidades de
0,80 e 0,90 sdo comuns e adequadas na pratica. A varidncia o, é fungéo da
variancia residual e 5° pode ser tomada como o quadrado do contraste entre
um efeito e o centro de massa zero.
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No contexto da GWAS tradicional com a analise de uma marca (de efeito fixo) por

veztem—seque N= (Z(lfa/Z) +Z(1—/}))ZO-Z) _ Zaear +Z(lfﬂ))zo_2 IVar(W,) _ Zacara 7LZ(Hx))zo_z

5’ m; 2p,q,m;
) ) , 1—"/’!2."
em que o°=(-"h,")o, e, portanto, N=(Z,,, +Z("ﬂ))T2,n:'l
_ ZowmtZoy)
Assumindo o2 —2p,q,m? ~ o ,tem-seque 1-"4.,"=1e Nzw_
Ilh n
mi

Com r?> menor que 1 (baixa densidade de marcas), tem-se:

2ng2n 2
N=(Zy o +Z ﬁ))lrzr“]étj"j e N~ (Zu_ar/?':z ;-m)
Verifica-se na Tabela 5 e Figura 4 que os tamanhos amostrais (< 1.000)
usados corriqueiramente no melhoramento vegetal e animal somente vao
detectar QTLs quando o QTL explicar 5% ou mais da variagao fenotipica, fato
gue é pouco provavel sob heranca poligénica (h? total < 0,50). O poder 0,90 é
mais adequado, pois leva a 81% (0,902) de probabilidade de que dois estudos
independentes detectem o mesmo QTL.

QTL (efeito fixo); =0,90; a=10". QTL (efeito fixo); $=0,80; a=10".
100.000 100.000
\ ;
10.000 10.000
1000 | O\ 1000 | O\
-4 -4
100 - 100
10 10
1 1
0 005 01 015 02 025 03 035 0 005 01 015 02 025 03 035
h? h?

mi mi

Figura 4. Tamanho amostral (N) necessario para a deteccao de efeitos genéticos
de marcadores (assumidos como de efeitos fixos) com diferentes herdabilidades
(h?_): valores de N como fungéo de h? . Os valores de N plotados foram obtidos via
transformacéao logaritmica para melhorar a visualizagéo..
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Tamanho amostral adequado para
detecgao de QTL de efeito aleatdrio

1-" 2,"
+Z p) =5 muda

No caso de marcas de efeitos aleatérios, N = (Z, T

(1-a/2)
(Z(l—a/Z) + Z(l—ﬂ))z(l - hz)

para N= 5l

Verifica-se na Tabela 6 e na Figura 5 que considerar marcadores como de
efeitos aleatérios demanda tamanho amostral muito menor (que a analise de
marca unica como efeito fixo) para atingir o mesmo poder.

QTL (efeito aleatorio); h?=0,30. QTL (efeito aleatorio); h?=0,50.
100.000 100.000
10.000 | 10.000 |
1000 | N\ 1000 |
=z T z
100 — ! 100
10 10
1 1
000 005 010 015 020 025 030 035 0 005 01 015 02 025 03 035
h, m

mi mi

Figura 5. Tamanho amostral (N) necessario para a detecgao de efeitos genéticos de
marcadores (assumidos como de efeitos aleatérios) com diferentes herdabilidades
(h? ) valores de N como fungéo de h? . Os valores de N plotados foram obtidos via
transformagéo logaritmica para melhorar a visualizagéo.
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Consideracodes finais

Para a maioria das caracteristicas de café arabica, faz-se necessaria a
avaliagdo de mais de 1.000 individuos para obter acuracia igual a 0,70. Por
sua vez, para café canéfora, como o niumero estimado de QTL variou de 35
a 87, cerca de 200 individuos € um numero adequado para obter acuracia
igual a 0,70.

Na simulagao referente ao tamanho amostral, verificou-se que, para uma
caracteristica com herdabilidade individual igual a 0,30 e controlada por 100
QTL, pode ser obtida uma acuracia igual 90% se o tamanho amostral for
igual a 1.500 individuos genotipados e fenotipados. Na simulagéo referente
ao numero de QTL, verificou-se que, para N = 1.500 individuos genotipados,
os numeros de QTL variam de 49 a 468 (cenario 1, h? = 0,30) e de 32 a
312 (cenario 2, h? = 0,20), quando as acuracias variaram de 0,95 a 0,70,
respectivamente.

Os resultados referentes ao novo teste F proposto para marcas de efeitos
aleatdrios revelaram que, dentre os parametros avaliados, os mais importantes
s&o o poder e o nivel de significancia (p-valor). Esses dois parametros medem
a confiabilidade (1 — p-valor) estatistica da analise e a capacidade (poder) de
se detectar significancia.

Os resultados obtidos neste trabalho permitirdo a orientagéo dos programas
de melhoramento do cafeeiro. Os estudos de deteccdo de genes em
caracteristicas quantitativas do cafeeiro guiardo a selecdo de gendtipos
superiores portadores de genes que governam as principais caracteristicas
agrondmicas, utilizando-se as novas metodologias otimizadas.
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