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RESUMO

Parentesco entre individuos em populacdes naturais € uma informacé&o com mdaltiplos
usos e pode ser acessada por meio de estimadores que usam dados moleculares.
Todavia, cada estimador possui pressuposicbes e, muitas vezes, rigorosas para
espécies florestais. Assim, a modelagem dos dados é uma etapa importante e, quase
em todos o0s casos, negligenciada. Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia
de diferentes estimadores de parentesco em Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex
Mart., Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne e Dipteryx alata Vogel., bem como em
quatro diferentes populacbes simuladas. A partir das coancestrias médias ()
estimadas, foi calculado o erro dos estimadores pressupondo que os individuos
analisados eram meios-irmédos (9=0,125). As estimativas de parentesco oscilaram
conforme a espécie e o método utilizado, gerando diferentes valores de erro para cada
estimador. A correlacdo foi observada apenas entre estimadores que possuiam o
mesmo método de estimativa ou com pressupostos similares. As populacdes
simuladas tiveram melhores valores estimados e menores erros em comparagao com
dados reais. Os valores de erro dos estimadores encontrados, demonstram que
somente aplicacdo dos estimadores para a inferéncia de determinado grau de
parentesco, pode gerar resultados viesados e corroborar para ineficacia da tomada
de decisdo, sendo necessario o0 uso de informagdes complementares associadas ao
parentesco, como analise do sistema de reproducao, estrutura genética da populacéo,

permitindo inferir com maior precisao o parentesco dos individuos avaliados.

Palavras-chave: Estimadores de parentesco. Espécies florestais. Selecdo Gendmica.

Simulagdes. sistema reprodutivo misto.






ABSTRACT

Understanding kinship between individuals in natural populations offers useful
information that can be assessed based on estimators of molecular data. However,
each estimation method is based on assumptions and is often restricted for forest
species. Thus, modeling the data is an important step that is almost always neglected.
This study aims to evaluate the efficacy of different kinship estimators for Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd, ex Mart., Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne, and Dipteryx
alata Vogel., and four different simulated populations. From the estimated mean
coancestry (), the error estimates were calculated assuming that analyzed individuals
were perfect half-siblings (=0,125). Estimates of kinship ranged according to the
species and method used, generating different error values for each estimator. A
correlation was observed only between estimators that used the same estimation
method or similar assumptions. Simulated populations showed more accurate
estimates and lower error values compared to actual data. The error values of the
estimators demonstrate that the application of estimators to infer a certain degree of
kinship can generate biased results and lead to inefficient decision making. Thus, the
use of complementary information associated with kinship is necessary, such as
analysis of the reproduction system and genetic structure of the population, enabling

more precise inferences of the kinship between evaluated individuals.

Key words: Kinship estimators. Forest species. Genomic Selection. Simulations.

mixed reproductive system.
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1 INTRODUCAO

O parentesco tem importante aplicacdo na genética quantitativa, genética da
conservacgao, genética forense, evolucao e ecologia (WEIR et al., 2006). Isto porque
as relacdes genéticas entre os individuos de uma populacdo sao informacdes
importantes sob estes varios aspectos (CHARPENTIER et al.,2012; MATTILA et al.,
2012; LIU et al., 2013).

Do ponto de vista genético, essa informacao pode ser utilizada no planejamento
de programas de melhoramento, por exemplo, para estimar parametros genéticos
(FALCONER e MACKAY, 1996; RITLAND, 2012) de caracteres relacionados a
producao (GYNCH e WALSH,1998), uma vez que as relactes de parentesco afetam
0 desempenho das progénies (NICHOLAS e SMITH, 1983).

Em relacdo ao aspecto ecoldgico ou conservacionista, 0 conhecimento das
relacdes entre os individuos auxilia no gerenciamento de programas de melhoramento
para conservacdo de espécies (JONES et al,2002; KOZFKAY et al.,
2008 ; GONCALVES DA SILVA et al., 2010 ; BERGNER et al., 2014), além de ser
usado em estudos de depressédo endogamica (GRUEBER et al., 2010 ; NIELSEN et
al., 2012; TAMBARUSSI et al.,, 2017a) e de tamanho efetivo das populacdes sob
conservacao e melhoramento (VENCOVSKY e CROSSA, 2003).

O parentesco pode ser entendido por meio do conceito de similaridade
genética, definido por Malecot (1969) como a probabilidade de que dois alelos do
mesmo loco, de dois individuos (i e j), serem idénticos por descenderem de um ou
mais ancestrais comuns. Esta relagdo entre individuos pode ser explicada ou
estimada por meio do coeficiente de parentesco ou do coeficiente de coancestria.

O coeficiente de coancestria (6,,) € a probabilidade de que dois alelos
homdélogos, retirados ao acaso de um par de individuos (x e y), sejam idénticos por
descendéncia, enquanto que o coeficiente de parentesco (r,,) mede a propor¢éo de
alelos entre dois individuos que sao idénticos por descendéncia (LYNCH e WALSH,
1998; SEBBEN, 2005).

A coancestria € uma probabilidade que pode assumir valores entre 0 e 1,

dependendo das relagées dos individuos, variando desde néo aparentado com 6,,=0
our, = 0 até irmdos completos com 6,,,= 0,25 ou r,,= 0,5; entre outras relagdes

intermediarias. Como esta medida corresponde as relagdes biolégicas que os


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4559056/#b18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4559056/#b19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4559056/#b11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4559056/#b3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4559056/#b12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4559056/#b30
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individuos podem ter na natureza, valores fora do intervalo entre 0 a 0,25 ou 0 a 0,5
ndo sao considerados biologicamente corretos, incorporando assim, erros aos
estudos de populagdes (MILLIGAN, 2003).

Desta forma, o conhecimento do sistema de reproducdo das espécies é de
fundamental importancia, uma vez que determina a estrutura genética na geracao
descendente. A taxa de cruzamento, presenca ou ndo de endogamia, além da
coancestria dentro de progénies afetam o tamanho efetivo de amostras a serem
coletadas, tornando essa informacao prévia a chave para amostrar corretamente as
populacdes naturais de espécies de interesse (DE MORAES et al., 2007).

Em relacéo ao sistema de reproducao, o estudo de espécies com sistema de
reproducdo misto tem ganhado enfoque, visto que estas espécies possuem
heterogeneidade de individuos quanto ao grau de endogamia e parentesco que
compde a populacdo (VENCOVSKY et al., 2001; TAMBARUSSI et al., 2017b). Dentre
varias espécies nativas de relativa importancia, podemos citar a Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lodd. ex Mart., Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne e a Dipteryx alata
Vogel.

A. aculeata, também conhecida como macauba, pertence a familia
Arecaceae, tem ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo em todas regifes do pais
desde o Amazonas até o Parana, sendo abundante no bioma do cerrado (LORENZI,
et al., 2004; FLORA DO BRASIL, 2018). A espécie possui sistema reprodutivo
albgamo com algumas populacdes mistas (ABREU et al., 2012; BERTON et al., 2013;
COELHO et al., 2018) e grande variabilidade genética, tanto dentro como entre
populacbes (NUCCI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, A. aculeata tem
grande potencial energético pelo fato de que os 6leos extraidos da polpa e da semente
podem ser usados em industrias de biocombustivel e farmacéutica (COIMBRA e
JORGE, 2012; BERTON et al., 2013)

H. stigonocarpa, conhecida por jatoba, ocorre nas regides, Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste (FLORA DO BRASIL, 2018), e também foi classificada como
espécie com sistema reprodutivo misto (MORAES et al., 2007; MORAES e SEBBENN,
2011; MORENO, 2009). Uma caracteristica importante da espécie é seu potencial

como planta medicinal e uso na industria farmacéutica (ORSI et al.,2012;2014).
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Por fim, D. alata ndo ocorre apenas na Regido Sul (FLORA DO BRASIL, 2018)
e primeiramente foi classificada por Oliveira e Sigrist (2003) como alégama, com
autoincompatibilidade de acgéo tardia e taxa de aborto alta. Todavia, Tambarussi et al.
(2017b) constataram que a espécie tem sistema de reproducéo misto, além de forte
variacdo individual na taxa de cruzamento. A espécie pode ser utilizada para
alimentacdo e com potencial para extracdo de 6leo (FETZER et al., 2018; LEMOS et
al., 2012; MARTINS et al.,2013).

Comumente, estimativas como o indice de fixacdo (F) ou do coeficiente de
coancestria (0), sdo obtidas e usadas para realizar inferéncia sobre populacbes
naturais, com base nas relacdes dos individuos. Para tais inferéncias, o uso de
simulacdes pode ser um bom recurso tanto para selecionar o melhor estimador, bem
como verificar a confiabilidade da estimativa gerada, possibilitando uma maior
robustez de possiveis conclusdes (TAILOR, 2015). Vale ressaltar também que o uso
de testes de progénies de polinizacao aberta e consequente estimativa do sistema de
reproducdo, juntamente com essas simulagdes, proporcionam uma maior
confiabilidade para quaisquer estimativas de parentescos, pois a partir dessas
técnicas e estimativas sdo geradas informacfes que auxiliam no planejamento e
manejo dos individuos avaliados.

Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar a eficiéncia de diferentes
estimadores de parentesco em individuos de trés espécies florestais de sistema
reprodutivo misto para elucidar as seguintes hipéteses:

I. o sistema de reproducdo misto influencia no desempenho dos estimadores de

parentesco e

ii. haum estimador de parentesco adequado para cada espécie em estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Marcadores microssatélites

Atualmente, ha muitas tecnologias em genética molecular disponiveis para
serem aplicadas em estudos de genética de populacdes, ecologia e no melhoramento
genético, sendo que uma das técnicas mais eficientes € o uso de marcadores
moleculares, devido ao seu poder de detectar diferencas genéticas sem o efeito de
fatores ambientais (SANTOS, 2016).

Marcadores moleculares sdo definidos como um segmento especifico de DNA
gue permite fazer inferéncias diretas sobre a diversidade genética e inter-relacdes
entre os organismos (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). A aplicacdo de marcadores
moleculares a um tipo especifico de estudo partird da escolha daquele que melhor se
adapte as necessidades do pesquisador, tais como o objetivo do estudo, infraestrutura
disponivel, recursos financeiros, disponibilidade de mé&o de obra especializada, entres
outros (FALEIRO, 2007; MIAH et al., 2013).

Ha varios tipos de marcadores moleculares, sendo 0os microssatélites um dos
mais utilizados, definidos como sequéncias simples de um a seis pares de bases,
denominadas de regides microssatélites, repetidas em tandem ao longo do DNA,
(LITT e LUTY, 1989; MIAH et al., 2013). Os marcadores moleculares do tipo
microssatélites também sdo conhecidos como STR (Short Tandem Repeats), SSLP
(Simple Sequence Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeat)
(BOREM, 2009; FALEIRO, 2007).

Os SSRs séo altamente polimérficos, em consequéncia de suas taxas de
mutacao elevadas, exibindo varia¢gdes que se manifestam como diferencas no niimero
de repeticdes da sequéncia do DNA entre individuos de uma amostra (GUICHOUX et
al., 2011; MIAH et al., 2013). Soma-se as varias vantagens deste tipo de marcador, a

relativa facilidade de transferéncia entre espécies intimamente relacionadas.
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2.2 Sistemas de reproducao

O sistema reprodutivo pode ser entendido como a maneira que uma espécie
transmite seus genes em cada geracao, a fim de gerar descendentes, podendo
gerar maior ou menor variabilidade genética (BOSHIER, 1996; GIUSTINA et al.,
2018).

As espécies podem ser classificadas quanto ao sistema de reproducao, como
alégamas, autbgamas ou mistas. As espécies sao consideradas alégamas quando a
sua forma de reproducéo se da por acasalamentos entre plantas, apresentando uma
taxa de cruzamento naturais superior a 95% (ALLARD, 1999; BESPALHOK, 2014;
SOUZA JR, 2001), enquanto em espécies autbgamas, esta taxa € inferior a 5%, se
reproduzindo, portanto, predominantemente por autofecundacfes (95%) (ALLARD,
1999; RAMALHO et al.,, 2001; BESPALHOK, 2014). Espécies cujo a taxa de
cruzamentos se encontra no intervalo entre 5% e 95% s&o consideradas como
espécies com sistema misto de reproducéo (BESPALHOK, 2014; GOODWILLIE et al.,
2005; VENCOVSKY et al., 2001;).

Embora o sistema misto, para muitos autores, ndo seja considerado um sistema
de reproducdo evolutivamente estavel, sendo tomado como apenas um estagio
intermedidrio entre a alogamia e autogamia, varios sédo os trabalhos que enquadram
espécies neste tipo de sistema e ressaltam a sua influéncia para o entendimento do
comportamento das populacdes (ARISTA et al.,, 2017; GOODWILLIE et al., 2005;
TAMBARUSSI et al. 2017a, 2017b). As espécies arbdreas tropicais geralmente
apresentam sistema misto de reproduc¢do com predominio de cruzamentos, gerando
progénies compostas por misturas de irméos de autofecundagdo e meios-irmaos
(SOUZA et al., 2003).

Um dos fatores que pode explicar o desenvolvimento dos sistemas mistos de
reproducdo € a forma de disperséo do poélen. Espécies que sao polinizadas por vetores
bidticos possuem maior tendéncia a apresentar sistema misto de reproducao, isto
porque na falta de polinizadores para realizar cruzamentos, a espécie utiliza da
autofecundagdo como um mecanismo de garantia reprodutiva (KALISZ e VOGLER,
2003; WHITEHEAD et al., 2018). Todavia, para espécies polinizadas por vetores
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abidticos ha uma baixa ocorréncia de sistema misto que se atribui a maior estabilidade
gue os fatores abioticos oferecem (FRIEDMAN e BARRETT, 2009).

Conhecer o sistema reprodutivo de uma espécie permite obter maior acuracia
ao se fazer inferéncias sobre a composicédo da populacdo e as relagbes genéticas
entre os individuos, além de contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais
eficientes para a conservacgao de seus recursos genéticos (SEBBENN, 2002; BREIER,
2008). O sistema reprodutivo tem importancia ecolégica uma vez que determina o
nivel e a distribuicdo genética dos individuos, além da variabilidade dentro e entre
populacdes, por controlar o grau de parentesco e tamanho efetivo destas populagdes
(GOODWILLIE et al., 2005; SEBBENN et al., 2011).

A variabilidade genética possibilita a sobrevivéncia e reproducdo de uma
espécie frente as adversidades ambientais, por corresponder a um maior nimero de
alelos distintos na populacdo que geram uma diversidade de gendtipos, que podem
sobreviver aos estresses e propagar seus genes (SILVA et al., 2014; VINSON et al.,
2015), sendo a conservacao desta variabilidade uma ferramenta importante para a

conservacao das espécies (SERROTE et al., 2016).

Da mesma forma que o aumento da variabilidade genética promove efeitos
significativos numa populacdo, a perda desta variabilidade pode gerar danos
consideraveis a uma espécie. A curto prazo, a perda de variabilidade pode causar
suscetibilidade a doencas, pragas ou eventos climaticos (geadas, estiagens), além do
aumento na taxa de cruzamentos biparentais (endogamicos), levando a depresséo
por endogamia (SERROTE et al., 2016; TAMBARUSSI et al, 2017a). A longo prazo,
uma menor variabilidade genética leva a uma diminuicdo da resposta a pressao de
selecdo do ambiente (SERROTE et al., 2016).

2.3 Parentesco

De acordo com o sistema de reproducdo de uma espécie, ela pode transmitir
seus genes gerando descendentes com distintos graus de parentesco entre si (meios-
irmaos, irmaos completos, irmaos de autofecundacéao, etc.) (GIUSTINA et al., 2018).
As estimativas de parentesco, geralmente séo feitas com base no conceito de alelos

identical by descent (IBD) ou idénticos por descendéncia, propondo que, para



25

individuos relacionados, em uma populacao infinita, a probabilidade de um unico loco

ser IBD entre os gametas € igual a correlacao no tipo alélico (THOMPSON, 2013).

O IBD é um conceito que pode ser entendido como um fragmento do DNA atual
de um individuo que € a coépia idéntica do DNA de seu ancestral, gerando
semelhancas genéticas nos individuos de uma populacdo (THOMPSON, 2013). O
IBD pode ser estimado por meio de genealogia, que determina a probabilidade de que
alelos amostrados ao acaso, em um par de gametas segregantes, sejam idénticos por
descendéncia (WRIGHT, 1922). Quando os alelos analisados em dois individuos sao
idénticos, porém ndo provém de um ancestral comum, sdo considerados identical in
state (IIS) ou idéntico por estado (MIRANDA FILHO, 2001).

Outro conceito ligado a IBD € a coancestria (6y,). Este conceito foi proposto
pela primeira vez por Cockerham e Weir (1983) juntamente com outras medidas de
IBD, como parametros importantes, capazes de informar sobre homozigosidade,
deriva e endogamia em uma populacao. Posteriormente, Weir e Cockerham (1984)

desenvolveram as seguintes definicdes e notacdes:

e F: acorrelacdo entre genes dentro de individuos ou coeficiente de endogamia;
e 0O: a correlagéo entre genes de diferentes individuos da mesma populagdo ou

coeficiente de coancestria.

Uma das formas de obter a estimativa de parentesco entre individuos é pelo
uso de estimadores baseados em marcadores moleculares. Estes estimadores nada
mais sdo que modelos estatisticos que estimam as relacdes entre individuos
(coeficiente de parentesco ou coeficiente de coancestria) por meio de informacoes
genéticas (frequéncia alélica, nimero de locos) fornecida pelos marcadores (BLOUIN,
2003).

Os estimadores com base em marcadores moleculares podem estimar o
coeficiente de coancestria (6,) ou coeficiente de parentesco (r,). Coeficiente de
coancestria € a probabilidade de que dois alelos homodlogos, selecionados ao acaso
de um par de individuos x e y, sejam idénticos por descendéncia (LYNCH e WALSH,

1998; SEBBEN, 2005), enquanto que o coeficiente de parentesco (r,) mede a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1893072/#bib20
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proporcdo esperada de alelos compartilhados entre pares de individuos que séo
idénticos por descendéncia (BLOUIN, 2003).

Vérios estimadores podem ser empregados para andlise de parentesco, cada
um tendo suas estimativas influenciadas por diferentes aspectos, como, por exemplo,
as caracteristicas dos marcadores moleculares (numero de locos avaliados,
polimorfismo), o tamanho da amostra, 0s erros de genotipagem, a mutacdo e a
endogamia (CAPPA et al., 2016). Entre os marcadores moleculares, o0s
microssatélites se destacam como uma ferramenta eficiente para estimar e/ou
elaborar matrizes de parentesco, devido & natureza altamente informativa (TELFER
et al.,, 2015), além de inclusive superar os marcadores SNP’s (Single Nucleotide

Polymorphism), em virtude do multialelismo (CAPPA et al., 2016).

Entre as aplicacfes da informacéo de parentesco pode-se listar a facilidade de
estimativa do fluxo génico contemporaneo (BURCZYK et al.,, 2002), o controle da
endogamia e manutencdo da diversidade genética adequada em programas de
melhoramento, praticando-se selecao a partir de informagdes de parentesco (TELFER
et al., 2015) e a estimativa dos valores genéticos das progénies e dos genitores (EL-
KASSABY et al., 2011).

O parentesco ainda pode afetar o desempenho da selecdo gendbmica em
populacdes naturais, considerando a aplicagao de selecdo em uma amostra contendo
subpopulacdes com diferentes relacbes de parentesco, afetando a estrutura da
populacdo (ASORO et al. 2011; DESTA e ORTIZ, 2014).

2.4 Marcadores moleculares versus relagdes de parentesco

O conhecimento do grau de parentesco € fundamental em muitas areas de
pesquisa como genética quantitativa, genética da conservacdo, estudos forenses,
evolucao e ecologia, onde a informacao pode ser obtida de varias formas (RITLAND,
1996; LYNCH e RITLAND, 1999; BONATELLI). Uma delas é o uso de pedigree
(informagdes dos genitores), em que, a partir deste, os coeficientes de coancestria ou
parentesco podem ser estimados e posteriormente utilizados para estimativa de
parametros genéticos (LYNCH e WALSH, 1998).
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Todavia, o uso de pedigree pode ser dificultado em decorréncia da baixa
guantidade ou inexisténcia de informacdes para a sua construgao, principalmente para
espécies ndo domesticadas, além do problema do pedigree pressupor a inexisténcia
de individuos aparentados, o que leva subestimacao das relagbes de parentesco e
aumento do viés nas estimativas (PEMBERTON, 2008; TAYLOR, 2015).

O uso de dados de marcadores moleculares pode ser uma saida para melhoria
deste cenario uma vez que resulta em maior precisdo na predicdo de graus de
parentescos, produzindo “pedigrees” com maior confiabilidade e estimativas mais
robustas (PEMBERTON, 2008). Estes marcadores também podem ser utilizados
diretamente para estimativa de parentesco ou endogamia, por meio de estimadores
de parentesco, pratica que tem crescido com o0 surgimento de marcadores para
diferentes espécies (MILLIGAN, 2003).

Os estimadores de parentesco podem ser agrupados em dois grupos: 0s com
base no método dos momentos e os baseados em métodos de verossimilhanca. Os
estimadores fundamentados nos métodos dos momentos buscam estimar a relacao
entre os individuos em termos de probabilidades de identidade por descendéncia
(IBD). Ja os baseados em métodos de verossimilhanca, estimam a probabilidade de

individuos se encaixarem em um dado parentesco (TAYLOR, 2015).

Cada tipo de estimador possui suas vantagens, desde que suas
pressuposicoes sejam atendidas. Os estimadores que se baseiam nos métodos dos
momentos sdo imparciais (WANG, 2002), mas podem assumir valores negativos
devido a erros de amostragem. Os estimadores de probabilidade possuem um
intervalo que varia entre 0 a 1, com base no conceito de IBD e, como resultado, séo

viesados e superestimam as estimativas quando as pressuposicdes séo violadas.

Dentre os estimadores baseados em métodos de momentos pode-se listar os

mais usuais que sao:

e Queller e Goodnight (1989): € um estimador desenvolvido para loco
Unico, mas com varias formas de aplicacéo, por isso bastante popular e
gue pode ser facilmente aplicado pra amostras multilocos (LYNCH e
RITLAND, 1999);



28

Ritland (1996): € um modelo de correlacdo com base nas distribui¢cdes
conjuntas de ambos os gendétipos, condicionada as frequéncias alélicas
(pi), de maneira simétrica, para estimar o parentesco (r). Entretanto, uma
desvantagem deste modelo, é que um dos pesos (Si) assume o valor de
zero quando um dos individuos analisados n&o possuem alelos
semelhantes, gerando estimativas de parentesco nulas ou negativas;
Loiselle et al. (1995): é um estimador de “coancestria” (pxy) que analisa
a autocorrelagdo espacial dos individuos, para entender a estrutura
genética da sua populacdo de estudo. Todavia, para uma amostra mista
(niveis variados de parentesco ou sua auséncia), este pode acarretar em
erros na estimativa da coancestria. Na presenca de individuos sem grau
de parentesco, o0 método superestima o parametro enquanto que na
ocasido de individuos aparentados, o subestima (WANG, 2017);

Lynch e Ritland (1999): é um estimador de regressédo bastante simples
e de facil aplicacédo que usa o principio da similaridade (LYNCH,1988; LI
et al., 1993). Os pesos utilizados pelo estimador diferem de acordo com
0 genatipo de referéncia para um mesmo loco, influenciando a variancia
das estimativas de coancestria (9) e, assim como o estimador de Ritland
(1996), assumem parentescos nulos (r=0);

Wang (2002): é um estimador criado a partir do indice de similaridade
de Lynch (1988) e Li et al. (1993), mas que pode estimar o parentesco
por meio de dois e quatro genes, seguindo a definicdo de parentesco do
IBD.

Como exemplo de estimados que utilizando métodos de maxima

verossimilhanca tem-se os seguintes estimadores:

Thompson (1975): é um modelo que assume que o0s individuos em
guestdo sdo oriundos de uma Unica populacdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg, utilizando equacfes de probabilidade. Este método constroi
razoes de verossimilhanca que comparam as probabilidades de os
dados de marcadores assumirem determinado tipo de relacdo entre os
individuos dentro de suas hipéteses (ANDERSON e WEIR, 2007);


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4559056/#b39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1893072/#bib20
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e Milligan (2003): € um estimador que usa o mesmo principio de
Thompson (1975), utilizando os modelos de identidade (IBD) propostos

por Jacquard (1974), estimando o parentesco;

e Wang (2007), utiliza os nove modelos de identidade (IBD) propostos por
Jacquard (1974), diferente de Milligan (2003), que utiliza apenas trés

identidades.

Além disso, os estimadores podem ser afetados pela quantidade de informacgéo
genética ou pelas caracteristicas da populacdo estudada. A composi¢cdo de uma
populacdo (VAN DE CASTEELE et al., 2001; CSILLERY et al., 2006), nimero de
marcadores (ANDERSON e WEIR, 2007; BLOUIN, 2003; VAN DE CASTEELE et al.,
2001;), polimorfismos dos marcadores (BLOUIN, 2003; WANG,2014), alteragdes no
nivel de informacédo destes fatores podem causar mudancas no viés dos valores
estimados, sendo que o nivel de polimorfismo possui maior efeito sobre a performance

dos estimadores.

Em virtude das especificidades de cada estimador, cada um deles possui um
cenario adequado que maximiza seu desempenho, ou seja, ndo ha um estimador
universal indicado para qualquer situacdo. Isto porque a extensao do viés varia em
favor do grau de parentesco real, o que torna impossivel o uso de uma Unica correcéo
para as diferentes situacfes ou cenarios que os estimadores podem ser aplicados
(WANG, 2017). Para contornar estes problemas, ndo se pode abrir mao de
simulacdes para selecionar o estimador mais apropriado para um determinado
cenario, uma pratica que agrega maior seguranca e confiabilidade na escolha do
estimador (VAN DE CASTEELE et al., 2001; WANG, 2011).

2.5 UtilizacBGes de estimativa de parentesco em anélises genéticas

Estimar o parentesco a partir da informacdo de marcadores moleculares
permitiu muitos estudos genéticos em populacdes naturais de varias espécies de
plantas e animais, além de proporcionar maior robustez a metodologias que usam
informagdes de parentesco (DEWOODY, 2005; GARANT e KRUUK, 2005).
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Uma das varias aplicacdes de estimadores de parentesco com base em
marcadores genéticos é a estimativa da diversidade genética de popula¢des. Hansen
et al. (2017), utilizaram estimadores de parentesco para estimar endogamia e
parentesco em populagbes de Tectona grandis L. F. de trés regibes diferentes,
selecionando os estimadores com base em simulagfes, o que indicou que a variacédo

nas populacdes estudadas provavelmente reflete suas regiées de origem genética.

Browne e Karubian (2018), estimaram o parentesco de matrizes da palmeira
Oenocarpus bataua Mart., investigando a influéncia do efeito de alelos raros na
preservacao da espécie, o que mostrou que a selecdo dependente de frequéncia
negativa que oferece vantagem na permanéncia de genotipos maternos raros nas

progénies gerando a diversidade genética a nivel populacional.

Embora exista uma grande quantidade de estudos utilizando estimadores de
parentesco por meio de marcadores moleculares, na maioria dos trabalhos ndo ha
uma comparacao entre os estimadores disponiveis, o que pode levar a estimativas
viesadas, uma vez que uma analise prévia comparativa dos estimadores disponiveis
corrobora para uma maior robustez na inferéncia dos resultados gerados (VAN DE
CASTEELE et al., 2001; WANG, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies e marcadores moleculares

Trés espécies de sistemas reprodutivos misto, A. aculeata, D. alata e H.
stigonocarpa, foram utilizadas para a avaliacdo dos modelos de predicdo de
parentescos. As espécies sdo consideradas mistas, mas com predominancia de

alogamia.

Os dados moleculares utilizados séo resultantes de projetos de auxilio a
pesquisa aprovados pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
sob numeros 2012/18747-2, 2013/23168-4 e 2007/59386-1 para D. alata, A. aculeata
e H. stigonocarpa respectivamente. Para A. aculeata foram utilizados nove locos

microssatélites, 10 locos para D. alata e seis locos para H. stigonocarpa (Tabela 1).

Tabela 1 - Locos microssatélites utilizados para a avaliacdo de diferentes modelos de
estimativa de parentesco para as espécies.

Espécie Primers? Progénies Autores
_ Aacu30, Aacu26, Aacu07,
Acrocomia )
Aacul2, MAC245, MAC115*, 20 Nucci (2007)
aculeata
MAC201*, MAC240, MAC23
DaE20*, DaE41*, DaE67, Grattapaglia
Dipteryx alata | BM164, DaE46*, DaE34*, 12 unpublished
DaEG63, Dall4, Dod08*, Dal15* (2016)
Hymenaea Hcl7, Hc33, He34, He35, Hc4O0,
. 6 Moreno (2009)
stigonocarpa | Hc42, Hc48, Hc49

“Locos que ndo estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

3.2 Populag¢des simuladas

Para estudar de maneira idealizada o comportamento dos estimadores, foram
feitas simulacdes utilizando o pacote stringr (WICKHAM, 2017) do programa R verséo
3.4.0 (R Development Core Team 2015), seguindo 0s seguintes passos:

1. Foram criadas populagdes simuladas de meias-irmas multialélicas,

completamente aldgamas e em equilibrio de Hardy-Weinberg;



32

2. Para cada populacéo foram criados por meio de simulacdes alelos e locos.
Os locos foram codificados pela letra “X” acompanhada por um namero (ex:
loco: X1; X2) da mesma forma os alelos foram codificados por uma letra
acompanhada por um numero (Ex: Alelos: Al; B2), conforme a Figura 1:

Figura 1 - Exemplo de arquivo de saida gerado pelo pacote stringr para a
simulagdes de populacdes para o estudo de estimativas de parentescos.
Loco

X [ X2 | X3
Alelos ¢ ATAT B1B3 C3C3
AZAT BZ2B4 C2C6

3. Afim de estudar o efeito do polimorfismo e o nimero de locos, foram criadas
sete populac¢des, combinando nimero de locos e de alelos por locos (Tabela
2);

4. Em todos os cenarios, fixou-se 0 numero de progénies e de individuos por
progénies (Tabela 2). Esses valores foram utilizados para se atingir o valor
minimo de nimero de individuos por populacéo proposto por Ritland (2002).

5. A 13 23 32 e 42 populacdo foram usadas para comparagdo entre 0s
estimadores de momento e os de verossimilhanca, enquanto que para
comparacao entre os estimadores de momento foram usadas todas as

populacdes.

Tabela 2 - Descricdo de populacdo simulada de meios-irméaos para estimativa da
coancestria por diferentes estimadores.

Parametros 12 Pop. 22Pop. 32Pop. 42Pop. 52Pop. 62Pop. 72Pop.

N° de locos 8 8 20 20 15 20 25
Alelos/loco 2 10 2 10 2 20 2
N° de prog. 15 15 15 15 15 15 15

Ind./prog. 20 20 20 20 20 20 20

flalelo: frequéncia de cada alelo; N° de prog: nUmero de progénies; Ind/prog.: nimero de individuos por
progénie.



33

3.3 Coeficientes de parentesco

A fim de se conhecer o melhor estimador do coeficiente de parentesco, alguns
métodos de estimacdo foram testados, dentro dos dois grupos de estimadores.
Utilizando o programa SPAGeDi (HARDY e VEKEMANS, 2002) foi estimado

coeficiente médio de coancestria (5 ) pelos estimadores de momentos de Ritland

(1996), Lynch e Ritland (1999), Queller e Goodnight (1989), Loiselle et al. (1995) e
Wang (2002). Também foram utilizados estimadores de verossimilhanca, sendo estes
Milligan (2003), Wang (2007) por meio do programa Coancestry v. 1.0.1.2 (WANG,
2011).

Assumindo que A/A; e AA sdo os gendtipos dos individuos, d; sdo variaveis
indicadoras, sendo 5”:1 se os alelos comparados entre os individuosi e j forem
idénticos ou 9;;=0 se os valores forem diferentes. Entre dois individuos diploides ha
quatro valores de 5”-, visto que existem quatro alelos, um para cada comparacédo A, e
Ak(é‘ik)aAi € A1(5i|), Aj € Ak(5jk) e AjeA1(5j|)- O

Para os estimadores de momentos tem-se:

_ [(5ik +5i|)/ pi]+[(§jk +5“)/ of -1
) 4(n-1)

e Ritland (1996): r; , em que N é o nimero

de alelos por loco em analise, P; e P; séo as frequéncias dos alelos Ae Aj
no loco em analise na populacdo. A estimativa multiloco é obtida pela soma
das estimativas uniloco de [j;, ponderadas por (n-1);

_ P; (0 +0y) + pj(ajk +5J|)_4pipj

e Lynch e Ritland (1999): r; (1+0.)(p. +p.)—4p p
i i j i™j

, em que o

primeiro gendtipo, por exemplo AA; é o gendtipo de referéncia (9;). O
estimador multiloco € obtido ponderando cada loco pelo inverso de

2p;p; M(1+6;)(p; +p;) - 4pip;1;
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0.5(Sy + S +j +631) — Pi — P, . Este estimador é

Queller e Goodnight (1989): r; =

indefinido quando o gendtipo de referéncia é heterozigoto (5i,- =0), para um
loco dialélico (possua apenas dois alelos), visto que o denominador é zero,

146;-p,—p;=1-0-1=0 (RITLAND e TRAVIS, 1994);

2. (P —=P)(P; —P)

1)

— + 2
kp(1- p) (8k +1)° —1

Loiselle et al. (1995): 2; = (i<]), onde

p; mede a correlagcdo de frequéncia de alelos homologos, P; e P;, em um

mesmo loco em pares de individuos i e j. k =n(n—1)/2é o nimero total de

possiveis conexdes entre os pares dos 1N individuos.

¢, —¢P -c,P,-cP.
Wang (2002): l’ij:]__l 171~ Yl T3

, onde, o gendétipo dos individuos é
C, —Ci& —Cy8, —Cy8

resumido em um conjunto de quatro indicadores, P e duas classes de

constantes C; e e,.

Para os estimadores de verossimilhanga, tem-se:

Milligan (2003): 6,,, = A, +%(A3 + A+ A7) + iAS , Sendo 6,,, = 21y,

Wang (2007): € um método de verossimilhanca que utiliza os gendétipos de uma
triade de individuos para estimar parentesco (rxy), usando um terceiro individuo
(2) como referéncia na estimativa de r entre dois individuos (X e Y), reduzindo

assim a chance de genes idénticos por estado (lIS) serem erroneamente

inferidos como idénticos por descendentes (IBD), tendo assim:
Ty = 28 + Ay + Ag + Ay + 2 Ag;

Os estimadores de verossimilhanca estimam a relacdo por meio da

probabilidade que dois individuos (X e Y), sejam idénticos por descendéncia (IBD)

considerando os nove estados de identidade condensados proposto por Jacquard

(1972), sendo que cada configuracdo de IBD possui uma probabilidade
correspondente (HARRIS, 1964 ; LYNCH e WALSH, 1998; WEIR, 1996) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Estados de IBD e suas probabilidades considerando quatro genes
(Adaptado de Wang, 2007).

Estado da IBD Genes IBD Probabilidade
S1 (abcd) A1
S2 (ab,cd) A2
S3 (abc), (abd) Az
Ss (ab) A4
Ss (acd), (bcd) As
Se (cd) AW
S7 (ac,bd), (ad,bc) A7
Ss (ac), (ad), (bc), (bd) As
So Nenhum Ao

a e b: sdo genes homologos no individuo X; ¢ e d sdo genes homologos no individuo X; S:
configuracbes de IBD A: probabilidade das Si.

3.4 Analise comparativa dos estimadores

A coancestria média (9) foi estimada para cada progénie e para a populacéo

por cada um dos estimadores. Dos estimadores escolhidos, apenas Lynch e Ritland
(1999) e Wang (2002) assumem equilibrio de Hardy-Weinberg. Desta maneira, para
A. aculeata e D. alata, na avaliacdo destes dois estimadores, utilizaram-se apenas 0s
locos em equilibrio, enquanto que para os demais estimadores todos os locos foram
usados (Tabela 4). Para Hymenaea stigonocarpa utilizou-se a mesma quantidade de

locos para todos os estimadores.

Tabela 4 - Relacdo do numero de locos utilizados para estimativa da coancestria de
Acrocomia aculeata e Dipteryx alata.

Estimadores Acrocomia Aculeata (NL) Dipteryx alata (NL)
Ritland (1996) 9 10
Lynch e Ritland (1999) 4 7
Queller e Goodnight (1989) 9 10
Loiselle et al. (1995) 9 10
Wang (2002) 4 7

NL: nimero de locos.
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Para investigar o comportamento dos estimadores dentro das espécies, foi
utilizada a Correlacao de Pearson entre os estimadores dentro da populacdo de cada
espécie, afim de identificar grau de associacdo entre os parentescos estimados (),

além de histogramas para observar a distribuicdo das estimativas.

Para estimar o erro dos estimadores das coancestria em cada uma das
populacdes (A. aculeata, D. alata, H. stigonocarpa e simulagfes), foram utilizadas
duas estatisticas. A primeira, RMSE (Root Mean Square Error), a qual mensura a
diferenca entre os valores do modelo de previsdo e os valores reais observados ou
esperados, agregando a magnitude dos erros de previsdo em uma Unica medida de
poder preditivo (no caso, 8= 0,125). A segunda estatistica é o MBE (Mean Bias Error),
também conhecido como erro médio, que mostra o desvio médio (ou tendéncia) do
modelo em relacdo a uma variavel. Ela fornece informacdes sobre a performance do
modelo, erro sistematico, podendo ser positivo (quando superestima) ou negativo
(quando subestima). Quanto mais préximo de zero o valor de MBE, mais precisas sédo

as estimativas. Estas estatisticas sdo obtidas pelas expressoes:

1 ~ . 1 ~ ]
RMSE = \/;Z?=1(3’j—3’j)21 MBE = = %71(9;-¥));
Em que y; € o valor real ou esperado do parametro avaliado; y; € o valor

estimado pelo modelo e n é o nimero de comparacgdes total.
Tanto o RMSE como o MBE, podem ser obtidos em porcentagem,

multiplicando-se o valor encontrado por 100.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise dos estimadores para as espécies

As coancestrias apresentaram diferentes variacdes para cada estimador e em
cada espécie (Figura 2, 3, 4 e 5). Isso pode ser explicado, pela forma que cada
estimador responde a quantidade de informacao genética disponivel, por exemplo,
namero de locos e alelos segregantes por loco, que influencia fortemente o erro

padrao da estimativa (MILLIGAN,2003).



Figura 2 - Distribuicdo das coancestrias estimadas pelos métodos de momentos para Acrocomia aculeata.
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Figura 3 - Distribuicdo das coancestrias estimadas pelos métodos de momentos para Dipterix alata.
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Figura 4 - Distribuicao das coancestrias estimadas pelos métodos de momentos para Hymenaea stignocarpa.
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Figura 5 - Distribuicdo das coancestrias estimadas pelo método da verossimilhanca para Dipteryx alata, Hymenaea

stigonocarpa e Acrocomia aculeata respectivamente.
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As coancestrias (éxy) para as espeécies estudadas, estdo fora da faixa
biologicamente significativa (0 a 0,5) (MILLIGAN, 2003). Em sua maioria, valores
negativos sdo reflexo dos erros de amostragem inerentes aos métodos analisados
(Tabela 5), como baixo grau de polimorfirmos dos marcadores, erro de genotipagem,
pressuposicdo ndo atendidas e erro de amostragem (CSILLERY et al.,, 2006;
RITLAND, 1996; LYNCH e RITLAND, 1999; WANG, 2002).

Tabela 5 - Média e variancia dos estimadores de coancestria para as espécies
Acrocomia aculeata, Hymenaeae stigonocarpa e Dipteryx alata.

Acrocomia aculeata
Estatistica L LeR QeG R w DiaML  TrioML
Média 0,0004 -0,0020 -0,0015 -0,0017 -0,0152 0,1615 0,1285
Variancia  0,0132 0,0071 0,0142 0,0038 0,0156 0,0374 0,0269
Hymenaea stigonocarpa
Estatistica L LeR QeG R W DiaML  TrioML
Média -0,0003 -0,0050 -0,0083 -0,0048 0,0123 0,1927 0,1604
Variancia  0,0187 0,0145 0,0980 0,0082 0,0242 0,0516 0,0391
Dipteryx alata
Estatistica L LeR QeG R w DiaML  TrioML
Média 0,0023 -0,0032 -0,0030 -0,0001 -0,3285 10,2976 0,2524
Variancia  0,0748 0,1007 0,1466 0,0266 0,2741 0,1146 0,1016

L: Loiselle et al. (1995); L e R: Lynch e Ritland (1999); Q e G: Queller e Goodnight (1989); R: Ritland
(1996); W: Wang (2003); DiaML: Milligan (2003); TrioML: Wang (2007).

As médias das éxy inferidas pelos estimadores de momentos foram menores
ou proximas a zero para todas as espécies, enquanto que para os estimadores de
verossimilhanca, a média de 9xy foi maior que zero (Tabela 4). Este resultado pode
ser explicado pelo fato dos estimadores de verossimilhanca serem “truncados”, de
modo que os valores negativos gerados sédo zerados, produzindo uma meédia maior
gue os estimadores de momentos que levam em consideracdo os valores negativos
(MILLIGAN, 2003), gerando desta forma, um viés positivo que oferece poucos
beneficios as estimativas (Figura 4) (THOMAS, 2005).
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Ao se “truncar” os resultados da estimativa (restringindo 7, ao intervalo de 0 a
1 e 0,, ao intervalo de 0 a 0,5), admite-se que nenhum individuo diploide &
endogamico, ou seja, os estimadores de verossimilhanca nédo consideram a presenca
de individuos endogamicos na amostra (BLOUIN, 2003; KONOVALQOV e HEG, 2008).
Isso tem um significado biolégico, pois admite-se que dois individuos que apresentam

~

0.y negativa, compartiiham menos alelos do que o esperado com base nas

frequéncias alélicas de Hardy-Weinberg, ou seja, possuem menos alelos idénticos por
estado (QUELLER e GOODNIGHT,1989; KONOVALOV e HEG, 2008).

Bessega et al. (2012), estimaram coancestria utlizando Ritland (1996), Queller
e Goodnight (1989) e Loiselle et al. (1995) em progénies de polinizacéo aberta de
Prosopis alba Griseb. e os valores meédios obtidos foram de 0,05, 0,168 e 0,165
respectivamente. Levando em consideracdo que a espécie € albgama, apenas o
estimador de Ritland (1996) apresentou uma média abaixo do esperado (@xy:0,125).
Os valores de coancestria influenciaram no tamanho efetivo da populacdo para coleta

de sementes, indicando uma distancia minima entres as matrizes para a coleta.

Caso os autores, utilizassem apenas o estimador de Ritland (1996), sem uma
comparacao com outros estimadores, a distancia minima das matrizes para a coleta
diminuiria em virtude do grau de parentesco estimado, causando cruzamentos com

individuos aparentados e posteriormente depressédo endogamica.

Cloutier et al. (2006) também analisando a éxy de Carapa guianensis Aubl.,
uma espécie alogama, por meio do estimador de Loiselle et al. (1995) em favor da
distancia fisica das arvores, verificaram que o parentesco se manteve proximo a 0,125
guando as arvores estavam a uma distancia inferior a 20 m e com o aumento da
distancia houve a diminuicdo do parentesco entre os individuos avaliados. Estes
resultados demonstram um bom ajuste do estimador de Loiselle et al. (1995), além do
efeito da distancia no parentesco da populacdo, podendo ser utilizado como

parametro de selecdo de individuos num plano de manejo.

Da Silva et al. (2015) trabalhando com uma espécie albgama, estimaram o

parentesco (y,) em Araucaria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze, por meio de quatro

estimadores de parentesco separando os individuos por classe de distancia. Os
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autores observaram uma grande variacdo nas estimativas, indicando a inadequacéao

dos dados aos estimadores utilizados.

Pometti et al. (2013) obteve valores de éxy média entre progénies de
polinizacdo aberta dentro de familias de Acacia visco Lorentz ex Griseb, considerada
uma espécie albgama, obteve valores variando de 0,082 a 0,105 para o estimador de
Loiselle et al. (1995) e 0,125 a 0,136 para o estimador de Ritland (1996), tendo valores
mais préximos do esperado apenas para Ritland (1996), implicando numa variacdo no

namero de matrizes para a coleta de sementes dependendo do estimador utilizado.

Bressan et al. (2013) avaliando uma populacdo de Jatropha curcas L., espécie
considerada mista, amostrando individuos de polinizacao aberta, observaram que as
éxy médias foram de 0,292 a 0,384, superando o valor esperado (éxy: 0,125), sendo
estes valores justificados pela ocorréncia de cruzamentos entre individuos
relacionados. Estes resultados demonstram a sensibilidade do estimador ao grau de
parentesco dos individuos presentes na amostra, sendo que para espécies mistas, o
estimador pode gerar um viés positivo, quando ha uma maior frequéncia de individuos
aparentados e gerar um viés negativo, quando ha uma maior frequéncia de individuos

sem parentesco.

Estas pesquisas demostram gque a performance dos estimadores € influenciada
pelo grau de parentesco dos individuos que comp&e a amostra de uma populacao,
sendo que quanto maior a heterogeneidade da amostra em relagcdo ao parentesco

maior sera o viés.

Os resultados das estatisticas de erro aplicadas aos modelos, variaram entre
as espécies analisadas nesta pesquisa (Tabela 6). Os estimadores de
verossimilhanca tiveram os menores valores de MBE e RMSE quando comparado aos

estimadores de momento.

Comparando os estimadores de momento, tem-se que quanto ao MBE, nos
estimadores para A. aculeata, os valores foram negativos, o que implica que as éxy
estimadas foram subestimadas, ou seja, nenhuma das progénies analisadas poderiam

ser consideradas meias-irmas (0,125). Os estimadores Loiselle (1995), Queller e
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Goodnight (1989) e Lynch e Ritland (1995), apresentaram os menores valores de
MBE. Para RMSE, os estimadores Ritland (1996), Lynch e Ritland (1995) e Queller e
Goodnight (1989), demostraram menores valores, e melhores performances em
relacdo aos demais.

Tabela 6 - Erros dos quadrados médios (MBE em %), raiz dos erros quadrados médios

(RMSE em %) para coancestrias dos diferentes estimadores para Acrocomia aculeata,
Hymenaea stignocarpa e Dipteryx alata.

Acrocomia aculeata

Estatistica L LeR QeG R w DiaML  TrioML
MBE -12,46 -12,70 -12,65 -12,67 -14,02 -3,47 -4,76
RMSE 16,95 15,25 17,39 14,09 18,78 9,42 9,03

Hymenaea stigonocarpa

Estatistica L LeR QeG R wW DiaML  TrioML
MBE -1253 -12,75 -13,07 -12,71 -11,05 -2,86 -4,48
RMSE 18,56 17,55 33,69 15,67 19,03 11,72 10,85

Dipteryx alata

Estatistica L LeR QeG R w DiaML  TrioML
MBE -12,38 -12,82 -12,65 4,23 -28,93 2,38 0,12
RMSE 18,45 20,30 22,94 20,56 39,01 17,09 15,94

L: Loiselle et al. (1995); L e R: Lynch e Ritland (1999); Q e G: Queller e Goodnight (1989); R: Ritland
(1996); W: Wang (2002); DiaML: Milligan (2003); TrioML: Wang (2007).

Para H. stigonocarpa, o estimador Queller e Goodnight (1989) apresentou o
menor valor de MBE, seguido de Lynch e Ritland (1999) e Ritland (1996), e para
RMSE os estimadores Ritland (1996), Lynch e Ritland (1999) e Loiselle et al. (1995)
obtiveram os menores valores (Tabela 6). Em D. alata, o estimador Wang (2002)
apresentou o menor valor de MBE, seguido de Lynch e Ritland (1999) e Queller e
Goodnight (1989), e para RMSE os estimadores Loiselle et al. (1995), Lynch e Ritland
(1999) e Ritland (1996) obtiveram os menores valores (Tabela 6). Embora que para
D. alata os estimadores ndo subestimaram as coancestrias o erro foi superior aos
resultados para A. aculeata, tanto considerando MBE como RMSE, exceto o MBE de
Wang (2002).
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Estes erros podem ser explicados pelo sistema de reproducdo das espécies,
pois o sistema afeta diretamente a estrutura genética da populacéo por influenciar a
forma como a populacdo sera composta (HOLSINGER, 2000), no qual para espécies
mistas, a populagdo é uma mistura de individuos com diferentes graus de endogamia
e parentesco (VENCOVSKY et al., 2001; TAMBARUSSI et al., 2017b).

A diferenca nos resultados das correlacdes entre os estimadores para cada
espécie pode ser explicada pela baixa amostragem de individuos e os métodos
estatisticos utilizados para cada estimador (Figuras 6, 7, 8). Para estimar o
parentesco, cada estimador possui fatores especificos na sua composi¢do, como a
atribuicdo de pesos, escolha de um individuo de referéncia, padronizacdo de alelos,
entre outros, gerando a variagado nos parentescos estimados (THOMAS, 2005; VAN
DE CASTEELE et al., 2001).



Figura 6 - Correlacdes entre os estimadores de coancestria (8) para Acrocomia aculeata.
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Figura 7 - Correlacdes entre os estimadores de coancestria (§) em Hymenaea stigonocarpa.
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Figura 8 - Correlacdes entre os estimadores de coancestria (8) em Dipteryx alata.
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Os valores das correlacdes para as coancestrias dos diferentes estimadores
variaram dentro das espécie, com valores de r= 0,0 a 0,96, 0,0 a 0,98 e 0,0 a 0,99,
para A. aculeata, H. stigonocarpa e D. alata, respectivamente. Desta forma, verifica-
se que ha heterogeneidade conforme os métodos de estimacgao. A correlacdo entre
os estimadores Ritland (1996) vs Loiselle (1995) foram de 0,72 a 0,85 entre as trés
espécies (Figuras 6, 7, 8), o que pode ser explicada pelo fato de ambos estimarem
parentesco por correlacdo, cuja diferenca esta apenas em como locos e alelos sédo

ponderados por cada estimador (HUANG et.al., 2014).

O estimador de Lynch e Ritland (1999) vs Queller e Goodnight (1989)
apresentaram valores de correlacao de 0,72 a 0,93 para espécies estudadas, uma vez
gue Lynch e Ritland (1999) e Queller e Goodnight (1989) estimam parentesco de
forma semelhante (regresséo) diferindo apenas o peso dado aos componentes de
cada estimador. O estimador de Wang (2002) apresentou correlacdo tanto com Lynch
e Ritland (1999) como com Queller e Goodnight (1989) e isso se da pelo fato de alguns
componentes serem estimados de maneira semelhante (Figura 6,7,8) (BINK et al.,
2008).

A correlagéo entre o estimador de Milligan (2003) vs Wang (2007) foi alta para
todas espécies pelo fato que ambos estimam o parentesco por verossimilhanca
diferindo apenas na quantidade de parametros de cada estimador. As correlacdes
foram nulas ou baixas para estimadores de métodos diferentes, como para modelos
de correlacdo (Ritland e Loiselle) em comparagdo com modelos de regresséo (Lynch
e Ritland, Queller e Goodnight) uma vez que sao assimétricos, fazendo com que cada

estimador resulte em coancestrias diferentes (WANG, 2014).

Nenhum dos estimadores representaram de forma satisfatoria as espécies
estudadas, considerando a quantidade de marcadores utilizados e o grau de
parentesco estabelecido (meios-irméaos). Por esta razdo, o desenvolvimento de
metodologias para verificar a eficacia destes estimadores de relacionamentos séao
necessarias para aumentar a confiabilidade de decisfes levando em consideracéo a

sua aplicagao.



51

4. 2 Analise dos estimadores nas popula¢cdes simuladas

Para as simulacdes, os valores de MBE e RMSE foram menores que os valores

observados nas populacdes reais (Tabela 7).

Tabela 7 - Erros dos quadrados médios (MBE em %), raiz dos erros quadrados médios
(RMSE em %) para as estimativas de coancestrias dos diferentes modelos para as
populacdes simuladas.

1° populacéo simulada (8 locos e 2 alelos)

Estatistica L LeR QeG R W DiaML  TrioML
MBE -1,6 0,0 -0,5 -1,8 -0,3 -0,5 0,3
RMSE 18,9 18,7 17,2 20,2 17,0 12,6 13,4
2° populagao simulada (8 locos e 10 alelos)

Estatistica L LeR QeG R wW DiaML  TrioML

MBE -1,4 -1,6 -0,7 -2,7 -0,6 -8,3 -8,4
RMSE 8,8 6,6 6,9 9,3 6,9 9,9 10,0
3° populacao simulada (20 locos e 2 alelos)

Estatistica L LeR QeG R w DiaML  TrioML
MBE -2,1 -1,1 -1,1 -2,3 -1,1 -4,8 -5,1
RMSE 13,8 10,8 10,8 13,2 11,4 10,6 10,5
4° populacado simulada (20 locos e 10 alelos)
Estatistica L LeR QeG R W DiaML  TrioML
MBE -2,1 -1,8 -2,0 -3,0 -0,9 -10,5 10,6
RMSE 6,4 4,6 8,9 6,6 4,5 11,0 11,1
5° populacao simulada (15 locos e 2 alelos)
Estatistica L LeR QeG R W DiaML  TrioML
MBE -3,12 -1,79 -1,77 -3,30 -0,83 _
RMSE 14,97 12,48 12,58 15,01 13,05 _
6° populacao simulada (20 locos e 20 alelos)
Estatistica L LeR QeG R W DiaML  TrioML
MBE -10,32  -2,52 -6,52 -6,85 -3,50 _
RMSE 14,48 8,40 9,98 12,87 7,68 _
7° populacao simulada (25 locos e 2 alelos)
Estatistica L LeR QeG R w DiaML  TrioML
MBE -1,83 -1,27 -1,26 -2,00 -1,95 _
RMSE 12,03 9,79 9,87 12,06 10,46

L: Loiselle et al. (1995); L e R: Lynch e Ritland (1999); Q e G: Queller e Goodnight (1989); R: Ritland
(1996); W: Wang (2003); DiaML: Milligan (2003); TrioML: Wang (2007).

As populagdes simuladas com menores valores de erro (MBE e RMSE) foram

a segunda (8 locos,10 alelos) a quarta populacdo (20 locos,10 alelos) e a sexta
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populacao (20 locos, 20 alelos), ou seja, aquelas cujo volume de informacdes para 0s
individuos foi maior (Tabela 7). Os resultados indicam uma resposta positiva dos
estimadores de momentos em virtude do aumento do nimero de locos e de alelos,
apresentando melhores valores para os estimadores de Lynch e Ritland (1999),
Queller e Goodnight (1989) e Wang (2002), enquanto que os estimadores de
verossimilhanca ndo apresentam a mesma resposta para essas variaveis e geram um
erro similar entre estes estimadores independente da populacdo avaliada. Desta
forma, pode-se dizer que para estimar com precisdo o parentesco em populacoes
naturais, é necessario o uso de uma maior quantidade de marcadores moleculares e

que esses marcadores devem possuir um maior polimorfismo.

Esta resposta positiva dos estimadores de momentos pode ser observada ao
se comparar as populagdes 1 e 2 simuladas, em que 0 aumento do niumero de alelos
provocou uma reducao de pelo menos 50% no RMSE de cada estimador (Tabela 7).
Todavia, ao se comparar as populacdes 1 e 3, verificou-se que com o aumento no
namero de locos, a reducdo do erro ficou na faixa de 27% (Tabela 7). Este fato
demonstra que os estimadores que utilizam métodos de momentos tem uma melhor
resposta ao aumento do nimero de alelos.

Todavia comparando-se a populacao 4 e 6 que diferem apenas no numero de
alelos, nota-se que os estimadores ndo responderam ao aumento no numero de
alelos, onde a populagdo 4 teve os menores valores de erro na simulagdo. Isso
demonstra a variabilidade no desempenho dos estimadores quanto ao polimofirmos
dos marcadores, tornando necessario, uma analise prévia dos estimadores a serem a
aplicados num estudo.

Van De Casteele et al. (2001) em seu estudo com duas espécies de aves e
uma espécie de mamifero utilizaram 10 locos, no qual o desempenho dos estimadores
foi afetado pelo uso de diferentes conjuntos de locos para cada espécie estudada e
com o aumento no namero de locos o desempenho dos estimadores avaliados pode
ser melhorado. Pequenos aumentos no numero de marcadores produzem grandes
reducdes no viés e no RMSE (ANDERSON e WEIR, 2007). No entanto, nem sempre
as populacdes avaliadas apresentam essa quantidade de informacéo disponivel.

O resultado das simulagcbes mostram que o nivel de polimofirmo dos

marcadores também afeta os estimadores. Wang (2014), notou que marcadores com
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polimorfismo mais elevado tendem a apresentar valores de relacionamento maiores,
especialmente para os estimadores Ritland (1996) e Lynch e Ritland (1999). Adjacente
a isso, Csilléry et al. (2006) obtiveram respostas positivas ao aumento do numero de
alelos nas estimativas de parentesco em seu estudo com vertebrados. Os parentescos
observados no presente trabalho apresentaram valores similares ao destes trabalhos,
com a ocorréncia de maiores erros quando se considerou um menor nimero de

marcadores e alelos.

4.3 Implicacdes do uso de estimadores de coancestria na conservagado e

melhoramento de espécies

As estimativas de parentesco, utilizando marcadores moleculares, séo
comumente utilizadas para inferir sobre o grau de parentesco de individuos
amostrados de uma populacao e diagnosticar a estrutura genética da populagéo pela
incorporacao de mais parametros (BONATELLI, 2015).

Todavia, os resultados desta pesquisa demonstram que o0s estimadores
produzem viés em relacéo ao sistema de reproducdo da espécie, quantidade de locos
e polimorfismo dos marcadores, podendo gerar erros na tomada de decisdo em
programas de conservacdo ou melhoramento. Por exemplo, quando o parentesco é
estimado para determinar o nUmero de matrizes de uma espécie a serem coletadas
sementes para a restauracdo de uma area ou para implantagdo de um pomar de
semente, com o0 objetivo de controlar a endogamia, evitando cruzamentos com
individuos aparentados. Se o0 modelo (estimador de parentesco) ndo se ajustar a
espécie, o numero de individuos a serem escolhidos pode ser menor ou maior do que
0 necessario, podendo gerar endogamia.

Outra situagéo seria para um plano de manejo florestal, no qual a extracéo dos
individuos com potencial madeireiro ocorresse com base na preservacao da
variabilidade genética dos individuos, assim pode se utilizar um estimador de
parentesco para determinar se os individuos escolhidos para extragdo possuem
parentesco com as arvores que permanecerao na area. Se o estimador ndo se ajustar
a espécie, as arvores que permanecerdao podem ser aparentadas (meio-irmaos,
irmaos completos), levando a cruzamentos biparentais e possivel depressao por

endogamia.
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Outro cenéario com a escolha de um modelo estatistico para estimacédo dos
parametros e o ganho genético em um teste de progénie de polinizacéo aberta, onde
um estimador de parentesco pode estimar o grau de relacdo dos individuos
corroborando para maior precisdo do real ganho dos individuos analisados.

Uma medida que pode dar maior seguranca na utilizacao destes estimadores
€ a aplicacdo de mais de um estimador aliado a informacdes de taxa de cruzamento,
sistema de reproducao, estrutura genética da populagdo, de modo que proporcione
maior robustez para inferéncia de determinado grau de parentesco para os individuos

de uma populacéo.
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5 CONCLUSAO

O sistema de reproducao afeta diretamente o desempenho dos estimadores,
uma vez que este altera a composicdo e o tipo de relacbes de parentesco das
populacdes, sendo mais expressivo em sistemas reprodutivos mistos pela diversidade
do grau de parentesco que pode ocorrer dentro de uma populacao;

Os estimadores respondem de maneira diferente ao aumento da informacéao
genética, uma vez que a populagdo com melhores resultados nao foi a populagcdo com
maior n° de locos e n° de alelos/loco, evidenciando uma analise prévia para a escolha
de um estimador num estudo com espécies;

O desempenho dos estimadores nas populacdes naturais das espécies
estudadas nao foi o ideal, prejudicando a escolha de um desses estimadores para
trabalhos posteriores com as espécies avaliadas. Apenas a aplicacao dos estimadores
para inferir o parentesco esperado ndo gera estimativas robustas o suficiente para
categorizar o nivel de relacdo dos individuos analisados, sendo necessario 0 uso

integrado com demais informacdes genéticas e ecoldgicas das espécies estudadas.
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