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RESUMO

COSTA e SILVA, Luciano, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2005.
Simulacao do tamanho da populacao e da saturacao do genoma para
mapeamento genético de RILs. Orientador: Everaldo Gongalves de Barros.
Conselheiros: Maurilio Alves Moreira e Cosme Damiao Cruz.

Na construgdo de mapas genéticos sdo usados varios tamanhos de populacao
e numero de marcas. Contudo, ndo se sabe a priori qual € 0 nimero minimo de
individuos e marcas a ser utilizado para a obtencdo de mapas confidveis. Desta
forma, este trabalho, por meio da simulagdo de dados em computador, teve como
objetivos o estudo de populagdo RIL (Recombinant Inbred Line), buscando
determinar: 1) a influéncia do nimero de individuos na populacdo segregante sobre o
mapeamento; 2) o efeito da saturacdo do genoma por marcas sobre 0 mapeamento e;
3) o numero adequado de individuos a ser utilizado no mapeamento. Foram gerados
trés genomas com niveis de saturacao de 5, 10 e 20 cM, com 231, 121 e 66 marcas,
respectivamente. Cada genoma foi composto por 11 grupos de ligagdo, 100 cM cada.
Para cada saturacao do genoma foram geradas populagdes com 50, 100, 154, 200,
300, 500 e 800 individuos, com 100 repetigcbes cada. Portanto, foram geradas um total
de 2.100 populacdes. Estas populagdes foram mapeadas utilizando um LOD,;, de 3 e
freqiéncia maxima de recombinacdo de 30%. Dos mapas obtidos foram extraidas as
informagdes: nimero de grupos de ligacao e de marcas por grupo, tamanho de grupo
de ligacao, distancia entre marcas adjacentes, variancia das distancias entre marcas
adjacentes, inversdao de marcas (dada pela correlagcdo de Spearman) e grau de
concordancia das distancias nos mapas com o genoma original (dada pelo estresse).
Populagdo com tamanho igual ou superior a 100, 154 e 500 individuos, saturacédo de
5, 10 e 20 cM, respectivamente, levaram a formacao de 11 grupos de ligagdo, em
todas as repeticoes. Inversdo na ordem de marcas e presenca de marcas nao ligadas
foi maior tanto quanto menores foram os tamanhos de populagdes estudadas. A
precisdo na estimativa de distancia entre marcas adjacentes foi maior tanto quanto
maiores foram os tamanhos de populagado, independente do nivel de saturagcéo do
genoma. Valores de estresse e variancia reduziram significativamente com o aumento
do tamanho de populagédo. Concluindo, obtencdo de mapas confidveis a partir de
populagdo RIL deve, necessariamente, levar em conta o tamanho da populagéo e
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nuamero de marcas, uma vez que mapas com sérias distorcdes foram obtidos com
utilizagéo de populagdes de tamanhos insuficientes, mesmo com grande quantidade
de marcas. Também, mapas com sérias distorcdes foram obtidos com o uso de
pequena quantidade de marcas, mesmo com populagdes com grande numero de
individuos. Tamanhos minimos de 100, 154 e 500 individuos foram necessarios para
a obtencdo de mapas com o mesmo numero de marcas por grupo de ligacao do
genoma original, nos casos de saturacéo de 5, 10 e 20 cM, respectivamente.
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ABSTRACT

COSTA e SILVA, Luciano, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February, 2005.
Simulation of the population size and genome saturation level for genetic
mapping of RILs. Advisor: Everaldo Gongalves de Barros. Committee Members:
Maurilio Alves Moreira and Cosme Damido Cruz.

During the construction of genetic maps different population sizes and number
of markers have been used by different authors. However, the minimum numbers of
individuals and markers to be used in order to obtain reliable maps are not known.
This work used data simulation aiming to determine: 1) the influence of population
size; 2) the effect of genome saturation degree by markers and; 3) the adequate
number of individuals to be used in the mapping of recombinant inbred line
populations. Three genomes were generated with saturation levels of 5, 10 and 20 cM,
each with 231, 121 and 66 markers, respectively. The genomes consisted of 11
linkage groups, each with 100 cM in length. For each saturation level, populations
containing 50, 100, 154, 200, 300, 500 and 800 individuals were generated and for
each population size 100 replications were analyzed. Thus, a total of 2,100
populations were generated. These populations were mapped using a LOD minimum
of 3 and a maximum recombination frequency of 30%. From these maps the following
variables were determined: number of linkage groups and number of markers in each
group, length of the linkage group, distance between adjacent markers, variance of the
distance between adjacent markers, inversion of markers (given by the Spearman
correlation) and level of agreement between map distances and original genome
distances (given by the stress). Population sizes equal to or greater than 100, 154 and
500 individuals in the saturation levels of 5, 10 and 20 cM, respectively, led the
formation of 11 linkage groups, in all replications. As the population size increased, the
inversion of markers and the presence of non-linked markers decreased, and the
precision of the distance estimates between markers increased, independently of the
genome saturation level. Values of stress and variance decreased significantly with the
increase on the population size. In conclusion, the construction of reliable maps from
RIL populations necessarily needs to consider the population size and the number of
markers used, as maps with serious distortions were obtained from small sized

populations, even using a large number of markers. On the other hand, maps with
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serious distortions were obtained with a small number of markers, even using
populations with a large number of individuals. The minimum sizes of 100, 154 and
500 individuals were necessary for obtaining maps with the same number of markers
per linkage group of the original genome, in the cases of saturation level of 5, 10 and
20 cM, respectively.
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1 INTRODUGAO

No estudo genético de determinado carater busca-se conhecer o numero de
genes/alelos envolvidos no controle da sua expressao, a localizagao e posicao relativa
desses genes nos cromossomos, assim como a sua relacdo com outros genes. Neste
contexto, os mapas genéticos sdao de fundamental importdncia, uma vez que
permitem a visualizacdo, mesmo que de forma relativa, da organizacdo dos genes nos
Cromossomos.

No melhoramento de plantas e animais, os mapas genéticos sdo de grande
importancia, pois possibilitam a cobertura completa e analise de genomas, a
decomposicao de caracteres complexos em seus componentes mendelianos simples,
a localizacao de regidbes do genoma responsaveis pelo controle da expressao de
caracteres importantes, sejam eles qualitativos ou quantitativos (QTLs — Quantitative
Trait Loci).

Com o desenvolvimento da biologia molecular surgiram ferramentas novas que
possibilitam a construcdo de mapas genéticos mais fidedignos. Uma destas
ferramentas sdo os marcadores moleculares do DNA, que tém permitido a construgao
de mapas genéticos para varias espécies vegetais e animais. Tais mapas podem
atingir um alto grau de saturacdo devido a disponibilidade de grande numero de
marcas genéticas, que tém a vantagem de nao ser influenciadas pelo ambiente, além
de serem altamente polimoérficas.

Para a construcdo de mapas genéticos é necessario a integracdo de técnicas
que vao desde a obtencdo e caracterizacdo dos genitores, o desenvolvimento de
populagbes segregantes, a mensuragdo de caracteristicas quantitativas em
delineamentos experimentais adequados, a identificacdo dos genoétipos nos locos
marcadores por meio de técnicas de biologia molecular e a utilizacdo de diversas
técnicas de anadlise estatistica e computacional.

No mapeamento genético podem ser usadas, dependendo da espécie de
interesse, varios tipos de populagcdes segregantes, tais como, populagbes Fo,



progénies provenientes de retrocruzamentos, progénies F; (pseudo-testcross), duplo-
hapléides e linhas endogamicas recombinantes (RILs — Recombinant Inbred Lines),
sendo que cada uma delas tem as suas vantagens e desvantagens.

A disponibilidade de mapas genéticos fidedignos depende de uma série de
fatores, tais como tipo e numero de marcadores moleculares utilizados, tipo e
tamanho de populagdo analisada. Além disso, aspectos de natureza metodoldgica
devem ser considerados, tais como, padrdo de segregacdo de locos individuais,
andlise de segregacao conjunta, niveis de freqiéncia de recombinagdo e niveis
maximos de LOD score (Likelihood of odds). O LOD score é o logaritmo da razao
entre a probabilidade de dois locos estarem ligados e a probabilidade de ndo estarem
ligados. O entendimento destas questdes € fundamental, pois elas determinam a
confiabilidade do mapa e sua aplicagdo nos programas de melhoramento.

Na construgcdo de mapas genéticos e mapeamento de QTLs sdo usados
modelos estatisticos para descrever sistemas genéticos e bioldgicos reais. Contudo,
estes sistemas sdo complexos, impossibilitando a inclusdo de todas as variaveis nos
modelos utilizados. Portanto, é razoavel que existam diversos modelos estatisticos
para estudos de populacdes segregantes e mapeamento de QTLs. Alguns destes sao
muito complexos, enquanto outros sdo bastante simples. O conhecimento das
propriedades dos estimadores destes modelos é de fundamental importancia. Elas
podem ser obtidas parametricamente, se a distribuicdo do estimador é conhecida e
bem caracterizada. Contudo, na maioria dos modelos de mapeamento de QTLs, &
dificil a obtencdo das propriedades do estimador parametricamente. Portanto, a
simulacdo em computadores tem sido utilizada para a obtengédo de propriedades e
verificacdo do desempenho de modelos, métodos, tamanhos e tipos de populacgéao.
Nao ha maneira de examinar o desempenho de um modelo usando dados reais
(experimentais), devido ao desconhecimento dos verdadeiros parametros. Na
simulacdo de dados via computador, no entanto, os “verdadeiros” parametros sao
conhecidos e podem ser usados na comparacao da eficiéncia dos diversos modelos.

Este trabalho, feito por meio de simulagdo de dados em computador, teve
como objetivos, determinar, em populacdes RIL (Recombinant Inbred Line): 1) a
influéncia do numero de individuos da populagédo segregante sobre o0 mapeamento; 2)
o efeito da saturacdo do genoma por marcadores moleculares no mapeamento e; 3) o
numero adequado de individuos a ser utilizado no processo de mapeamento genético.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mapeamento genético

2.1.1 Marcadores genéticos

O marcador genético corresponde a uma caracteristica do organismo que pode
ser facilmente detectada a olho nu ou com a ajuda de algum aparato tecnoldgico, e
que co-segrega com genes de interesse. Uma caracteristica para ser util como
marcador deve evidenciar diferencas entre os individuos analisados e, além disso, ser
reproduzida com precisao na prole.

Até meados da década de 1960, em estudos de genética e melhoramento,
eram utilizados basicamente marcadores morfolégicos, em geral fenétipos de facil
identificacao visual, como cor do hipocétilo, de pétalas, de brotagdes, de sementes,
morfologia foliar, entre outros. Estes marcadores contribuiram bastante com o
desenvolvimento tedrico da analise de ligagdo génica e na construgao das primeiras
versdes de mapas genéticos. Contudo, devido ao reduzido nimero de marcadores
morfolégicos polimorficos, a probabilidade de encontrar associagbes entre esses
marcadores e caracteristicas importantes era reduzida (Ferreira e Grattapaglia, 1995).

Este quadro comegou a mudar com a utilizacdo dos primeiros marcadores
moleculares, as aloenzimas, que sao variantes de uma mesma proteina detectados
por eletroforese. Este tipo de marcador tem a vantagem de ser relativamente barato

em estudos que necessitam de um grande numero de individuos, porém, apresenta



um baixo numero de variantes nas proteinas, portanto, limitando o desenvolvimento
de mapas genéticos altamente saturados.

Quando os meétodos de avaliagdo de variagbes do DNA tornaram-se
amplamente disponiveis, durante a metade dos anos 80, os marcadores baseados no
DNA substituiram largamente as aloenzimas em estudos de mapeamento. O DNA é o
material genético dos organismos e, portanto, diferengcas genéticas entre individuos
sao reflexo direto de diferencas nas seqiéncias de nucleotideos do DNA. Uma ampla
variedade de técnicas pode ser utilizada para permitir a detecgdo de variagdes no
DNA. O método mais avangado é o seqienciamento, porém, existem métodos mais
simples e mais baratos, suficientes para a maioria dos propédsitos. Estes métodos
incluem a anadlise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo de
DNA (RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism), os baseados na reagéao de
polimerizagdo em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) (Mullis e Fallona,
1987), dentre estes: o polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD - Randomly
Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), microssatélites (SSR — Simple
Sequence Repeats) (Litt e Luty, 1989), polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism) (Zabeau, 1993),
sitios marcados por sequéncia (STS - Sequence Tagged Site ou EST - Expressed
Sequence Tags) (Olson et al., 1989) e regides amplificadas caracterizadas por
sequéncia (SCAR - Sequence Characterized Amplified Regions) (Paran e Michelmore,
1993). Recentemente, tém sido utilizado também os marcadores baseados em
polimorfismo de base Unica (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism).

Os marcadores RFLP foram muito utilizados durante um certo tempo, para
detectar polimorfismos na molécula de DNA. O método consiste na digestdao do DNA
com uma variedade de enzimas de restricdo e andlise do DNA digerido por
eletroforese. Apds a separacao dos fragmentos, bandas individuais sdo detectadas
pela utilizagdo de sondas de DNA marcadas, que tem bases complementares a
determinada regido do genoma, geralmente, as sondas correspondem a locos Unicos
no genoma. Marcadores RFLP possuem expressdo co-dominante, assim,
possibilitando a identificacdo de gendtipos homozigotos e heterozigotos. Este tipo de
marcador tem sido utilizado na constru¢cdo de mapas genéticos de diversas espécies,
incluindo plantas de interesse agronémico como arroz (He et al., 2001; Chen et al.,
2003; Uga et al., 2003), milho (Séne et al., 2000; Groh et al., 1998; Cardinal et al.
2001), soja (Njiti et al., 2002), feijao (Miklas et al., 2001) e trigo (Nachit et al., 2001).



A PCR é uma técnica que utiliza a enzima DNA polimerase para a sintese de
fragmentos de DNA in vitro. A reagdo de polimerizagdo do DNA baseia-se no
pareamento de um par de oligonucleotideos, pequenas moléculas de DNA fita
simples, utilizados como iniciadores ou primers e que delimitam a seqiéncia de DNA
de fita dupla, alvo da amplificacdo. Esta técnica é utilizada na obtencdo de
marcadores RAPD, SSR, AFLP, SCAR e STS. No caso da técnica de RAPD,
fragmentos de DNA s&o amplificados no genoma com a utilizagdo de primers curtos,
aproximadamente 10 nucleotideos, de seqiéncia arbitraria. Os marcadores RAPD
tém a vantagem de requerer uma pequena quantidade de DNA para andlise, além de
um simples primer poder revelar muitos locos de uma s6 vez, cada loco
correspondendo a uma regido diferente do genoma analisado. Contudo, estes
marcadores sdo dominantes, portanto, ndo sendo possivel a distingado do genétipo
homozigoto dominante do heterozigoto. Varios pesquisadores tém utilizado os
marcadores RAPD no mapeamento genético de varios organismos, como feijao
(Faleiro, 2000; Miklas et al., 2001), café (Teixeira, 2001), arroz (Uga et al., 2003; Cai e
Morishima, 2002) e soja (Hnetkovsky et al., 1996; Chang et al., 1997; Njiti et al., 2002;
Ferreira et al., 2000).

Microssatélites consistem de pequenas seqiéncias com 1 a 4 nucleotideos de
comprimento, repetidas em tandem no genoma. Os marcadores microssatélites séo
obtidos pela amplificacado destas sequéncias de nucleotideos repetidas por meio da
PCR, utilizando para isto um par de primers especificos contendo de 20 a 30 bases de
comprimento, complementares a seqiéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite.
Devido a expressdo codominante destes marcadores e ao seu multialelismo, eles
podem ser aplicados a todos os tipos de populagcdes segregantes empregadas no
mapeamento genético e estudos de ligagao (Ferreira e Grattapaglia, 1995). Trabalhos,
como os de He et al. (2001), Xing et al. (2002), Price et al. (2002) e Chen et al. (2003)
em arroz, Chang et al. (1997), Meksem et al. (2001), Igbal et al. (2001), Yuan et al.
(2002) e Njiti et al. (2002) em soja, Nachit et al. (2001) em trigo e Cardinal et al. (2001)
em milho, empregaram marcadores microssatélites.

Os AFLPs sao outro tipo de marcador amplamente utilizado na construgao de
mapas genéticos. Desde o seu desenvolvimento e divulgagao, esta técnica tem sido
utilizada para a obtengdo de um grande numero de marcadores distribuidos em
genomas de procariotos e eucariotos. O aspecto relativo a obtencdo de grande



nuamero de polimorfismo tem levado a sua utilizagdo na obtengdo de mapas altamente
saturados (Ballvora et al., 1995, Meksem et al., 1995).

Os marcadores AFLP e RAPD podem ser clonados e convertidos em
marcadores especificos denominados, respectivamente, STS e SCAR. Estes
marcadores, geralmente, sdo desenvolvidos a partir de sequéncias de genes ou de
marcadores associados a caracteristicas de interesse, como os marcadores
SCARF10 e SCARFBAS8 ligados a genes de resisténcia a ferrugem do feijoeiro
(Faleiro, 2000).

Os marcadores moleculares apresentam algumas vantagens em relagdo aos
marcadores morfologicos, como: o nivel de polimorfismo é geralmente alto para cada
loco estudado, facilitando o desenvolvimento de mapas genéticos a partir de
populagbes segregantes de cruzamentos especificos; a neutralidade em relagdo aos
efeitos de ambiente, com pouco ou nenhum efeito de epistasia ou pleiotropismo; sao,
em geral, codominantes, o que permite a obtencao de maiores informagdes dos locos
estudados (Ferreira e Grattapaglia, 1995).

2.1.2 Populacoes segregantes para mapeamento genético

Para o mapeamento genético, diferentes tipos de populacdes segregantes
podem ser empregadas. Tradicionalmente, sdo utilizadas populagbes derivadas do
cruzamento de linhas puras, o que origina uma geracao F; a qual é autofecundada ou
retrocruzada com um dos pais para a produgdo de uma geragdao F, ou RC;,
respectivamente (Ferreira e Grattapaglia, 1995). Alternativamente, sao utilizadas
populagcées F, (n= 3, 4,...,0), duplo-hapléides (DH) e linhagens endogéamicas
recombinantes (RILs) (Burr et al., 1988). A escolha da populacao deve levar em conta
os objetivos do pesquisador, além do tempo e recursos disponiveis para a execugao
do trabalho. Nas plantas F; o desequilibrio de ligacdo € maximo, e os estudos das
populagbes derivadas a partir destas plantas F; procuram explorar este desequilibrio
(Schuster e Cruz, 2004).

Nas populagbes F, derivadas de cruzamentos de genitores homozigotos, os
marcadores codominantes segregam na propor¢cdo 1:2:1 e os dominantes, na
proporcao 3:1. Como vantagens apresenta maior facilidade e rapidez para a sua
obtencdo e maior precisdo no mapeamento de QTLs, devido a disponibilidade de
informacgdes dos trés gendtipos (AA, Aa e aa). Como desvantagens, ha perda de
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precisdo na mensuracdo de caracteristicas quantitativas e a impossibilidade do
mapeamento de genes de resisténcia a doengas em que seja necessaria a inoculagao
da populagao segregante com diferentes ragas fisiolégicas ou diferentes patégenos,
uma vez que nao é possivel a replicacdo dos individuos da populagdo. Estas
desvantagens podem ser contornadas por meio da propagacao vegetativa ou com a
utilizagao de populagdes F..3. Neste caso, os genoétipos das plantas sao determinados
na geracao F, e as caracteristicas fenotipicas sdo medidas em plantas Fz, com
repeticdes. Os dados das médias das familias F; sdo geralmente utilizados como o
valor fenotipico das plantas F, que originaram estas familias. Porém, isto s6 é
verdadeiro na auséncia de dominancia. Para a utilizagdo de dados de familias F3 na
andlise de plantas F, é necessario levar em consideracao a composi¢cao genotipica
das plantas na geragao F3 (Schuster e Cruz, 2004). Populagéo F, foi utilizada para o
mapeamento genético de espécies, como o girassol (Yu et al., 2003), a soja (Tasma e
Shoemaker, 2003) e a lentilha (Rubeena et al., 2003).

Nas populagdes derivadas por retrocruzamento, apenas dois genoétipos sao
obtidos, heterozigotos (Aa) e homozigotos (aa) ou (AA). Apresentam como vantagens
a rapidez na obtengéo da populagéo e o fato de que a segregagao obtida representa a
composicdo dos graos de polen do progenitor doador. Apresentam como
desvantagens: o grande niumero de cruzamentos necessarios para obter a populagéo,
0 que pode inviabilizar sua utilizagdo em espécies em que a hibridac¢ao é dificil ou cujo
ciclo de vida é demasiadamente longo; nao € possivel estimar componentes genéticos
associados aos desvios de dominancia, uma vez que apenas dois gendtipos sao
obtidos; quando sao utilizados marcadores dominantes e o genitor recorrente é
dominante para um dado loco, had perda de informagédo, pois ndo é possivel a
distincao dos dois genétipos (AA e Aa) na populagédo segregante; ndo é possivel obter
dados com repeticdo, o que diminui a precisdao das estimativas de parametros no
mapeamento de QTLs. Neste tipo de populacdo também € possivel a utilizagdo das
mesmas alternativas aplicadas nas populagdes F, para contornar o problema da
replicagdo. Na populacdo de retrocruzamento ha segregagao apenas para alelos
derivados do progenitor ndo-recorrente, de modo que havera locos em heterozigose e
locos idénticos aos do progenitor recorrente, o que leva a maior numero de
associagbes entre alelos marcadores do progenitor recorrente. Como exemplo de
mapa construido com este tipo de populagao pode ser citado o de Ky et al. (2000) em
café.



Nos programas de melhoramento genético de plantas é comum o uso de
populacdes derivadas por autofecundacao a partir da geracao F,, tais como Fa3, Fo.4,
etc. Se um mesmo numero de plantas F3 é obtido de cada planta F,, € um mesmo
namero de plantas F, € obtido de cada planta F; e assim por diante, estas
populacdes terdo estrutura genética previsivel e, portanto, podem ser utilizadas no
desenvolvimento de mapas genéticos. Estas populagdes sdo genericamente tratadas
como populagdes F,. Tar'an (2002) utilizou uma populagéao F..4 para a constru¢ao de
um mapa genético e andlise de QTLs em feijoeiro comum. A vantagem da sua
utilizagao € que nao ha a necessidade de produzir uma populagao especialmente para
0 mapeamento genético, uma vez que estas populacdes geralmente estao prontas e
disponiveis para uso nos programas de melhoramento. Porém, este tipo de populagao
tem aplicagdo mais apropriada na identificagcdo de marcadores moleculares ligados a
genes ou QTLs de interesse especifico, do que para a constru¢do de um mapa
completo de ligagdo de uma espécie, além disto, apresentam as mesmas limitagoes
das populagées F, (Schuster e Cruz, 2004).

As populacdes de RILs sao derivadas por sucessivas autofecundagodes a partir
de uma populagao F, pelo método da descendéncia de uma Unica semente (SSD) ou
por cruzamentos entre irmaos, até atingirem um elevado grau de homozigose, de
maneira que ao final do processo todos os locos génicos terdo uma segregacao de
1:1 (AA:aa). Na formagéo das RILs por meio de autofecundagdes, cada planta F, gera
uma planta Fz, que por sua vez gera uma planta F, e assim por diante. Quando a
populagéo atinge a geragéo Fg ou F7, abrem-se linhas, que sdo as RILs. Nelas, cada
planta F, é representada por uma linha endogédmica homozigota. Assim, toda a
variabilidade existente na populacdao F, original estara representada pelas RILs,
desde que um tamanho de populacao adequado seja utilizado. As desvantagens da
utilizacdo de RILs sdo o tempo requerido para a obtencdo da populacao, de 6 a 8
geragdes de autofecundacgdes e, a impossibilidade da estimacao de efeitos devido a
dominancia, uma vez que apresentam apenas dois genétipos na populagédo
segregante. Entretanto, por serem compostas apenas por individuos homozigotos, as
RILs podem ser perpetuadas. A disponibilidade de grande quantidade de sementes de
cada RIL permite o cultivo em varios locais, possibilitando a obtencao de estimativas
mais precisas dos parametros dos caracteres quantitativos a serem mapeados. Além
disso, é possivel mapear locos associados a interacdo gendtipo x ambiente destas
caracteristicas. A necessidade de muitos ciclos de meiose para atingir a homozigose



resulta em oportunidades adicionais para a recombinacdo. A frequéncia de
recombinagdo nas RILs (r) aproxima-se do valor r'=2r/(1+2r) para linhas
autofecundadas e r'=4r/(1+6r) para linhas formadas a partir de cruzamentos entre
irmaos, sendo r a freqiéncia de recombinacdao na geracdo F,, que expressa a
distancia entre os locos (Burr e Burr, 1991). Contudo, cada RIL tem dois
cromossomos homélogos idénticos, enquanto que individuos F, tém dois homologos
distintos, os quais contribuem com diferentes informagdes.

As populagdes de duplo-hapléides sao obtidas pela duplicagdo do nimero de
cromossomos de grdaos de pdlen da geragcdo Fi. Conseqlientemente, todos os
individuos na populacao segregante sdo homozigotos e representam a variabilidade
genética encontrada no individuo parental que produziu os graos de pélen. Assim
como na populacdo de RIL, este tipo de populacao apresenta razao de segregacao de
1:1 (AA:aa), pode ser replicada e ndo permite a estimagéao de componentes devido a
dominancia. Porém, o tempo necessario para a produgao da populagéo € bem menor.

Além das consideragbes feitas anteriormente a respeito de cada tipo de
populagdo, outra informagdo muito importante, sob o ponto de vista da eficacia do
mapeamento, é a variancia das estimativas da porcentagem de recombinacao obtidas
nos diferentes tipos de populagdes. No Quadro 1 estdo apresentadas, para os
diversos tipos de populagdes e marcadores, as estimativas de varidncia da
porcentagem de recombinacdo quando da utilizagdo de populagdo segregante de
tamanho igual a 200 individuos e estimativas de freqiéncia de recombinacao (r) iguais
a 0,05, 0,10 e 0,20. A populacdo de F, com marcadores co-dominantes é a que
proporciona menores estimativas de varidncia para as trés frequéncias de
recombinagdo consideradas, portanto, € a melhor populagcdo para o propédsito de
mapeamento genético. Considerando apenas as estimativas de recombinagéo de 0,05
e 0,10, a segunda melhor populagdo para mapeamento é RIL. Porém, para
estimativas de freqiéncia de recombinacao de 0,20, esta populacdo nao é a segunda
melhor, pois apresenta estimativas de variancia superior as obtidas nas populacdes
de retrocruzamento, F, com marcador co-dominante, duplo-hapléide e F, com
marcadores co-dominantes e dominantes. Tal fato ja permite concluir que populacdes
de RILs devem ser estruturadas para o mapeamento com boa saturagédo, caso

contrario seu uso serd ineficaz.



Quadro 1 — Valores de variancias' das estimativas da porcentagem de recombinagao,
para varios tipos de populagdes com tamanho igual a 200 individuos

_ Frequiéncia de recombinacao (r)
Populagao e marcador 0,05 0,10 0,20
Retrocruzamento 2,37 4,50 8,00
F> com marcador co-dominante 1,25 2,53 5,23
F, com marcador dominante em fase de
2,52 5,09 10,42
acoplamento
F> marcador dominante em fase de
B 49,69 48,77 45,33
repulsao
F, com marcadores co-dominante e
. 2,47 4,91 9,69
dominante
Duplo-haploide 2,37 4,50 8,00
RILs derivadas de autofecundacdes 1,51 3,60 9,80

" Valores multiplicados por 10”.
Fonte: Schuster e Cruz (2004)

2.1.3 Analise de segregacao de marcas

Na construgao de um mapa genético, o primeiro procedimento a ser realizado
€ o estudo individual dos locos, os quais devem apresentar razao de segregagao de
acordo com o tipo de populagdo estudada. Nas populagdes de retrocruzamento,
duplo-hapléides e RILs espera-se uma razdo de segregacao de 1:1 e, nas populacoes
F. uma razdo de segregacdao de 1:2:1 ou 3:1, para locos codominantes ou
dominantes, respectivamente. Para verificar se um loco esta segregando na razao
esperada, procede-se a comparagao do numero de individuos observados em cada
classe com o esperado de acordo com a razao de segregacao. Um teste que tem se

mostrado bastante eficiente e til para este fim, é o teste de qui-quadrado (?), pois,

além de levar em consideracao os desvios ocorridos entres os valores esperados e
observados, também é sensivel ao tamanho da amostra.

A segregacgao dos locos génicos pode nao ocorrer de acordo com o esperado,
isto tem sido relatado freqlientemente em cruzamentos interespecificos,
independentemente do tipo de marcador utilizado. A presencga de locos apresentando
distor¢cao na razao de segregacao é altamente variavel, dependendo da espécie e tipo
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de marcador utilizado. No mapeamento de Cryptomeria japonica (Nikaido et al., 1999),
Prumus (Foolad et al., 1995), Helianthus (Quillet et al., 1995), Oryza (Xu et al., 1997),
Lens sp. (Eujayl et al. 1998) e Hevea spp. (Lespinasse et al., 2000), as percentagens
de locos com razado de segregacao distorcida foram de 41%, 40,7%, 23%, 14,5%,
8,4%, e 1,4%, respectivamente. Ky et al. (2000) encontraram, em Coffea sp., locos
com razao de segregacao distorcida na freqiiéncia de 30% e Faleiro (2000) encontrou
uma freqiéncia de 14,3% de locos com distorcdo na razdo de segregacdao em
Phaseolus vulgaris L.

A distorcao na razao de segregagao esperada pode ser atribuida a diversas
causas, tais como: i) processos de selecdo no estadio de gameta ou zigoto (Zamir e
Tadmor, 1986); ii) locos génicos que apresentam seleg¢ao natural, locos préximos a
genes que levam a menor viabilidade de gametas, como observado em arroz por He
et al. (2001) e; iii) conversao génica. Quando uma célula dipléide sofre meiose sao
produzidas quatro células hapldides, exatamente metade dos alelos nestas células
deveriam ser de origem materna (alelos que a célula dipléide recebeu de sua mae) e
a outra metade paterna (alelos que a célula dipléide recebeu de seu pai). Porém,
estudos em alguns organismos, por exemplo, fungos, tém revelado raros casos nos
quais as regras padrdes da genética tem sido violadas. Ocasionalmente, as meioses
produzem trés copias de alelos maternais e somente uma cépia do alelo paternal.
Este fendmeno é conhecido com conversdao génica. A conversao génica sempre
ocorre em associacao com eventos de recombinagdo genética de homologos, e
acredita-se ser uma consequiéncia direta de mecanismos gerais de recombinacao e
reparo do DNA (Alberts et al., 2002)

Ky et al. (2000) obtiveram, em populacdo de retrocruzamento derivada do
cruzamento interespecifico de Coffea sp., razéao de segregacao de 3:1 e 1:3, em favor
de um parental ou outro. Os autores relatam que as distor¢des sdo, na maioria das
vezes, devidas a selecdo de gametas, zigoto ou poés-zigoto, mas que estes motivos
nao sao suficientes para explicar as os resultados de 3:1 e 1:3. Eles relatam que a
conversao génica pode ser a causadora de tais distorgées, conforme ja observado por
outros autores, além disto, sugerem que a melhor explicagdo para os seus resultados
seria a ocorréncia de alta taxa de conversao génica e baixa taxa de segregacao pos-
meiética, reflexo do alto nivel de formagao de heteroduplex e eficiente reparo dos
pareamentos errados. A alta taxa de formacgéo de heteroduplex e pareamento erréneo
do DNA sado esperados durante o pareamento de cromossomos homélogos, em
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hibridos interespecificos, sendo que a conversao génica parece ser caracteristica de
cruzamentos interespecificos, nao dependendo do tipo de marcador.

2.1.4 Ligacao fatorial e recombinacéao

Ligagédo fatorial é definida como a associagdo entre genes localizados num
mesmo cromossomo, sendo que para estes genes as propriedades genotipicas da 22
Lei de Mendel (Lei da Segregacao Independente) ndo se aplicam, salvo quando eles
estdo separados por uma grande distancia. Portanto, genes ligados tendem a ser
herdados em conjunto. O fendmeno foi descoberto em 1906 por Bateson e Punnett
(Griffiths et al., 1996), que verificaram a falta de independéncia de dois genes em
ervilhas. Quando os genes estdao muito proximos entre si, diz-se que ocorre ligagao
(linkage) completa e quando eles estdo no mesmo grupo de ligagdo mas
suficientemente separados, diz-se que a ligacao é parcial.

Sturtevant, no inicio do século XX, estudando a mosca das frutas (Drosophila
melanogaster), na tentativa de elucidar o processo de ligacao fatorial, propds como
base para a quantificacdo da distancia de dois genes num mesmo cromossomo, a
freqUéncia de recombinacédo entre estes genes. Quanto maior for a distancia entre
dois genes, maior sera a probabilidade de ocorrer um quiasma naquela regiao e, por
consequéncia, maior sera a probabilidade de recombinagcdo. A partir desta
descoberta, ficou estabelecida uma maneira de determinar a distancia entre dois
genes (percentagem de recombinantes) e, que até hoje é o principio utilizado na
construgéo dos mais diversos tipos de mapas de ligagéo.

Entretanto, quando se analisam 3 locos génicos deve-se considerar, na
estimativa da distancia entre os locos extremos, a ocorréncia do fenédmeno da
interferéncia. Considerando-se o fragmento cromossémico abaixo, com trés genes (A,
B e C), cujas frequéncias de recombinagao, ou seja, as distancias entre eles sejam
rag= 0,10 e rgc = 0,30:

A 0,10 B 0,30 C
| |
| |
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a probabilidade de recombinagéo entre A e C, admitindo auséncia de interferéncia,
portanto, coincidéncia igual a unidade (c = 1), isto é, que os crossing overs (permuta)

sejam independentes, sera:
Ea.(1)

rac = raB + Iec - 2Crag 'sc

Substituindo os valores de rag, rsc € ¢, tem-se que: rac= 0,10 + 0,30 —
2(1)(0,10)(0,30) = 0,34, valor este diferente da soma 0,10 + 0,30 = 0,40,
demonstrando que a escala de freqiéncia de recombinagao, ndo é aditiva, excegao,

quando a interferéncia é total, ou seja, coincidéncia igual a zero (¢ = 0).
Portanto, a utilizagdo da freqiéncia de recombinagdo para determinar a

distancia entre genes apresenta o problema da falta de aditividade, o qual
posteriormente foi contornado com o desenvolvimento das fungdes de mapeamento

de Haldane (1919) e de Kosambi (1944).

2.1.5 Funcoes de mapeamento

As fungbes de mapeamento sdo utilizadas para a conversao da distancia entre

genes, dada pela freqiéncia de recombinagéo, para uma unidade de distancia que
apresente a propriedade de aditividade. As fungdes de mapeamento propostas por

Haldane e Kosambi sdao as mais utilizadas.
Para obter a funcdo de mapeamento de Haldane, sdo admitidas as seguintes

pressuposigoes:
a) As ocorréncias de permutas génicas sao independentes, isto é, ndo

ocorre interferéncia;
b) As permutas génicas ocorrem ao acaso ao longo do cromossomo.

Assim, o numero impar de crossing overs (k) num intervalo definido por dois

locos génicos pode ser modelado segundo a distribuicdo de Poisson com média 0,

isto é:

0 03 ]:e‘eee—e_e)_l@_e—?@) Eq.(2)

k ,—6
P(r)=r= E v e :e‘e(—+—+
k! 1 3!
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onde, P(r) € a probabilidade de ocorréncia de recombinacdo e 6 é o numero de
unidades de mapa, em Morgans, entre dois locos génicos. Apds a resolugdo da
equagao acima para 0 tém-se a funcdo de mapeamento de Haldane:

0, :—%In(1—2r) Eq.(3)

onde,
0, é a distancia entre dois locos génicos expressa em Haldane (cM);

r € a freqiéncia de recombinacgao entre dois locos génicos (0<r <0,5).

Se r for igual a 0, o valor de 6 também sera 0, isto é, os genes estado
completamente ligados. Se r for igual a 0,5, o valor de 6 tende ao infinito () e, isto
significa que os genes ndo estdo ligados. A causa disto poderia ser pelo fato dos
genes estarem localizados em cromossomos diferentes ou estarem num mesmo
cromossomo, mas separados por uma grande distancia.

Liu (1998) discute a presenga de desvios dos valores obtidos pela funcao de
Haldane em relacéo a verdadeira distancia entre dois genes (rac = ras + r'sc — 2Crasfsc).
Estes desvios sao atribuidos ao fenémeno da interferéncia, que é caracterizada pelo
fato da ocorréncia de um crossing over numa regidao geralmente diminuir a
probabilidade de ocorréncia de crossing over numa regidao adjacente. Na maioria dos
casos, o valor da interferéncia varia de zero a um. Se o0s crossing overs forem
independentes, o valor de interferéncia serd zero. Quando a ocorréncia de crossing
over numa dada regido impedir a ocorréncia de outro numa regido adjacente, a
interferéncia sera completa, e o seu valor sera um.

Das vérias fungdes de mapeamento que consideram o fendmeno da
interferéncia, a mais utilizada no desenvolvimento de mapas genéticos é a de
Kosambi, a qual considera a coincidéncia igual a 2r, portanto interferéncia igual a 1 —
2r, e que € dada por:

1 1+2r
0, =—In Eq.(4
KTy (1—2rj 9.(4)

onde,
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0, é a distancia entre dois locos génicos expressa em Kosambi (cM);

r € a freqiiéncia de recombinacgao entre dois locos génicos (0 <r <0,5).

Na Figura 1 esta representada a relagdo entre a freqiéncia de recombinagéao
(r) e a distancia de mapa em centiMorgans, expressa pelas fungées de mapeamento
de Haldane e Kosambi. Para pequenos valores de freqiéncia de recombinacao
(inferior a 20%), ambas as fungbes de mapeamento tém valores similares a
freqUiéncia de recombinagédo. Contudo, a medida em que a distancia entre dois dados
locos aumenta, ou seja, com uma maior freqiéncia de recombinagdo, mais
discrepantes tornam-se os valores obtidos pela funcao de Kosambi e Haldane, entre
si e, em relacao a freqiéncia de recombinacdo. Com a funcado de Haldane sempre
apresentando os maiores valores (adaptado de Wang, 2000).

250

—*— Frequéncia de recombinagao
200 | —— Distancia em Haldane
—=— Distancia em Kosambi
150 +

100 -

Distancia (cM)

50 4

‘
o o
S o 9
— o

15.00 4
20.00 -
30.00 -
40.00 -
49.00 -
49.50

—

Freqiiéncia de recombinacao (%)

Figura 1 — Relagdo entre freqiéncia de recombinacdo (%) e distancia de mapa
(centiMorgan) expressa por Haldane e Kosambi.

2.1.6 Estimacao de freqiiéncia de recombinacao

No mapeamento € necessario estimar a probabilidade de recombinacao entre
cada par de marcas. No caso de populagdes RILs, o processo do seu
desenvolvimento envolve muitas gera¢des de recombinacao, sendo que os gendtipos
homozigotos sdo normalmente fixados ap6s uma série de autofecundacdes. Assim,
iniciando com um individuo F; e considerando apenas dois genes (AaBb), apenas
quatro genétipos sao possiveis nas RILs resultantes (AABB, AAbb, aaBB e aabb) e, a
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frequéncia de recombinacdao aproxima-se do valor r=2r/(1+2r) para linhas
autofecundadas e r'=4r/(1+6r) para linhas formadas a partir de cruzamentos entre
irmaos, sendo r’ a frequiéncia de recombinagao observada nas RILs, e r a frequiéncia
de recombinacdo na geracdo F,, que expressa a distancia entre os marcadores
(Quadro 2) (Burr e Burr, 1991; Schuster e Cruz, 2004).

Quadro 2 - FreqlUéncias genotipicas esperadas numa populacao de RILs obtida por

dois processos, linhas autofecundadas e cruzamento entre irmaos’

. FreqglUiéncias ou probabilidades (p))
Gendtipos  Observado

Linhas Cruzamento entre 5
(classes) (nj) o Geral
autofecundadas irmaos

AABB 1 1+2r 1-r'
i 2(1+2r) 2(1+6r) 2

bb 1 1+2r 1-r'
aa N2 2(1+2r) 2(1+6r) 2
AAbb r 2r r
N3 1+2r 1+6r 2
BB r 2r r'
aa Na 14+ 2r 1+ 61 2

" Adaptado de Schuster e Cruz (2004).
2 r=2r/(1+2r) para linhas autofecundadas e r=4r/(1+6r) para linhas formadas por

cruzamentos entre irmaos.

Nos trabalhos de mapeamento tem-se utilizado o método da maxima
verossimilhanga para estimagao das frequéncias de recombinacao, conforme descrito
a seguir, de acordo com Schuster e Cruz (2004). Para a utilizagdo do método da
maxima verossimilhangca é necessario o conhecimento da fungdo densidade de
probabilidade (fdp) da distribuicdo de uma variavel aleatéria x. Para populacdes de
RILs, esta fungdo segue uma distribuigdo multinomial. Portanto, a funcdo de maxima
verossimilhanga para uma populagdo de tamanho N, com n possiveis classes,
assumindo distribuigdo multinomial & dada por:

L(p; | n)=2p{"p3p5°...pp" Eq.(5)
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sendo

onde

n; € 0 numero de ocorréncia do evento x; com probabilidade p.

A partir da Eq. (5) é obtida a funcéo suporte, aplicando-se o logaritmo natural

(In) em ambos os termos da expressao anterior, como dado a seguir:

1 2
i [n) =In(xp,"p,"™ --p, ") Eq.(6)
ou ainda
/p; |ny) =InA+nyInpy +nyInp, +---+n,Inp, Eq.(7)

O JUltimo passo do processo de estimagdo pelo método da maxima
verossimilhanca (EMV) é a obtencao da funcao escore ('), que é dada pela primeira

derivada da funcao suporte [Eq. (7)] em relagdo ao parametro a que se deseja

estimar, como dado a seguir:

0
f'[f(pi | ni)]:@ Eq.(8)

Como neste caso o Unico parametro a ser estimado é a frequéncia de
recombinagdo entre duas marcas, o estimador de maxima verossimilhanca é obtido

igualando-se a Eq. (8) a zero, como segue:

f'[g(pi | ni)]:

@ =0 Eq.(9)
p
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Tendo demonstrado o processo de obtencdo dos estimadores de maxima
verossimilhanga, a estimagao per se fica dependente apenas do conhecimento dos
valores de n; (nUmero de ocorréncia de cada classe genotipica) e da probabilidade p;
associada a cada uma dessas classes. A obtencado destes valores esta apresentada
no Quadro 2.

Uma vez obtidos os valores de n; e as probabilidades p; associadas, basta
realizar as devidas substituicdes na equagao de maxima verossimilhanca [Eq. (5)], de

maneira que se obtém:

1 n1 1 n2 1 n3 1 n4
L(r|ni)=){§(1—r)} {5(14)} (Erj (Erj Eq.(10)
em que:
B N!
_n1!n2!n3!n4!

N=n,+n,+n;+n,

Aplicando-se o logaritmo natural em ambos os termos de Eq. (10), obtém-se a
fungéo suporte, como a seguir:

2r'n) =In(X) +NIn(1/2)+ (n, +n,)In(1—=r")+(n; +n,)In(r") Eq.(11)

Assim, derivando-se a fungédo suporte em relacdo ao parametro r' obtém-se a

funcdo escore, como dado:

oUr'|m;) _ (N +ny) (—1) + (Ng +14) —f'(r) Eq.(12)
or' 1-r r

ou ainda
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(n11+n'2) 1)+ s +'n4) _—Nr'+ns +n, Eq.(13)
—r

)= r (A=r

fazendo-se f'(r') =0, tem-se:

Eq.(14)

onde r' é o estimador de maxima verossimilhanga da freqiiéncia de recombinacgéo na
populacao RIL.

Uma estatistica de grande utilidade para inferir a respeito da qualidade da
estimativa de frequéncia de recombinacgéo é a estimativa de sua variancia. A variancia
de uma estimativa de freqiiéncia de recombinacao é dada pelo inverso do conteudo
de informagéo I(r) de Fisher, conforme descrito por Schuster e Cruz (2004), e dada a
sequir:

V()= — Eq.(15)

onde, I(r) € definido como o negativo da derivada segunda da fung¢do suporte (ou a
derivada primeira da funcao escore):

2
I(r)z—(—a '”'a'ﬁrlni)j:—f"(r) Eq.(16)

em que, para uma populagao de RILs derivada por autofecundacgdes, a expressao de

maxima verossimilhanca em funcao de r é dada como segue:

1 ni 1 n2 n3 n4
-l ot s e o)
1+2r 1+2r 1+2r 1+2r

Aplicando-se o logaritmo natural na expressdo acima e derivando-se em

relagéo a r, obtém-se a funcéo escore, como a seguir:
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v —2Nr+(ng +n,)(1+2r)
Fin= (1+2r)r

Ainda, considerando que a funcao escore pode ser estabelecida pela razdo de

duas funcbes de r, tem-se:

£(r)=20) Eq.(17)

I(r) =-7(r) =—{G<r>ﬁ)} +[am)] {%}} Eq.(18)

e que, para obtengao da estimativa de r, tem-se que:
G(r)=0 Eq.(19)

entao,

I(F )= "(F )=—[G<r)][Hsz= -G Eq.(20)

Onde, para populagdo de RIL obtida por autofecundacdes, o estimador do
conteudo de informacao de Fisher é dado por:

sy 2(ng+ny)
~r(1+2r)

—_
-
~

Eqg.(21)

mas, como apresentado na Quadro 2 os valores esperados de n; € ny para uma

populacao de tamanho N podem ser obtidos por:
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o 1
ny=n, = {—2 i 2r)}N Eq.(22)

e entdo, substituindo os valores de n; e ny da equagéo (22) na equagéo (21), tem-se:

IF)= AZ Eq.(23)
r(1+2r)
Sendo, portanto, a varidncia dada por:
o _r(1+2r)?
Vir)=————" Eq.(24
F)==—>§ a.(24)

2.1.7 Analise de ordens de marcas

O passo seguinte a determinagéao da freqiéncia de recombinag¢ao entre pares
de marcas, seria a formacgao dos grupos de ligacao. O ordenamento inicial dos locos é
feito com base nas informagdes sobre a porcentagem de recombinagéo entre cada
par de marcas e o0s respectivos valores de LOD escore. Neste processo, o
ordenamento é feito inicialmente considerando o par de marcas mais préximo entre si,
atendendo a dois critérios (porcentagem méaxima de recombinagao e LOD minimo) e,
entdo, identificam-se as marcas mais préximas em relagdo as marcas ja
consideradas. Se estas atenderem aos dois critérios adotados, sdo incorporadas ao
grupo de ligagdo. Assim, o processo continua, investigando a porcentagem de
recombinagdo e LOD entre marcas e possiveis vizinhos a serem incorporados as
extremidades do grupo de ligagdo em construgéo.

Apoés a formacgao preliminar do grupo de ligagao, o proximo passo € verificar se
os n marcadores encontram-se na melhor ordem possivel. Um dos processos € gerar
todas as ordens possiveis (n!/2) e adotar como critério a identificacdo da melhor
ordem como sendo aquela que proporciona menor soma de distancias. Contudo, na
medida em que o numero de locos marcadores aumenta, aumenta-se grandemente o
numero de ordens possiveis, consumindo, portanto, um grande tempo de
processamento. Outro processo utilizado € o método da soma das fracbes de
recombinagao adjacentes (SARF - Sum of Adjacent Recombination Fractions), em
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que a melhor ordem € aquela que apresentar a menor soma das recombinacdes
adjacentes. Neste método, considera-se a ordem original estabelecida pelo processo
de agrupamento e aplica-se o algoritmo RCD (Rapid Chain Delineation), que consiste
em realizar permutas entre dois marcadores vizinhos ou distantes envolvendo trés ou
quatro marcadores. A ordem ¢€ alterada se, apds a permuta, a soma das distancias
adjacentes for reduzida. Apos todas as permutas conclui-se que a melhor ordem é
aquela de menor soma de distancias adjacentes (Schuster e Cruz, 2004).

Apés a obtengédo da ordem final dos marcadores, determina-se facilmente a
distancia de mapa entre marcadores utilizando-se as freqiiéncias de recombinacao e
a funcdo de mapeamento a qual se deseja apresentar o mapa de ligacao.

Como mencionado anteriormente, no processo de andlise de ligagao fatorial
além da freqiiéncia de recombinagao é utilizado um segundo critério para inferir sobre
a presencga ou auséncia de ligacao. Este critério, denominado de LOD escore, é um
teste de razdo de verossimilhanga que utiliza o logaritmo de base 10 (logio) da razdo
entre a hipdtese de ligacdo com um determinado valor de freqiéncia de ligacao
diferente de 0,5 e a hipétese de auséncia de ligagcdo, ou seja, frequéncia de
recombinacgao igual a 0,5. A expressao de LOD escore é apresentada a seguir:

log. | ECIn)
LOD = IogmL_(r _05 Ini)} Eq.(25)

Para as populagées de RIL a expressao de célculo do valor de LOD escore
para qualquer estimativa de freqiéncia de recombinacéo (r) e tamanho de populacao

€ dada por:

ool o] (3r) (3]
LOD =log,,{—L2 2 2 ) \2 Eq.(26)

Trabalhando-se a expressao acima se chega a:

LOD=N Iogm(%j +(n1+n2)log,,(1-r') + (n3+n4)log,, (I')-N Iogm[%j Eq.(27)
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Onde, N é o tamanho da amostra e as demais variaveis séo definidas de acordo com
o apresentado anteriormente no Quadro 2.

O LOD escore € considerado um teste de significancia usado para testar a
hipdtese de ligacdo de dois locos génicos. O resultado deste teste pode ser

interpretado da seguinte forma: quando L(r|n;) > L(r=05|n), o valor de LOD

escore é positivo. Conclui-se que os locos estao ligados geralmente quando o valor de
LOD escore é maior do que 3. O valor de LOD escore igual a 3 implica que hd uma
probabilidade 1.000 vezes maior da presenca de ligacdo do que da auséncia de

ligacao entre os locos génicos estudados.

2.2 Tamanho de populacao RIL e numero de marcadores

O tamanho da populacdo utilizada em mapeamento, assim como o namero
minimo de marcas para representar os cromossomos nos grupos de ligacao ainda
nao sao bem definidos, ndo havendo ainda um consenso quando da andlise de
trabalhos de mapeamento disponiveis na literatura. Para ilustrar esta deficiéncia foi
realizada uma revisao de trabalhos em que foram utilizadas populagées de RIL para o
mapeamento genético e/ou identificagdo de QTLs (Quadro 3).
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Quadro 3 - Tamanho de populag¢édo RIL, numero e tipos de marcadores, além de outras caracteristicas de mapeamento observados

em diversos trabalhos disponiveis na literatura, os quais objetivaram a obtencdo de mapas genéticos e/ou identificacdo de QTLs

o Cultura ou Tamanho de Funcao de Comprimento Parametros
Referéncia o _ Marcadores
espécie Populacao mapeamento do mapa (cM) LOD,, M
Burr et al. ) ) ]
milho 48 134 marcadores (isoenzimas e RFLP) - - - -
(1988)
Hnetkovsky et ) 70 marcadores dos quais 57 ligados (22 RFLP e
soja 100 o - 1065 - -
al.(1996) 48 RAPD) e 13 marcadores nao ligados
131 marcadores (90 RAPD, 3 SSR, 27 RFLP, 10
Chang et al. ) DAF - DNA Amplification Fingerprint, 1
soja 100 o . Haldane (18) 2 30 cM
(1997) morfolégico) dos quais 74 foram mapeados em 23
grupos de ligagao
Groh et al. .
milho 143 146 RFLP Haldane 2117 (14,4) 3 -
(1998)
Groh et al. .
milho 187 136 RFLP Haldane 1564 (11,5) 3 -
(1998)
Séne et al. 148 RFLP e
milho 145 . - - - -
(2000) 31 Isoenzimas
Flowers et al.
arroz 150 - - - - -
(2000)

Continua na proxima pagina
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Quadro 3 - Continuacao

o Cultura ou Tamanho de Funcgéo de Comprimento )
Referéncia . B Marcadores Parédmetros
espécie Populacao mapeamento do mapa (cM)
232 marcadores distribuidos da seguinte forma:
. 101 RFLP mais 34 AFLP ligados corretamente; 5
Price et al. ~ o
(2000) arroz 205 RFLP e 75 AFLP colocados de forma nao confiavel Haldane 1680 3 40%
nos grupos; 16 AFLP e 1 RFLP colocados em dois
grupos de ligagao ou nao ligados
Flowers et al.
arroz 150 - - - - -
(2000)
Ferreira et al. ) .
soja 330 250 RFLP e 106 RAPD Kosambi 3275 3 30 cM
(2000)
Zhang et al. )
arroz 150 103 RFLP e 104 AFLP Kosambi 2419,5 (11,7) 3 -
(2001)
) 444 marcadores dos quais 306 ligados (138 RFLP,
Nachit et al. ) .
(2001) trigo 110 26 SSR, 134 AFLP, 5 proteina de semente e 3 Haldane 3598 (11,8) 3 40 %
genes conhecidos)
) 245 marcadores (222 AFLP, 10 RFLP, 3 RAPD, 2
Miklas et al. . .
(2001) feijao 67 SCARS, 4 fenotipicos, 3 isoenzimas e 1 proteina Kosambi 853 3 30 cM
de semente
Meksem et al. )
(2001) soja 100 133 marcadores SSR Haldane 2823 (26) 2 30 cM
He et al. (2001) arroz 107 154 marcadores (RFLP e SSR) Kosambi 1465 3 -

Continua na proxima pagina
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Quadro — 3 Continuacéo

o Cultura ou Tamanho de Fungéo de Comprimento )
Referéncia . B Marcadores Parédmetros
espécie Populacao mapeamento do mapa (cM)

Igbal et al. ) ) )
(2001) soja 100 133 SSR dos quais 107 ligados Haldane 2823,1 (26,4) 2 30 cM
Cardinal et al. . 185 marcadores (120 RFLP e 65 SSR) dos quais
milho 183 L Haldane 1667 3 40 cM
(2001) 161 compuseram o mapa de ligagao
Yuan et al. ) ) ]
soja 100 135 SSR dos quais 107 ligados - 2823,1 (26,4) 2 30 cM
(2002)
Xu et al. (2002) arroz 160 182 RFLP - - - -
Wang et al. .
arroz 150 207 Kosambi 2419,5 3 -
(2002)
Xing et al. 213 marcadores (168 RFLP, 45 SSR e 1
arroz 240 o o - 1796 (8,7) 3 -
(2002) caracteristica morfolégica)
Price et al.
arroz 140 142 marcadores (102 RFLP, 34 AFLP, 6 SSR) - 1779 - -
(2002)
) 112 marcadores (8 RFLP, 34 RAPD, 55 SSR, 13
Njiti et al. (2002) soja 90 . Haldane 1662 2 30 cM
AFLP, 2 morfol6gicos)
Cho et al. )
soja 70 1 marcador SSR a cada 25 cM do mapa consenso - - 2 30
(2002)
. o 147 marcadores (121 RFLP, 17 isoenzimas, 2
Cai e Morishima
(2002) arroz 125 proteinas marcadoras, 1 RAPD e 6 caracteristicas - 1192 - -
qualitativas)

Continua na proxima pagina

26




Quadro — 3 Continuacao

o Cultura ou Tamanho de Funcéo de Comprimento .
Referéncia ) Marcadores Parametros
espécie Populagao mapeamento do mapa (cM)
Borevitz et al. Arabidopsis
160 163 - - - -
(2002) thaliana
Zheng et al. .
arroz 96 249 Kosambi - - -
(2003)
Burnham et al. )
soja 66 59 - - 3 -
(2003)
Burnham et al. )
soja 64 75 - - 3 -
(2003)
Burnham et al. )
soja 79 65 - - 3 -
(2003)
Média geral 129 171

Observagoes: a) O sinal de trago (-) significa dado nao disponivel no artigo;

b) Os numeros entre parénteses na coluna “Comprimento do mapa (cM)” sé@o referentes as distdncias médias dos marcadores nos grupos de

ligagao.
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Apesar da auséncia de consenso na escolha do tamanho da populagéo RIL de
mapeamento, Wu et al. (2003), por meio de simulagdo de dados em computador,
estudaram a eficiéncia na identificacdo de QTLs com a utilizagao de trés métodos de
obtencao de populacdes RIL em trés diferentes tamanhos de populagdo. Neste estudo
foi simulado, por meio do procedimento de Monte Carlo, um genoma com 4
cromossomos e 64 marcadores (16 marcadores por cromossomo nao equidistantes)
com distancia média de marcadores adjacentes de 10 cM. Quatro QTLs com efeitos
diferentes foram colocados nos cromossomos, um em cada. Além disto, foram
testados dois niveis de herdabilidade, 20% e 50%. Para populagdes RIL derivadas
pelo método SSD, geralmente os efeitos dos QTLs e suas posicdes foram mais
proximas dos valores pré-fixados para populagdes maiores do que para as menores,
sendo, que as populagées com 150 individuos apresentaram desejaveis propriedades
no mapeamento de QTLs.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Simulacao de dados

Para a geracao dos dados de populagbes de RILs (Recombinant inbred line)
de uma espécie vegetal dipldide, foi utilizado o mdédulo de simulagdo do aplicativo
computacional GQMOL (Cruz, 2004), o qual permite gerar informagdes sobre
genomas, genétipos de genitores, individuos de diferentes tipos de populacbes e
dados de caracteristicas quantitativas.

3.1.1 Simulacao do genoma

Com base em informagdes da literatura tomando por base a espécie
Phaseolus vulgaris (2n= 2x= 22), cujo comprimento total do genoma € estimado em
1.200 cM, foram gerados trés genomas com varios niveis de saturagcao por marcas.
Cada genoma foi composto por 11 grupos de ligacao, com 100 cM em cada grupo e,
portanto, com um comprimento total de 1.100 cM.

3.1.1.1 Niveis de saturacao do genoma e tipos de marcas

Foram gerados genomas com trés niveis de saturagdo: saturado,
medianamente saturado, pouco saturado, com intervalos entre marcas adjacentes de
5, 10 e 20 cM, respectivamente (Figuras 2, 3 e 4). O numero de marcas nos trés
genomas foi de 231, 121 e 66, respectivamente.

Para as populagdes do tipo RIL, o uso de marcas dominantes, codominantes
ou dominantes e codominantes levam aos mesmos resultados, pois, a propor¢cao

genotipica esperada na populagao é de 1:1 (AA:aa).
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Figura 2 — Genoma
com 11 grupos de
ligacao (GL) e
saturacdo de 5 cM,
contendo 21 marcas
por grupo. Total de
231 marcas.
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3.1.2 Simulacao de genitores

Para cada saturagdo do genoma estudado foi simulado apenas um tipo de

arranjo de genes para a geragao Fy, qual seja, um genitor homozigoto dominante e o

outro homozigoto recessivo (Figura 5). Situagcao esta que produziu uma geragao F;

com todos os locos em fase de acoplamento.
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3.1.3 Tamanho de populacao

Para cada uma das situacoes estudadas foram geradas 100 populagdes com
50, 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos. Foram, portanto, gerados 3 “genomas
simulados” e 2.100 “genomas analisados” (3 niveis de saturacdo x 7 tamanhos de
populacao x 100 repeticdes).

Uma populagao de RIL com 154 individuos foi utilizada por Faleiro (2000) para
0 mapeamento genético e identificacao de QTLs em Phaseolus vulgaris. Para verificar
a sua qualidade para fins de mapeamento, este tamanho de populacéo foi utilizado
neste trabalho de simulacao.

3.1.4 Procedimento de simulacao dos individuos da populacao

Para cada individuo podem ser produzidos os dados genotipicos referentes
aos marcadores de acordo com a informacdo do genoma. A estratégia basica de
simulagao é baseada em permutas nos intervalos entre marcas adjacentes em cada
cromossomo, de acordo com as distancias dos marcadores, conforme descrito abaixo.

O processo de simulagdo seguiu 0s seguintes passos: i) a partir do genoma
simulado foram construidos os gendtipos parentais homozigotos e contrastantes para
os marcadores, de tal forma que a geracao F; estava em fase de acoplamento para
todos os pares de marcadores; ii) a partir do genétipo da geragao F; foram gerados os
gametas para a formagcdo dos individuos das populagcées de RILs. A producédo de
gametas foi feita simulando-se o pareamento dos homoélogos e realizando-se
permutas ao longo dos cromossomos nas regides delimitadas por dois marcadores
adjacentes. A probabilidade de ocorréncia de recombinagdo numa regido entre
marcadores adjacentes foi dada de acordo com a distancia destes marcadores no
genoma simulado. Por exemplo, se a distancia entre os dois primeiros marcadores
num cromossomo era de 10 cM no genoma simulado, a qual em populagéo de RIL
obtida por autofecundacdes equivale a 16,667 [r'=2r/(1+2r)], a probabilidade de
recombinagdo nesta regiao foi de 16,667%. Depois de decidir se havia ocorrido ou
nao a recombinacao nesta regido, passava-se para a préxima regiao delimitada pelo
segundo e terceiro marcadores. O procedimento continuou até que todas as regides
entre marcadores adjacentes no cromossomo tivessem sido alcancadas. Para a

formacao de cada individuo nas populagcbées foram simulados varios gametas, sendo
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sorteado apenas um gameta para formacao de cada individuo, sendo, que o genoétipo
do individuo obtido pela duplicacdo da informacao contida do gameta.

O esquema apresentado na Figura 6 e Quadro 4 abaixo ilustra o processo de
obtencdo dos 50 individuos de uma populagcdo segregante originada de uma F;
produzida pelos genitores com nivel de saturagao do genoma de 20 cM.

Nas Figuras 6 e 7 e Quadro 4 é ilustrado o processo de formagao dos gametas
e individuos das populacées simuladas neste trabalho.
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de ligagdo 1 e 11. Os intervalos entre locos estdo apresentados para os grupos de ligagao.



Quadro 4 — Complementacao ao apresentado na Figura 6 ilustrando a formagao dos individuos de uma populagao segregante de

RIL com 50 individuos oriundo de uma geragao F; cujo genétipo apresenta nivel de saturagao de 20 cM. E apresentado um exemplo

hipotético da formagédo dos gametas, assim como dos gendtipos de trés individuos formados (1, 2 e 50)

Grupos de | Intervalo Numero Gametas Individuo 1 Numero Gametas Individuo 2 Numero Gametas Individuo 50

ligagéo de locos | sorteado' 1 2 sorteado’ 1 2 sorteado' 1 2

1 0 1 1 0 1 1 0 1

10 200 0 1 0 900 0 1 0 4.780 1 0 1

GL 1 20 500 1 0 1 760 1 0 1 290 0 1 0

3¢ 7.000 1 0 1 5.500 1 0 1 6.150 0 1 0

40 300 0 1 0 9.110 1 0 1 1.110 1 0 1

5¢ 8.000 0 1 0 4.560 1 0 1 8.010 1 0 1

1 0 1 1 0 1 1 0 1

10 400 0 1 0 20 0 1 0 1.290 0 1 0

GL 11 2° 500 1 0 1 6.500 0 1 0 9.310 0 1 0

3¢ 5.000 1 0 1 7.500 0 1 0 6.740 0 1 0

40 150 0 1 0 1.700 1 0 1 190 1 0 1

59 7.320 0 1 0 5.900 1 0 1 5.400 1 0 1

'/ NUmero sorteado foi um nimero gerado aleatoriamente de 1 a 10.000 pelo computador. Para a sua geracdo foi utilizada uma funcdo que levou em
consideragao o tempo, evitando assim a geragao de numeros viciados;

Notas:

a) A distancia entre marcas é de 20 cM (Figura 6), o que leva a uma freqliéncia de recombinagao observada nas RIL de 38,46 % [r'=2r/(1+2r)]. Para evitar erros
em fungao das casas decimais, as freqliéncias de recombinagdo das RIL foram multiplicadas por 100. Portanto, como explicado anteriormente, quando o
numero sorteado foi inferior a 3.846 houve crossing-over na regido delimitada pelos locos em questao;

b) Para a formagao do individuo foi sorteado um gameta (para cada um dos individuos 1, 2 e 50 demonstrados foi sorteado 0 gameta 1 em cada caso). Neste
exemplo, foi sorteado um dos dois gametas formados em uma Unica meiose. Porém, no processo de simulagao das populagdes estudadas neste trabalho foram
gerados milhares de gametas e sorteado um para formagao de cada individuo.

c) A ilustragédo da formagao dos gametas 1 e 2 mostrados na quarta e quinta coluna do quadro acima é apresentada na Figura 7.
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3.2 Analise genbmica — Mapeamento

Apés a geragdo dos dados, seguiram-se as demais etapas do processo de

mapeamento, como descrito a seguir.
3.2.1 Analise de segregacao de locos individuais

Foram aplicados testes de qui-quadrado (x°) para verificar a razdo de
segregacdao de cada marca em todas as populagdes geradas. No processo de
mapeamento foram utilizadas todas as marcas, mesmo aquelas que nao segregaram
de acordo com a proporgao esperada de 1:1 (AA:aa).

A estatistica qui-quadrado é dada por:

2 :i[(Obsi—Espi) } £q.(26)

onde:

%2 é valor de qui-quadrado calculado;

Obs,e Esp,, séo os valores observado e esperado, para a i-ésima classe
fenotipica (i= 1, 2,..., n), respectivamente.

A hipotese (Ho) de segregacéo do loco de 1:1 (AA : aa) foi testada a 5% de
probabilidade (erro tipo 1). Se o valor de probabilidade calculado foi inferior ao pré-

estabelecido, a hip6tese Hy foi rejeitada, ou seja, a segregacao ndao ocorreu de acordo
com o esperado.

3.2.2 Analise de pares de marcas — estimacao da percentagem de
recombinacao

Apoés a aplicagao dos testes de segregacao, seguiu-se a etapa da estimacao
da percentagem de recombinagédo entre pares de marcas. Para esta estimagao foi
utilizado o método da méxima verossimilhanga, conforme descrito anteriormente (ltem

2.1.6 da Revisao de Literatura).
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3.2.3 Determinacao dos grupos de ligacao

O passo seguinte a estimacgao das freqiéncias de recombinagéo entre pares
de marcas consistiu na determinacdo dos grupos de ligacdo. Na formacao do grupo
de ligagao utilizou-se a propriedade transitiva, ou seja, se o loco A esté ligado ao loco
B, e o loco B esta ligado ao loco C, logo o loco A esta ligado ao loco C, independente
da frequiéncia de recombinacao estimada entre A e C e, portanto, A, B e C pertencem
ao mesmo grupo de ligacdo. Os critérios utilizados no agrupamento foram a
freqUéncia maxima de recombinagao (rmax) € 0 LOD minimo (LODy,n), para inferir se
dois locos estavam ligados. Neste trabalho foram utilizados os valores de 30% e 3,
respectivamente, para rmax € LODpin.

3.2.4 Ordenamento das marcas no grupo de ligacao

Quando ha apenas duas marcas em um grupo de ligacdo, apenas uma ordem
€ possivel, uma vez que a orientagdo do grupo pode ser ignorada. Porém, para trés
marcadores sao possiveis 3 ordens, e para n marcadores, sao possiveis n!/2 ordens.
Portanto, apds a formacao dos grupos de ligacao, € necessario determinar a melhor
ordem das marcas nos grupos. O método utilizado para isso foi o da SARF (Sum of
Adjacent Recombination Fractions), conforme descrito anteriormente (ltem 2.1.7 da
Revisao de Literatura).

Realizados todos os passos descritos até entdo, os grupos de ligagao para as
populacdes simuladas foram formados utilizando-se como medida de distancia a
porcentagem de freqUéncia de recombinagédo. O préximo passo foi a comparagédo dos
grupos de ligacao formados para todas as populagdes simuladas com aqueles grupos
de ligagao estabelecidos no genoma simulado, como descrito a seguir.

3.3 Comparacao de genomas

Para facilitar a compreensdo, o termo “genoma simulado” refere-se,
genericamente, aos genomas simulados conforme descrito nos itens 3.1.1 e 3.1.1.1
dessa secdo, o qual deve ser referenciado como o verdadeiro. O termo “genoma
analisado” refere-se, genericamente, aos genomas construidos a partir das
populagcdées simuladas, o qual apresentara distorcdo em razdo do processo de

estimacao, amostragem, critérios de agrupamento, dentre outros.
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Foram estudados nos genomas analisados, em cada situagdo, os numeros de
grupos de ligacao obtidos, 0 numero de marcas por grupo, os tamanhos dos grupos
de ligagao, as distancias médias entre marcadores adjacentes nos grupos de ligacao,
as variancias das distancias entre marcas adjacentes nos grupos de ligacdo, o
estresse, e se houve ou ndo inversdo da ordem dos marcadores, verificada pela
correlacao de Spearman. Todas estas comparagdes foram realizadas com utilizagao
do modulo “Comparagdo de genomas” do aplicativo computacional GQMOL (Cruz,
2004).

Nas analises apresentadas a seguir foram utilizadas apenas as repeticoes
(populagdes) em que houve a formagédo de onze grupos de ligagdo no mapeamento
genético. Excecao feita somente para o “numero de grupos de ligacao” em que foram
utilizadas todas as 100 repeticoes independentemente do numero de grupos de
ligacao formado.

3.3.1 Numero de grupos de ligacao e marcas por grupo

Para todos os genomas analisados foi feita uma contagem do numero de
grupos de ligacdo e numero de marcas por grupo de ligacdo obtidos do mapeamento
das populagdes simuladas.

3.3.2 Tamanho do grupo de ligacao

E o somatério das distancias entre marcas adjacentes no grupo de ligagdo do
genoma analisado, como segue:
L=%d, Eq.(29)
k=1
em que: L é o tamanho do grupo de ligacdo e d, é a distdncia entre marcas
adjacentes my e my,1 no grupo de ligagao do genoma analisado (k= 1,..., m -1). Sendo

que, m é o numero de marcadores no grupo de ligacao do genoma analisado.

3.3.3 Distancia média entre marcadores adjacentes no grupo de ligacao

E a razdo do tamanho do grupo de ligacdo pelo nimero de intervalos entre

marcas adjacentes no grupo de ligagdo, como segue:
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a=%

Eq. (30)
em que: d é a distancia média de marcadores adjacentes no grupo de ligagdo do
genoma analisado, L é o tamanho do grupo de ligagdo do genoma analisado e | é o
numero de intervalos entre marcas adjacentes, dado por m — 1, onde m é o nimero

marcadores no grupo de ligagéo.

3.3.4 Variancias das distancias entre marcas adjacentes

E a razdo do somatério do quadrado dos desvios entre as distancias de
marcas adjacentes e a distancia média de marcadores adjacentes no grupo de ligagao
pelo niumero de intervalos (l) no grupo de ligagcado menos um, como segue:

m-1

Z(dk _a)2
52 :HT Eq. (31)

em que: 6> é a variancia das distancias entre marcas adjacentes, d, € a distancia
entre marcas adjacentes my e my,4 no grupo de ligacao do genoma analisado (k= 1,...,

m-1), d é a distancia média entre marcadores adjacentes no grupo de ligagdo do
genoma analisado e | € o nimero de intervalos entre marcas adjacentes, dado por m

—1, onde m é o0 numero de marcadores no grupo de ligagao.

3.3.5 Correlagao de Spearman

s

Também conhecida como correlagdo de rank, é utilizada quando nao é
possivel mensurar variagdo continua das varidaveis x € y nos n membros de uma
populagédo. Porém, é possivel mensurar um x e um y, em forma de nota (rank), onde
cada nota pode ser colocada em ordem para os n membros. Esta correlagdo expressa
o grau de concordancia nas notas das duas variaveis, desta forma estamos propondo
a sua utilizacao na analise de genomas conforme descrito a seguir.

Adaptando-se a correlagao de Spearman, dada por Clarke (1994), para analise

de genomas, tem-se:
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6i A%
k=1

r=1— Eq. (32
s m(m? 1) a. (32)

em que: r, é o valor estimado da correlagéo de Spearman para um grupo de ligacao
do genoma analisado (-1 < re = 1), A, é a diferenca da nota do marcador my (k =

1,..., m) na posicao k do grupo de ligagdo do genoma simulado e a nota do marcador
my na posi¢ao k do grupo de ligacdo do genoma analisado.

Onde, m é o numero de marcadores no grupo de ligagdo do genoma simulado
e a nota do marcador my, tanto no grupo de ligacdo do genoma simulado quanto no
grupo de ligagédo do analisado, € o valor do indice k do referido marcador. Por
exemplo, se no grupo de ligagdo do genoma simulado a ordem dos marcadores for:
M1-Ma-M3-...-Mp, entdo, a nota do marcadorms € 1,domyé2domzé3 edomne m.
E, se no grupo de ligagdo do genoma analisado a ordem dos respectivos marcadores
for my-my-ms-...-mp, entdo, a nota do marcadorm, €2, dom; é 1,domz € 3 edomy é
m. Portanto, os valores de A, serdo: A,=(1-2)=-1, A,=(2-1)=1, A;,=(3-3)=0e A=
(m-m)= 0.

Sua aplicacdo na andlise de genoma é ilustrada utilizando-se o esquema
apresentado na Figura 8, que mostra um cromossomo simulado e outro analisado. No
cromossomo simulado (a) tem-se os marcadores de My a M7, em ordem crescente da
esquerda para a direita; no cromossomo analisado (b), tem-se, também, os mesmos
marcadores, porém, os marcadores My e M, estdo em posi¢oes trocadas em relagao

ao cromossomo simulado (a).

M2 M] M3 M4 MS M6 M7
]

Figura 8- Cromossomo simulado (a) e analisado (b). Ambos com os mesmos 7 marcadores.

Para o calculo da correlacdo entre os marcadores para estes dois

cromossomos devem-se atribuir notas a cada marcador. Atribuindo-se o nimero do

43



indice de cada marcador como sua nota (Quadro 5), a correlacdo de Sperman é
obtida como se segue.

Quadro 5 — Nota (rank) para os marcadores nos cromossomos simulado e analisado e

obtencdo dos valores de A, para cada par de marcadores

Rank dos marcadores no cromossomo a 1 2 3 4 5 6
Rank dos marcadores no cromossomo b 2 1 3 4 5 6 7
Valor de A, -1 1 0 0 0 0 0

Assim, o valor estimado da correlagéo é:

61— 1)+ (1 + (0)° + (0)* +(0%)+(0)+ (0 *]
7(7% -1)

ro=1- =0,9643

Portanto, se todos os marcadores mapeados no genoma analisado mantiverem
as ordens originais existentes no genoma simulado, a correlagdo de Spearman sera
igual a unidade.

Esta correlagdo nao é afetada pelas distancias entre marcadores. Para estimar
os efeitos das mudancas nas distancias entre os marcadores no genoma analisado
em relagdo ao genoma original (simulado), foi utilizado o coeficiente de estresse,
descrito a seguir.

3.3.6 Estresse

O coeficiente de estresse (S) é utilizado como medida de adequacdo da
representacao grafica de medidas de dissimilaridade convertidas em escores relativos
as variaveis X e Y em estudos de divergéncia genética (Cruz e Carneiro, 2003).
Estamos propondo a sua utilizagdo na analise de genomas conforme demonstrado a
sequir:
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m-1

(dok _dk)2
S=100. |-~ —n— Eq.(32)
d20k
k=1

em que: S é o valor estimado do estresse, em percentagem, para o grupo de ligagao

do genoma analisado; d,, é a distancia entre marcas adjacentes mx € Mg, NO grupo

de ligacdo do genoma simulado;d, € a distancia entre marcas adjacentes my € My,

no grupo de ligacao do genoma analisado (k= 1,..., m-1). Sendo, que m € o nUmero de
marcadores no grupo de ligacdo do genoma simulado e no grupo de ligacao

analisado.

A aplicagdo do estresse na andlise de genoma é ilustrada utilizando-se o
esquema apresentado na Figura 9, na qual tem-se um cromossomo simulado e outro
analisado. No cromossomo simulado (a), tem-se os marcadores M; a M7, em ordem
crescente da esquerda para a direita e equidistantes; no cromossomo analisado (b),

tem-se, também, os mesmos marcadores, porém, ndao equidistantes.

M] M2 M3 M4 M5 M6 M7
| l | | l l |
& 90 " 10 "10 "10 T10 10 !
M, M, M; M, M M, M,
b I I I I I I I
8 12 14 9 12 9

Figura 9- Cromossomo simulado (a) e analisado (b). Ambos com os mesmos 7 marcadores. As

distancias (cM) entre marcas estao representadas abaixo dos cromossomo.

Deste modo, para o célculo do coeficiente de estresse basta obter os valores

dos desvios, d,, —d, , como ilustrado no Quadro 6.
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Quadro 6 - Distancia em centiMorgan (cM) entre marcadores no genoma simulado

(d,, ), no genoma analisado ( d, ) e obtengéo dos valores desvios, d,, —d

Pares de marcadores
M1-M, Mx-Ms Ms-My M4-Ms Ms-Mg Me-M-
d,, 10 10 10 10 10 10
d, 8 12 14 9 12 9
d,, —d, 2 -2 -4 1 -2 1

Assim, o valor estimado do coeficiente de estresse sera:

82100\/(2)2 +(_ 2)2 +(_ 4)2 +(1)2 +(_ 2)2 +(1)2 22236%3
102 +10% +102 +10% +102 + 102 ’

Portanto, se as distancias entre os marcadores no genoma analisado
mantiverem-se as mesmas com relagdo ao genoma simulado, o valor estimado do

estresse sera zero.

3.4 Testes de comparacao multipla de médias

As médias das variaveis, tamanho de grupo de ligagdo, distdncia média de
marcas adjacentes, variancia e estresse para cada grupo de ligagdo obtidas para
varios tamanhos de populacéo, dentro de cada nivel de saturacdo do genoma, foram
comparadas pelo teste de comparagdao multipla de médias de Tukey a 1% de
probabilidade (erro tipo I), com o auxilio do icativo computacional GENES (Cruz,
1999). Também foram comparadas as médias gerais (médias de todos os grupos de
ligacdo), para cada tamanho de populagado, dentro de cada nivel de saturacao do

genoma.
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3.5 Fluxograma ilustrativo

Para facilitar o entendimento da logistica utilizada no trabalho de simulagédo é
apresentado o fluxograma abaixo (Figura 10). Os passos seguidos no processo de
simulagao foram: 19) simulagcao dos genomas em trés niveis de saturagao por marcas
(5, 10 e 20 cM); 29) a partir dos genomas simulados foram construidos os genétipos
dos genitores; 3°) apds construidos os gendtipos do genitores foi simulada a geragao
F1; 49) utilizando a geragao F; foram simuladas as populagdes segregantes com o
numero de individuos desejado; 5°) as populagdes segregantes foram mapeadas; 6°)
0s mapas obtidos foram comparados com o genoma simulado. Para a comparagao

foram utilizados os critérios apresentados no quadro mostrado no interior do

fluxograma.
Simulacao dos
Comparacio Genomas Simulagao
parag “Genoma Simulado”
Mapa Comparacao )
“Genoma Analisado” 1. Numero de grupos de ligagao; Genitores
2. Numero de marcas;
3. Tamanho de grupos; |
4. Distancia entre marcas;
5. Correlagao de Spearman;
6. Variancia;
Mapeamento 7. Estresse. Geragao F,
genético
Populagdes

Simulaca
segregantes RIL imufagao

Figura 10 — Fluxograma ilustrativo do processo de simulagao utilizado neste trabalho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Phaseolus vulgaris (2n= 2x= 22), cujo comprimento total do genoma
€ estimado em 1.200 cM, foi utilizada como modelo para a simulagdo de genomas
com trés niveis de saturagao por marcas. Os trés niveis de saturagao foram: saturado,
medianamente saturado, pouco saturado, com distancias entre marcadores
adjacentes de 5 cM, 10 cM e 20 cM, respectivamente. Cada genoma com um dado
nivel de saturacdo foi composto por 11 grupos de ligagao, 100 cM em cada grupo e,
portanto, com um comprimento total de 1.100 cM. Os trés genomas construidos foram
utilizados para a geracao de diferentes populagdes simuladas segregantes do tipo
RIL, com 50, 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos em cada um dos trés niveis de
saturacao. Cem réplicas de cada uma destas sete popula¢des foram utilizadas para a
construcdo de mapas genéticos, que, posteriormente, foram comparados com o
genoma a partir do qual cada populagéo foi gerada, utilizando para a comparacao, os
seguintes critérios: 1) numero de grupos de ligacdo obtidos no mapeamento; 2)
numero de marcas obtidas por grupo de ligacdo no mapeamento; 3) correlagdao de
Spearman; 4) tamanho de grupos de ligagao; 5) distancia média entre marcadores
adjacentes; 6) variancia das distancias entre marcas adjacentes e; 7) estresse.

4.1 Numero de grupos de ligacao obtidos no processo de mapeamento

Previamente a realizagdo do mapeamento genético de cada populagao
segregante simulada, foram feitos testes de qui-quadrado () para verificar a razdo de
segregacao de locos individuais. Observou-se raras ocorréncias de marcadores com
razdo de segregacao diferente do esperado de 1:1 (P< 0,05) (dados nao
apresentados). Estes resultados serviram como um indicativo da boa qualidade dos
dados gerados no processo de simulacao.

O numero de grupos de ligagdo esperado no processo de mapeamento das
populagbes simuladas era igual a 11, independente do tamanho de populacao e nivel
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de saturacdo do genoma utilizado para geragdo das populagdes. Contudo, esse
nuamero variou de acordo com o nivel de saturacao do genoma o qual foi utilizado para
geragdo de cada populacdo simulada e de acordo com o tamanho da populagéao
segregante, conforme apresentado nas Figuras 11, 12 e 13 e Quadro 7, e discutido a
sequir.

4.1.1 Efeito do tamanho de populacao na formacao dos grupos de ligacao

4.1.1.1 Populacoes segregantes simuladas a partir do genoma com saturacao
de5cM

Para as populacdes geradas a partir do genoma com nivel de saturagéo de 5
cM, apenas aquelas com numero de individuos igual a 50 levaram a formacao de
mais de 11 grupos de ligagao (Figura 11 e Quadro 7). Além disso, também houve a
presenca de marcas nao ligadas, embora de, no maximo, uma marca nao ligada em
231 marcas (Quadro 8). Para esse tamanho de populagcao, do total de 100 repeticoes,
70 apresentaram 11 grupos de ligagédo e as outras 30 apresentaram de 12 a 14
grupos (Figura 11).

11 11 11 11 11 11

100

11

50 -
40 -
30 12 -
20 1 —

NUmero de ocorréncias

1017 13 14 B
0 / P—
50 50 50 50 100 154 200 300 500 800

Tamanho de populagéao

Figura 11 - Distribuicdo do nimero de grupos de ligagao (indicados no topo de cada barra) obtidos no
processo de mapeamento das populagbes simuladas em fun¢do do tamanho de populagéao
segregante. Avaliacao feita em 100 repeticGes para cada tamanho de populagdo com 50, 100, 154,
200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagéo de 5 cM
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Quadro 7 - Numero de repeticdes em que houve a formacéo de 11 grupos de ligacao
no mapeamento das populagdes simuladas. O numero total de repeticbes avaliadas
foi de 100 para cada tamanho de populacao

Saturacdo do genoma ng?ﬂ]:;gge Numero de repeticdes

50 70 (30)"
100 100 (0)
154 100 (0)

5cM 200 100 (0)
300 100 (0)
500 100 (0)
800 100 (0)
50 0 (100)
100 98 (2)
154 100 (0)

10 cM 200 100 (0)
300 100 (0)
500 100 (0)
800 100 (0)
50 12 (88) *
100 0 (100)
154 43 (57)

20 cM 200 86 (14)
300 98 (2)
500 100 (0)
800 100 (0)

j\ O namero de repeticdes em que o total de grupos de ligagao foi diferente de 11 esta entre parénteses;
\ Dentre as 100 repeti¢gdes para o tamanho de populagédo de 50 individuos e com saturagdao do genoma
de 20 cM houve 12 repetigdes com formagédo de 11 grupos de ligagcdo no processo de mapeamento,
mas estes grupos continham poucas marcas ligadas, conseqiientemente, estas repetigdbes nao foram
utilizadas nas demais analises de comparag¢ao de genoma apresentadas neste trabalho.
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Quadro 8 - Numero maximo e minimo de marcas nao ligadas obtidos no mapeamento
das populagdes simuladas. Avaliacao feita nas 100 repeti¢coes, independentemente do

numero de grupos de ligagdo formado no mapeamento

Saturagdo Tamanho | Numero ml’nirpo Ndmero méxi[no Nimero total de
do genoma de de marcas nao de marcas ndo | marcas utilizadas
populagao ligadas ligadas no mapeamento

50 0 1 231

100 0 0 231

154 0 0 231

5 cM 200 0 0 231

300 0 0 231

500 0 0 231

800 0 0 231

50 0 9 121

100 0 1 121

154 0 0 121

10 cM 200 0 0 121

300 0 0 121

500 0 0 121

800 0 0 121

50 24 47 66

100 2 19 66

154 0 3 66

20 cM 200 0 1 66

300 0 1 66

500 0 0 66

800 0 0 66

Nota: A andlise correta deste quadro é feita da seguinte forma, por exemplo, para o tamanho de
populacao de 50 individuos e saturagao de 20 cM tem-se que as repeticdes que apresentaram menos
marcas nao ligadas foi de 24 marcas e as repeticdes que apresentaram maiores nimeros de marcas
néo ligadas foi de 47 marcas.

O numero de grupos de ligacao observado acima do esperado foi devido a
divisdo de grupos de ligacdo em consequéncia da nao deteccdo de ligacao entre
marcas sabidamente ligadas. Visto que, no processo de mapeamento sao utilizados

dois parametros, freqtiéncia de recombinacdo maxima e LOD escore minimo, para a
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inferéncia a respeito da presenca de ligacdo génica entre duas marcas, faz-se
necessaria uma discussao sobre as causas de nao ligacao génica enfocando estes
dois fatores, para verificar se apenas um ou ambos estdo afetando o processo de
mapeamento.

Sobre a freqliéncia de recombinacdo, sabe-se que nas populacoes
segregantes com pequeno numero de individuos ndo ha uma boa representatividade
da diversidade de gametas produzidos pelos parentais. E, como a determinacao da
distancia de dois locos para o mapeamento genético é feita pela genotipagem dos
individuos na populagédo segregante, e contagem daqueles que sdo recombinantes
para os locos em estudo, ou seja, aqueles originados de gametas recombinantes,
uma pobre amostragem gamética certamente leva a estimativas viesadas de
distdncia. Portanto, o tamanho inadequado de 50 individuos nas populacdes
simuladas a partir do genoma com saturacao de 5 cM proporcionou a nao deteccao
de ligacao genética onde sabidamente ela existia.

O tamanho de populagdo e numero de marcas utilizadas no mapeamento
genético de populag¢des RIL tem grande importancia na qualidade das estimativas de
freqliéncia de recombinagéo, isto é observado em termos dos parametros: contetido
médio de informagéao, variancia e desvio padrao da frequiéncia de recombinagao. No
Quadro 9, abaixo, sao apresentados valores dos parametros acima para trés
estimativas de freqiéncias de recombinagao, 0,05, 0,10 e 0,20 (ou 5, 10 e 20 cM)

para varios tamanhos de populagéo RIL.
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Quadro 9 - Valores de conteudo de informacgdo, variancia e desvio padrao das
estimativas de frequéncia de recombinagdo para varios tamanhos de populagao
segregante RIL

FreqUéncia de |Tamanho de

e .~ | Contetido de informagao’ | Variancia® | Desvio padrao
Recombinacao (r) | populacao

50 1652,89 6,050x10™ 0,0245
100 3305,78 3,030x10™ 0,0173
154 5090,90 1,960x10™ 0,0140
0,05 200 6611,57 1,510x10™ 0,0122
300 9917,35 1,010x10™ 0,0100
500 16528,92 0,605x10™ 0,0077
800 26446,28 0,378x10™ 0,0061
50 694,44 14,4x10™ 0,0379
100 1388,88 7,20x10™ 0,0268
154 2138,88 4,60x10™ 0,0216
0,10 200 2777,77 3,60x10™ 0,0189
300 4166,66 2,40x10™ 0,0154
500 6944,44 1,40x10™ 0,0120
800 11111,11 0,90x10™ 0,0094
50 255,10 3,92x10°° 0,0626
100 510,20 1,96x107 0,0442
154 785,71 1,27x107 0,0356
0,20 200 1020,40 0,98x10° 0,0313
300 1530,61 0,65x10° 0,0255
500 2551,02 0,39x10°° 0,0197
800 4081,63 0,24x10°° 0,0156

'/ Valores obtidos de acordo com a Eq. (23); %/ Valores obtidos de acordo com a Eq. (24).

Analisando-se, primeiramente, somente o efeito do tamanho de populagéao
independentemente da estimativa da freqiiéncia de recombinacao, verifica-se que o
conteddo médio de informagcdo é maior tanto quanto for maior o tamanho da
populagéo, e, como a variancia é inversamente relacionada com o conteudo médio de
informacéo, o seu valor € menor tanto quanto for maior o tamanho da populagdo. O
mesmo comportamento € observado para o desvio padrdo. Para melhor
entendimento, sera analisado o caso em que a freqiéncia de recombinacao é 0,05
(ou 5 cM), onde, pode-se verificar que o valor do conteido médio é de 1652,89 e
26446,28, o valor da variancia é de 6,05x10™ e 3,78x10™ e o valor de desvio padrio é
de 0,0245 (2,45 cM) e 0,0061 (0,61 cM), para as populagées com 50 e 800 individuos,
respectivamente. Portanto, populagdes de tamanho reduzido proporcionam

53




estimativas de frequéncia de recombinacao menos confidveis do que populagcbes de
tamanhos maiores.

Analisando-se somente o efeito da magnitude da estimativa da freqiéncia de
recombinagdo, nota-se que quanto menor a estimativa da freqiéncia de
recombinagdo maior serd o valor do conteudo médio de informacdo e menores 0s
valores de variancia e desvio padréo, para um mesmo tamanho de populagdo. Isto
pode ser facilmente entendido, quando se analisa, por exemplo, o tamanho de
populacao de 50 individuos com estimativas de freqiiéncia de recombinacéo de 0,05,
0,10 e 0,20, onde, os valores de conteido médio de informagao sao, respectivamente,
1652,89, 694,44, e 255,10, os de variancia sdo 6,050x10*, 14,4x10™* e 3,92x10°, e os
de desvio padrao sao 0,0245, 0,0379 e 0,0626.

Pode-se concluir, portanto, que quanto mais individuos forem genotipados para
a construcdo de mapas genéticos, maior sera a confiabilidade dos resultados
encontrados. E, também se conclui que quanto maior for a perspectiva de saturagao
do mapa por marcas, maior serd a confiabilidade das estimativas de frequéncia de
recombinagédo obtidas, e conseqlientemente, dos mapas construidos a partir destas
estimativas.

O valor de LOD escore é fungcao do tamanho da amostra (N) e da frequiéncia
de recombinagéo (r), conforme pode ser visto na Equagéo 26 da Reviséo de Literatura
(item 2.1.7). Utilizando-se uma combinagdo de varios tamanhos de populacdo e
diferentes distancias entre marcas moleculares, foram gerados os dados
apresentados no Quadro 10.
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Quadro 10 — Valores de LOD escore para algumas estimativas teéricas de freqiiéncia
de recombinacdo e tamanhos de populacao de RIL

Frequéncia de Tamanho de 1
Recombinacio (1) populacio Valores de LOD escore
50 8,43
73 12,31
100 16,87
154 25,98
0,05 (0,0909)? 200 33,74
300 50,61
500 84,36
800 134,98
50 5,26
73 7,69
100 10,53
154 16,22
0,10 (0,1666) 200 21,07
300 31,60
500 52,67
800 84,28
50 2,06
73 3,00
100 4,12
154 6,34
0,20 (0,2857) 200 8,24
300 12,36
500 20,60
800 32,96

'\ Para a estimativa dos valores de LOD escore considerou-se que n;=n, e ny= n, [(Eq. (27)];
4 Os valores entre parénteses sdo os valores de r’, ou seja, a freqiiéncia de recombinacédo observada
nas RIL. E, os valores de 0,05, 0,10 e 0,20 s&do de r, ou seja, a freqiéncia de recombinagédo na geragao

F,, que expressa a distancia entre os marcadores [r' = 2r/(1+2r)].

Analisando-se, primeiramente, o efeito da varidvel N (Quadro 10),
independentemente da estimativa de r, verifica-se que o valor de LOD escore € maior
tanto quanto maior for N. Por exemplo, para um valor de r de 0,05 (ou 5 cM), tem-se
para as populagdes com 50 e 800 individuos, valores de LOD escore de 8,43 e
134,98, respectivamente. Por outro lado, analisando-se somente o efeito da
magnitude de r, mantendo-se constante o valor de N, verifica-se que quanto menor a
estimativa r, maior serd o valor do LOD escore. Isto pode ser faciimente entendido
quando é analisado, por exemplo, o tamanho de populacdo de 50 individuos com
estimativas de r de 0,05, 0,10 e 0,20, para as quais os valores de LOD escore sao
respectivamente, 8,43, 5,26 e 2,06. Pode-se concluir, portanto, que quanto maior for o
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namero de individuos genotipados para a construcdo de mapas genéticos, maior
podera ser o valor de LOD escore minimo utilizado para inferéncia de ligagao entre
marcadores moleculares, proporcionando uma maior confiabilidade dos mapas
construidos. E, também, conclui-se que quanto maior for a perspectiva de saturagao
do mapa por marcadores, maior podera ser o limite inferior de LOD escore necessario
para inferéncia de ligacao entre marcadores moleculares.

Para populagdes com 50 individuos e estimativa de r de 0,05, o valor de LOD
escore esta limitado a 8,43 (Quadro 10). Portanto, se no processo de mapeamento é
utilizado um valor de LOD escore minimo superior ao imposto pelo tamanho da
populagdo, marcas sabidamente ligadas serdo inferidas como n&o ligadas, levando a
formagao de um numero de grupos de ligagao maior do que o real. Neste trabalho, foi
utilizado um valor de LOD escore minimo igual a 3 para inferéncia sobre a presenca
de ligacao génica, valor este inferior ao valor de LOD escore imposto pelo tamanho da
populacdo, que neste caso é de 8,43. Portanto, nas populagdes com 50 individuos
geradas a partir do genoma com saturagao de 5 cM, o fator LOD escore nao foi um
causador da nao deteccgao de ligacado génica onde esta realmente existia.

As populagdes de tamanho de 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos
geradas a partir do genoma com saturagdo de 5 cM levaram, em todas repetigdes, a
11 grupos de ligacéo (Figura 11 e Quadro 7), sem marcas nao ligadas (Quadro 8).

4.1.1.2 Populacoes segregantes simuladas a partir do genoma com saturacao
de 10 cM

Nas populagdes segregantes geradas a partir do genoma com nivel de
saturagcao de 10 cM, apenas aquelas constituidas por 50 e 100 individuos levaram a
formagao de mais de 11 grupos de ligagao (Figura 12 e Quadro 7).
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Figura 12 - Distribuicdo do numero de grupos de ligagéo (indicados no topo de cada barra) obtidos no
processo de mapeamento das populagdes simuladas em fungdo do tamanho de populagéo
segregante. Avaliagao feita em 100 repeticdes para cada tamanho de populagdo com 50, 100, 154,
200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 10 cM

Para as populagdes com 50 individuos, do total de 100 repeti¢cdes, nao houve
nenhuma com formacéo de 11 grupos de ligagdo. Sendo, portando, observado em
todas as repeticdes a formacao de numero de grupos de ligagao variando de 12 a 24,
nao consecutivamente (Figura 12). Por outro lado, para as populagdes com 100
individuos, do total de 100 repeticdes, 98 formaram 11 grupos de ligacéo e as outras
duas repeticoes formaram 12 grupos, cada. Além, da formagao de maior nimero de
grupos de ligacdo do que o esperado, também houve, para estes dois tamanhos de
populacao, a presenga de marcas nao ligadas, embora em pequeno numero (Quadro
8). Tanto para as populagbes com 50 individuos como para as com 100 individuos, o
nuamero de grupo de ligacdo observado acima do esperado foi devido a divisdo de
grupos de ligagdo em conseqiéncia da nao deteccdo de ligacao entre marcas
sabidamente ligadas. Analogamente ao apresentado anteriormente para as
populagcdées com 50 individuos geradas a partir do genoma com saturagédo de 5 cM, a
discussao sobre as causas de nao detecgao da ligacdo génica onde sabidamente ela
existia dar-se-& sobre a freqiiéncia de recombinagao e o LOD escore.

Sobre a freqliéncia de recombinacdo, sabe-se que nas populacoes

segregantes com pequeno numero de individuos ndo ha uma boa representatividade
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da diversidade de gametas produzido pelos parentais, levando a problemas na
estimativa da freqiéncia de recombinagdo, conforme ja discutido anteriormente.
Portanto, os tamanhos inadequados de populagdo com 50 e 100 individuos
proporcionaram a nao deteccado de ligacao genética onde sabidamente ela existia.
Sendo, que as populagdes de 50 individuos apresentaram-se muito inferiores para a
estimativa de freqiiéncia de recombinagao quando comparadas as populagdes com
100 individuos.

O efeito do tamanho da populacdo segregante na confiabilidade das
estimativas de freqiéncia de recombinagdo pode ser observado por meio da
estimativa do conteudo de informagao, da variancia ou do desvio padrao da estimativa
de frequéncia de recombinagédo (Quadro 9). Para uma estimativa de freqiiéncia de
recombinagao de 0,10 (ou 10 cM) observa-se uma discrepancia dos valores de desvio
padrao de 0,0094 (0,94 cM) a 0,0379 (3,79 cM), para os tamanhos de populagéao de
800 a 50 individuos, respectivamente. Portanto, populagées de tamanho reduzido
proporcionam estimativas de frequéncia de recombinagdo menos confiaveis do que
populagdes de tamanhos maiores.

Como apresentado anteriormente, o numero de individuos utilizados para a
construgdo do mapa genético € um dos fatores limitantes da estimativa de LOD
escore (Quadro 10). Para populagdes com 50 e 100 individuos e estimativa de
freqliéncia de recombinacao de 0,10, o valor de LOD escore esta limitado a 5,26 e
10,53, respectivamente. Neste trabalho utilizou-se no processo de mapeamento um
valor de LOD escore minimo igual a 3 para inferéncia sobre a presenca de ligagao
génica, valor este, inferior aos valores de LOD escore de 5,26 e 10,53, impostos pelos
tamanhos de populagdo de 50 e 100 individuos, respectivamente. Portanto, nas
populacdées com 50 e 100 individuos geradas a partir do genoma com saturacéo de 10
cM o fator LOD escore nao foi um causador da nao detecgao de ligacao génica onde
esta realmente existia.

As populagbes de tamanho de 154, 200, 300, 500 e 800 individuos geradas a
partir do genoma com saturagdo de 10 cM apresentaram, em todas as repeticdes,
formacao de 11 grupos de ligacao (Figura 12 e Quadro 7), sem marcas nao ligadas
(Quadro 8).
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4.1.1.3 Populacoes segregantes simuladas a partir do genoma com saturacao
de 20 cM

Nas populagdes segregantes geradas a partir do genoma com nivel de
saturagao de 20 cM, as constituidas por 50, 100, 154, 200 e 300 individuos levaram a

formagao de mais de 11 grupos de ligagao (Figura 13 e Quadro 7).
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Figura 13 - Distribuicdo do nimero de grupos de ligagéo (indicados no topo de cada barra) obtidos no
processo de mapeamento das populagbes simuladas em fungdo do tamanho de populagdo
segregante. Avaliacao feita em 100 repeticbes para cada tamanho de populagdo com 50, 100, 154,
200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 20 cM

Para as populagdes com 50 individuos, do total de 100 repetigcdes, houve 12
repeticdes que levaram a formacéo de 11 grupos de ligacdo (Quadro 7), e as outras
88 repeticdes apresentaram de 8 a 18 grupos de ligacéo (Figura 13). As 12 repeticoes
em que houve a formacdo de 11 grupos de ligacdo n&o foram utilizadas para as
demais analises de comparacdo de genoma apresentadas neste trabalho, pois,
apesar de terem levado a formagao de onze grupos de ligacdo, estes foram
constituidos por poucas marcas ligadas, sendo observado que a maioria das marcas

apresentou-se nao ligadas (Quadro 8).
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Para as populagcdées com 100 individuos, do total de 100 repeticbes, nenhuma
levou a formacao de 11 grupos de ligacao. Sendo, portando, observado em todas as
repeticdes a formacgdo de grupos de ligacao variando de 12 a 21 (Figura 13).

A primeira vista, poder-se-ia incorrer no erro de afirmar que o tamanho de
populacao de 50 individuos seria melhor do que o tamanho de populagdo de 100
individuos, pois, para o tamanho de populagéo de 50 individuos algumas repeticdes
levaram a formacédo de 11 grupos de ligacdo, enquanto que para o tamanho de
populacao de 100 individuos ndo houve nenhuma repeticdo que levou a formacao de
11 grupos de ligacdo. Além disto, o nimero maximo de grupos de ligagdo formado
nas populagdées com 50 individuos foi menor do que o numero maximo observado nas
populagées com 100 individuos, 18 e 21, respectivamente (Figura 13). Contudo, a
aparente vantagem do tamanho de populagao de 50 individuos sobre o tamanho de
populacao de 100 individuos € refutada, pois, 0 nUmero de marcas nao ligadas para
as populagdées com 50 individuos apresentou-se muito superior ao observado para o
tamanho de populacdo de 100 individuos (Quadro 8). Nas populagcdes com 50
individuos 0 niumero minimo e maximo de marcas nao ligadas foi de 24 e 47,
respectivamente. Enquanto nas populagdes com 100 individuos 0 niumero minimo e
maximo de marcas nao ligadas foi de 2 e 19, respectivamente.

Para as populagdes com 154 individuos, do total de 100 repeti¢des, 43 levaram
a formacao de 11 grupos de ligacdo e as outras 57 repeticdes levaram a formagéao de
12 a 14 grupos de ligacao (Quadro 7 e Figura 13).

Para as populagdes com 300 individuos, do total de 100 repeti¢cdes, 98 levaram
a formacao de 11 grupos de ligagao e as outras duas repeticoes levaram a formagéo
de 12 grupos de ligacdo, cada (Quadro 7 e Figura 13).

O numero de grupos de ligacdo observado acima do esperado, para o0s
tamanhos de populacdes citados anteriormente foi devido a divisdo de grupos de
ligagdo em consequéncia da nao deteccdo de ligagcdo entre marcas sabidamente
ligadas. Novamente, na discussdo, sera enfocado o aspecto da freqiéncia de
recombinacgéo e do LOD escore.

Conforme exposto anteriormente, o efeito do tamanho da populagcédo
segregante na confiabilidade das estimativas de frequiéncia de recombinagao pode ser
observado através da estimativa do conteldo de informacéo, da variancia ou do
desvio padrdo da estimativa de freqiéncia de recombinacdo (Quadro 9). Para uma
estimativa de freqiiéncia de recombinacdo de 0,20 (ou 20 cM) observa-se
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discrepéancia dos valores de desvio padréao de 0,0156 (1,56 cM) a 0,0626 (6,26 cM),
para os tamanhos de populacdo de 800 a 50 individuos, respectivamente. Portanto,
populagbes de tamanho reduzido proporcionam estimativas de freqiéncia de
recombinagdo menos confiaveis do que populagdes de tamanhos maiores.

Conforme ja descrito, 0 numero de individuos utilizados para a construgao de
mapas genéticos € um dos fatores limitantes da estimativa de LOD escore. Para
populagcdées com 50 individuos e estimativa de freqiiéncia de recombinacao de 0,20, o
valor de LOD escore esta limitado a 2,06, 4,12, 6,34, 8,24 e 12,36, para populacdes
com 50, 100, 154, 200 e 300 individuos, respectivamente (Quadro 10). Neste trabalho
utilizou-se no processo de mapeamento um valor de LOD escore minimo igual a 3
para inferéncia sobre a presenca de ligagao génica. Para o tamanho de populagao de
50 individuos o valor de LOD escore minimo igual a 3 foi superior ao LOD dado em
fungcdo do tamanho da populagéo (LOD escore de 2,06). Portanto, devido ao valor de
LOD minimo ser superior ao valor de LOD dado em fung¢éao do tamanho de populagéao
de 50 individuos alguns marcadores sabidamente ligados foram inferidos como nao
ligados. A inferéncia de nao ligacado de marcas quando estas estao verdadeiramente
ligadas incorre no denominado erro tipo Il, ou seja, ndao se rejeitar uma hipdtese
sabidamente falsa. Para as popula¢des de tamanho de 100, 154, 200 e 300, o valor
de LOD escore minimo igual a 3 foi inferior ao LOD dado em fun¢do do tamanho da
populagéo. Por outro lado, o fator LOD escore nao foi um causador da ndo deteccao
de ligacado génica onde esta realmente existia nas populagdes de tamanho iguais a
100, 154, 200 e 300 individuos.

Os tamanhos inadequados de populagdo com 50, 100, 154, 200, e 300
individuos gerados a partir do genoma com nivel de saturagdo de 20 cM
proporcionaram a nao deteccdo de ligacao genética onde sabidamente ela existia.
Sendo, que as populagdes de 50 e 100 individuos apresentaram-se muito inferiores
para a estimativa de freqiéncia de recombinagcdo quando comparadas as demais
populacdes.

As populagdes de tamanho de 500 e 800 individuos geradas a partir do
genoma com saturacao de 20 cM apresentaram, em todas as repeti¢cdes, formagao de
11 grupos de ligagao (Quadro 7 e Figura 13) e, além disto, ndo apresentaram, em
nenhum caso, marcas nao ligadas (Quadro 8).

Toda a discussao até entdo apresentada foi somente do efeito de tamanho de
populacao segregante na formacao dos grupos de ligagdo mantendo-se constante a
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saturacao do genoma. A discussao do efeito da saturacdo do genoma mantendo-se
constante o tamanho de populagédo segregante é apresentada a seguir.

4.1.2 Efeito da saturacao do genoma na formacao dos grupos de ligacao

O tamanho de populagao utilizado para o mapeamento genético é um fator
importantissimo na formagao dos grupos de ligacao. Mas, o processo de formacao de
grupos de ligacao é também grandemente afetado pelo nivel de saturagdo do genoma

por marcadores.

4.1.2.1 Populagcdes com 50 individuos

Para as populag¢des de tamanho de 50 individuos, obteve-se nimero de grupos
de ligagao variando de 11 a 14, 12 a 24 e 8 a 18, para os niveis de saturacao de
genoma de 5 cM, 10 cM e 20 cM, respectivamente (Figuras 11, 12 e 13). Portanto,
para o nivel de saturagdo do genoma de 5 cM foi obtido a menor amplitude de niumero
de grupos de ligagao no processo de mapeamento. Além da menor amplitude, o nivel
de saturacéo de 5 cM foi o Unico que proporcionou em 70 repeti¢cdes, do total de 100
repeticoes, a formagcado de 11 grupos de ligagdo (Quadro 7) e, com a maioria das
marcas ligadas (Quadro 8). Para o nivel de saturagdo de 10 cM e tamanho de
populacao de 50 individuos nenhuma repeticdo levou a formagado de 11 grupos de
ligacdo (Quadro 7). Para o nivel de saturagdo de 20 cM, como discutido
anteriormente, apesar de 12 repeticbes do total de 100 repeticdes terem
proporcionado a formagao de 11 grupos de ligagdo (Quadro 7), estes apresentaram
poucas marcas ligadas, ou seja, a maioria das marcas estava nao ligadas (Quadro 8).

4.1.2.2 Populacdes com 100 individuos

Para as populagdes de tamanho de 100 individuos, obteve-se numero de
grupos de ligagao igual a 11, variando de 11 a 12 e 12 a 21, para 0s niveis de
saturagdo do genoma de 5, 10 e 20 cM, respectivamente (Figuras 11, 12 e 13). O
nuamero de repeticdes, de um total de 100, em que houve a formacgao de 11 grupos de
ligacao foi de 100, 98 e 0, para os niveis de saturacdo do genoma de 5, 10 e 20 cM,
respectivamente (Quadro 7). Verifica-se novamente a superioridade de qualidade com

a utilizacdo de genomas mais saturados no mapeamento, uma vez que o nivel de
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saturacao do genoma de 5 cM foi 0 que apresentou melhor resultado em termos de
formacao de grupos de ligagdo nas populagées com 100 individuos, levando a
formagdo de 11 grupos de ligacdo em todas as repeticbes (Quadro 7) e, nao
apresentando nenhuma marca nao ligada (Quadro 8). Por outro lado, o nivel de
saturacao do genoma de 20 cM foi 0 que proporcionou 0s piores resultados nas
populagées com 100 individuos, nao propiciando a formagao de 11 grupos de ligacao
em nenhuma das repeticbes (Quadro 7) e, apresentando um grande numero de

marcas nao ligadas (Quadro 8).

4.1.2.3 Populacdes com 154 individuos

Para as populagées com 154 individuos a variacdo do numero de grupos de
ligacdo para o nivel de saturacao do genoma de 20 cM (66 marcas) foi de 11 a 14
(Figura 13). Além disto, houve, para esta saturacdo de genoma, a presenca de
marcas nao ligadas em algumas das repeticdes (Quadro 8). Por outro lado, para os
niveis de saturacéo de 5 (231 marcas) e 10 cM (121 marcas) com ndo houve variacao
do numero de grupos de ligagdo nas populagées com 154 individuos, sendo
observado para todas as repetigcdes a formacgao de 11 grupos de ligacéao (Figuras 11 e
12 e Quadro 7) e, ndo houve a presenca de marcas nao ligadas em nenhuma das
repeticoes (Quadro 8).

Faleiro (2000), utilizou uma populagdo de RIL com 154 individuos e 53 locos
(10 caracteristicas de resisténcia a doengas, o habito de crescimento e 42
marcadores moleculares) para o mapeamento da espécie Phaseolus vulgaris
(2n=2x=22). Adotando LODy» de 4,0 e rmsx de 40%, foram mapeados 43 dos 53 locos
em nove grupos de ligacao perfazendo uma distancia de recombinacao total de 247,8
cM, com distancia média entre locos de 7,3 cM. A obtengdo de nimero de grupos de
ligacao inferior ao esperado para a espécie (11 grupos de ligacédo) e a presencga de
marcas nao ligadas provavelmente foi devido ao reduzido numero de locos utilizados.
Uma vez que, no trabalho de simulagdo, populagdo com 154 individuos levou a
recuperacdao do numero de grupos de ligacdo do genoma simulado quando foram
utilizadas 231 e 121 marcas, mas néo recuperou corretamente os grupos de ligacao
quando foram utilizadas 66 marcas, havendo, inclusive marcas nao ligadas.
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4.1.2.4 Populacdes com 200 individuos

Para as populagdes com 200 individuos o numero de grupos de ligacdo no
nivel de saturacdo de genoma de 20 cM foi de 11, 12 ou 13 (Figura 13). Além disto,
houve, para esta saturacdo de genoma, a presengca de marcas ndo ligadas em
algumas das repeticoes (Quadro 8), que embora tenham sido de poucas marcas,
evidencia que este nivel de saturacdo e numero de individuos é ineficiente na
reconstrugdo do genoma verdadeiro. Por outro lado, para os niveis de saturagdo de 5
e 10 cM e tamanho de populagao de 200 individuos ndo houve variagdo do nimero de
grupos de ligacdo, sendo observado para todas as repeticbes a formacédo de 11
grupos de ligacao (Figuras 11 e 12), sem marcas nao ligadas, em todas as repeticoes
(Quadro 8).

4.1.2.5 Populagcdes com 300 individuos

Para as populagdes com 300 individuos o numero de grupos de ligacdo no
nivel de saturacao de genoma de 20 cM foi de 11 e 12 (Figura 13). Além disto, houve,
para esta saturacdo de genoma, a presenca de marcas nao ligadas em algumas das
repeticoes (Quadro 8), que embora tenham sido de poucas marcas, evidencia que
este nivel de saturacdo e numero de individuos € ineficiente na reconstrucao do
genoma verdadeiro. Por outro lado, para os niveis de saturacdo de 5 e 10 cM e
tamanho de populagéo de 300 individuos nao houve variagdo do nimero de grupos
de ligacao, sendo observado para todas as repeticoes a formacédo de 11 grupos de
ligacao (Figuras 11 e 12), sem marcas nao ligadas, em todas as repeticdes (Quadro
8).

4.1.2.6 Populacoes com 500 e 800 individuos

As populagées com 500 e 800 individuos, nos trés niveis de saturacdo do
genoma, 5, 10 e 20 cM, apresentaram em todas repeticées formacao de 11 grupos de
ligacao (Figuras 11, 12 e 13 e Quadro 7), sem marcas nao ligadas (Quadro 8).

4.1.3 Consideracodes finais sobre a formacao dos grupos de ligacao
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Uma andlise sumarizada pode ser feita observando-se os resultados
apresentados no Quadro 7. Nota-se que a utilizacdo de genoma mais saturado levou
a melhores resultados em termos de formagao de grupos de ligagdo, como descrito
abaixo.

Para as populacdes geradas a partir do genoma com nivel de saturagéo de 5
cM, para todos os tamanhos de populagbes estudados neste trabalho, 50, 100, 154,
200, 300, 500 e 800 individuos, obteve-se na maioria ou em todas as repeticdes a
formacado de 11 grupos de ligagdo. Sendo, que populagdes com 100 ou mais
individuos levaram a formagéao de 11 grupos de ligagcdo em todas as repetigoes.

Para as populagbes geradas a partir do genoma com nivel de saturacao de 10
cM nem todos os tamanhos de populacdo levaram a formacdo de 11 grupos de
ligacdo, uma vez que as populagbes com 50 individuos nao apresentaram em
nenhuma das 100 repeti¢cdes a formacao de 11 grupos de ligacao. E, somente, a partir
de populagbes com 154 é que foram obtidos 11 grupos de ligagao para todas as
repeticoes.

A pior situacao observada foi para as populagdes geradas a partir do genoma
com nivel de saturagao de 20 cM. No qual, somente a partir de populagbes com 154
individuos é que houve a formagao de 11 grupos de ligagdo, mas nao em todas as
repeticdes. Cabe ressaltar novamente que apesar da presenca de 12 repeticoes com
11 grupos de ligagdo para a populacdo de 50 individuos, estes grupos foram
totalmente descacterizados pelo excesso de marcas nao ligadas. Finalmente, a
formacao de 11 grupos de ligagdo em todas as repeticdes sé foi observada nas
populagées com 500 e 800 individuos.

De acordo com o exposto anteriormente, fica evidenciado que o nivel de
saturacdo do genoma por marcadores moleculares é um fator importante na
determinacdo da qualidade dos mapas obtidos. Pois, por exemplo, populagbes com
50 individuos levaram a formacgédo de 11 grupos de ligacao, somente quando estas
populacdes foram geradas a partir do genoma com nivel de saturacao de 5 cM. Se
trabalhamos com um genoma mais saturado, hd uma maior probabilidade de
deteccao dos eventos de recombinagao ocorridos na meiose e, consequentemente as

estimativas de freqiéncia de recombinag¢do sdo mais precisas.

4.2 Numero de marcas obtidas em cada grupo de ligacao no mapeamento
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O numero esperado de marcas por grupo de ligagdo no mapeamento das
populacdes simuladas era de 21, 11 ou 6, para as popula¢cdes simuladas a partir do
genoma com nivel de saturagao de 5, 10 ou 20 cM, respectivamente, independente do
tamanho da populagdo. Contudo, para alguns tamanhos de populacado foram obtidos
grupos de ligagdo com numero de marcas inferior ao esperado, conforme apresentado
no Quadro 11 e discutido a seguir.

O numero de marcas por grupo de ligacao foi analisado apenas nas repeticoes
em que houve a formagéo de 11 grupos de ligagdo no mapeamento (vide Quadro 7).
Ressalva-se, novamente, que apesar de terem sido formados 11 grupos de ligagao
em 12 repeticdes para o tamanho de populagdo com 50 individuos e genoma com
nivel de saturagdo de 20 cM, estas repeticobes nao foram utilizadas nas andlises
apresentadas a seguir em fungao do pequeno numero de marcas ligadas nos grupos
formados.

Repeticdes com presenca de marcas nao ligadas para pelo menos um dos 11
grupos de ligacao foram obtidas apenas para as populagées de tamanho de 50 e 100
individuos, nos niveis de saturacdo de genoma de 5 e 10 cM, respectivamente. Para o
nivel de saturagdo de 20 cM foram obtidas repeticbes com marcas nao ligadas para
os tamanhos de populacao de 154, 200 e 300 individuos (Quadro 11).

Nas populagdes com 50 individuos e nivel de saturagdo do genoma de 5 cM,
somente o grupo de ligacdo 9 apresentou repeticdo com menos de 21 marcas. Para
as populagbes com 100 individuos e nivel de saturagdo do genoma de 10 cM,
somente os grupos de ligacdo 3, 5 e 8 apresentaram repeticdo com menos de 11
marcas. Para as populagbes com 154 individuos e nivel de saturacao do genoma de
20 cM, todos os grupos de ligacao apresentaram repeticoes com menos de 6 marcas.
Para este tamanho de populagdo, o nUmero maximo de repeticdes com menos de 6
marcas foi de 7, obtido para o grupo de ligagdo 10. Nas populagbes com 200
individuos e nivel de saturagdo do genoma de 20 cM, os grupos de ligacdo 5, 6, 7 e
11 ndo apresentaram repeticdes com numero de marcas inferior a 6. Para as
populagdes com 300 individuos e nivel de saturacao do genoma de 20 cM, apenas 0s
grupos de ligagdo 3 e 11 apresentaram repeticdo com menos de 6 marcas (Quadro
11).

O numero de marcas nao ligadas nos casos acima descritos foram apenas de
uma ou duas marcas, sendo que o caso de duas marcas nao ligadas sé foi obtido
para o grupo de ligacdo 4 nas populagées com 154 individuos derivada do genoma
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com nivel de saturagdo de 20 cM (Quadro 12). Ressalta-se que o exposto no Quadro
8 é diferente do apresentado no Quadro 12, uma vez que na primeira foram incluidas
todas as 100 repeticbes, independente do niumero de grupos de ligagdo formado. Na
segunda, foram analisadas somente as repeticbes com formacdo de 11 grupos de
ligacao.

A formagéao de 11 grupos de ligagdo e sem a presenca de marcas nao ligadas
em todas as repeticbes poderia servir como um indicativo do tamanho minimo de
populacao na qual os mapas obtidos seriam representativos do genoma verdadeiro.
Tomando essa premissa como verdadeira, para o nivel de saturagdo de 5 cM do
genoma utilizado para geracao de populagdes, o numero minimo de individuos para o
mapeamento genético seria de 100 individuos, de acordo com o obtido neste trabalho
de simulacdo. Para o nivel de saturagdo de 10 cM do genoma, o nimero minimo seria
de 154 individuos na populagédo segregante. Para o nivel de saturagao de 20 cM do
genoma utilizado para geragao de populagdes, o numero minimo de individuos para o

mapeamento genético seria de 500 individuos na populagao segregante.
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Quadro 11 - Namero de ocorréncias em que o total de marcas em cada grupo de ligagao foi igual a 21, 11 e 6, para as saturagdes
de genoma de 5 cM, 10 cM e 20 cM, respectivamente. Avaliagdo feita apenas nas repeticbes em que houve a formacgéo de 11

grupos de ligacdo no mapeamento das populacdes simuladas, conforme apresentado no Quadro 7

Saturacao Tamanho~de NRA' Grupo de ligagao
do genoma | populagdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

50 70 7002 70(0) 70(0) 70(0) 70(0) 70(0) 70(0) 70(0) 69(1) 70(0)  70(0)
100 100 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)
154 100 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)

5cM 200 100 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
300 100 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
500 100 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
800 100 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)
100 98 98(0) 98(0) 97(1) 98(0) 97(1) 98(0) 98(0) 97(1) 98(0) 98(0)  98(0)
154 100 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
200 100 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)

10oM 300 100 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)
500 100 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)
800 100 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
154 43 40 (3) 41 (2) 41 (2) 37 (6) 40 (3) 41 (2) 42 (1) 42 (1) 42 (1) 36 (7) 40 (3)
200 86 85(1) 85(1) 85(1) 85(1) 86(0) 86(0) 86(0) 85(1) 85(1) 85(1) 86(0)

20 cM 300 98 98 (0) 98 (0) 97 (1 98 (0) 98 (0) 98 (0) 98 (0) 98 (0) 98 (0) 98 (0) 97 (1
500 100 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)
800 100 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)

" NRA = nimero de repeticdes avaliadas, ou seja, aquelas com formagéo de 11 grupos de ligagdo no mapeamento;
2 0 nimero de ocorréncias em que o total de marcas em cada grupo de ligacéo foi diferente de 21, 11 e 6, respectivamente, para os niveis de saturagéo de 5,
10 e 20 cM, esta entre parénteses.
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Quadro 12 - Numero maximo de marcas nao ligadas por grupo de ligacao nas populagcées simuladas em que houve a formacéao de
onze grupos de ligacdo. Avaliacao feita somente para os grupos de ligacdes em que houve alguma repeticdo com marcas nao

ligadas, conforme apresentado no Quadro 11

Grupo de ligacao

Saturagao do Tamanho~de NER.
genoma populacao 3 5 6 7 10 11
5cM 50 70 - - - - - -
10 cM 100 98 1 1 - - - -
154 43 1 1 1 1 1 1
20 cM 200 86 1 - - - 1 -
300 98 1 - - - - 1

Nota:

a) Os tragos (-) no quadro acima indicam os grupos de ligagdo em que todas as repeticdes analisadas apresentaram o nimero de marcas esperadas, ou seja,
21, 11 e 6 marcas por grupo de ligagdo nos genomas com saturagao de 5, 10 e 20 cM, respectivamente.
b) A correta andlise deste quadro faz-se da seguinte maneira: por exemplo, volte ao Quadro 11 e observe no nivel de saturagdo do genoma de 20 cM o
tamanho de populacdo de 154 individuos. Verifica-se que todos os grupos de ligagao apresentam repeticdes com nimero de marcas inferior ao esperado (6
marcas), e que para o grupo de ligagao 4 houve seis repeticdes. Para saber qual foi o nUmero maximo de marcas nao ligadas nestas repeticdes recorre-se ao
Quadro 12, verificando-se que para o grupo de ligagao 4 das seis repetigcdes que apresentaram marcas nao ligadas, a repetigdo que apresentou maior nimero
de marcas néo ligadas foi de 2 marcas.
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4.3 Correlacao de Spearman

A correlagdo de Spearman foi utilizada para identificagdo de inversdo da
posicdo de marcas dentro de cada um dos 11 grupos de ligacdo formados no
mapeamento. Esta avaliagdo so foi realizada nas repeticbes em que foram formados
11 grupos de ligagcao (vide Quadro 7).

Valores de correlacao de Spearman iguais a unidade indicam que a ordem das
marcas no grupo de ligagdo obtido no mapeamento das populagbes segregantes nao
foi alterada em relagao a ordem previamente conhecida no genoma o qual foi utilizado
para a geracado das populacdes. Por outro lado, se os valores de correlagdo de
Spearman sao diferentes da unidade, ou seja, menores do que 1, indicam que a
ordem das marcas no grupo de ligacao obtido no mapeamento das populacdes
segregantes foi alterada em relacdo a ordem previamente conhecida no genoma o
qual foi utilizado para a geracao das populagées.

Repeticdes com presenca de valores de correlacao de Spearman diferente da
unidade para alguns dos 11 grupos de ligacao foram obtidas para as populacdes
segregantes nos trés niveis de saturacao de genoma estudados (Quadro 13).

Para o nivel de saturacdao de 5 cM, os tamanhos de populacao de 50, 100 e
154 individuos apresentaram repeticoes com valores de correlacdo de Spearman
diferente da unidade. Sendo, que a presenga de marcas invertidas no grupo de
ligagcdo foi maior nas populacbes de menor tamanho, uma vez que para as
populagbes de tamanho de 50 individuos todos os grupos de ligacao apresentaram
repeticbes com inversdo de ordem de marcas, enquanto que para o tamanho de
populacdo de 100 individuos apenas os grupos de ligacédo 1, 4, 5, 10 e 11
apresentaram repeticbes com inversdo de ordem de marcas. E, finalmente, para o
tamanho de populagdo de 154 individuos somente o grupo de ligagao 6 apresentou
uma repeticdo com inversao de ordem de marcas.

Para o nivel de saturagcdo do genoma de 10 cM, apenas os tamanhos de
populagdo com 100 e 154 individuos apresentaram repeticbes com inversdo na ordem
de marcas. Sendo, também, observado maior freqiéncia de inversao de marcas nas
populagbes com menor numero de individuos, uma vez que para o tamanho de
populacao de 100 individuos os grupos de ligagdo 1, 2, 8, 10 e 11 apresentaram
repeticbes com marcas invertidas. E, para o tamanho de populacéo de 154 individuos,
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somente o grupo de ligagdo 2 apresentou uma repeticdo com inversdao de ordem de
marcas.

Resultado inesperado foi observado para as populagées geradas a partir do
genoma com saturacdo de 20 cM, nas quais foi observada inversdo de ordem de
marcas apenas para o tamanho de populagdo de 200 individuos nos grupos de
ligacdo 5, 6 e 9. A ndo ocorréncia de inversao para o tamanho de populagao de 154
individuos e a ocorréncia para o de 200 individuos pode ser devida a menor
quantidade de repeticbes avaliadas no primeiro tamanho de populacao (43 repeticoes)
em relagcao ao segundo tamanho (86 repeticées) (Quadro 13).

Numa avaliagdo rapida, sem muitos critérios, poder-se-ia incorrer no erro de
afirmar que o tamanho de populagdo de 154 individuos, derivada do genoma com
nivel de saturacao de 20 cM, seria mais adequada para mapeamento do que as
populagbes com 154 individuos geradas a partir dos genomas com niveis de
saturagado de 5 e 10 cM. Uma vez que as populagdes de 154 individuos geradas a
partir do genoma com nivel de saturacdo de 20 cM ndo apresentaram nenhuma
inversao de ordem de marcas nas repeticbes avaliadas, enquanto que para as
populagdes com 154 individuos geradas a partir dos genomas com niveis de
saturacao de 5 e 10 cM houve uma repeticdo com inversao de ordem de marcas, nos
grupos de ligacao 6 e 2, respectivamente (Quadro 13). Mas, a avaliagdo da qualidade
do tamanho de populagdo em formar bons mapas n&o deve ser baseada apenas na
correlacdo de Spearman. Na avaliagdo do numero de repeticbes com presenca de
marcas nao ligadas, as populagdes com 154 individuos geradas a partir do genoma
com nivel de saturagdo de 20 cM foram as que apresentaram maior numero de
repeticbes com marcas nao ligadas (Quadro 11), portanto com esta avaliagdo nao se
cometeria o0 erro em afirmar que o tamanho de populacdo de 154 individuos derivado
do genoma menos saturado (20 cM) seria melhor do que as populagbes de 154
individuos derivadas dos genomas mais saturados (5 e 10 cM).

A inversao de ordem de marcas dentro de grupos de ligagdo foi maior tanto
quanto menores foram os tamanhos de populagdes utilizadas no mapeamento.
Portanto, a utilizacdo de populagdes de tamanhos inadequados nos trabalhos de
mapeamento pode levar a graves problemas relacionados a posicionamento de
marcas nos grupos de ligacdo encontrados, podendo por exemplo, levar a resultados
equivocados nos processos de mapeamento de QTLs e selecao assistida por

marcadores moleculares.
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Quadro 13 - Numero de repeticoes em que a correlagdo de Spearman em cada grupo de ligacao foi igual a unidade. Avaliagao feita
apenas nas repeticoes em que houve a formagao de 11 grupos de ligagdo no mapeamento das populagdes simuladas, conforme
apresentado no Quadro 7

Saturacao do Tamanho~de NRA' Grupo de ligagao
genoma populagéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
50 70 58 (12)> 51(19) 60(10) 53(17) 52(18) 50(20) 50(20) 45(25) 61(9) 48(22) 57(13)
100 100 98(2) 100(0) 100(0) 98(2) 991 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 99 (1 98 (2)
154 100 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 99(1) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
5cM 200 100 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
300 100  100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0)
500 100  100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0)
800 100 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
100 98 97(1) 97(1) 98(0) 98(0) 98(0) 98(0) 98(0) 97(1) 98(0) 97(1) 96(2)
154 100  100(0) 99 (1 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0)
200 100 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
10oM 300 100 100(0) 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
500 100 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0)
800 100  100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0)
154 43 43(0)  43(0) 43(0) 43(0) 43(0) 43(0) 43(0) 43(0) 43(0) 43(0)  43(0)
200 86 86(0) 86(0) 86(0) 86(0) 85(1 85(1) 86(0) 86(0) 85(1) 86(0) 86(0)
20 cM 300 98 98(0) 98(0) 98(0) 98(0) 98(0) 98(0) 98(0) 98(0) 98(0) 98(0)  98(0)
500 100 100(0) 100 (0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100 (0) 100 (0)
800 100 100(0) 100 (0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100 (0) 100(0) 100 (0) 100 (0)

"\ NRA = niimero de repeticdes avaliadas, ou seja, aquelas com formagao de 11 grupos de ligagdo no mapeamento;
%\ Numero de repeticdes em que a correlagdo de Spearman foi diferente de 1 esta entre parénteses.
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4.4 Tamanho dos grupos de ligacao

O tamanho de cada grupo de ligagao foi obtido pela média aritmética dos
tamanhos dos grupos de ligagdo obtidos nas repeticbes com formacao de 11 grupos
de ligagdo. Os valores de tamanho médio dos grupos de ligagdo e seus desvios
padrdo obtidos para os varios tamanhos de populagcdo segregantes utilizadas no
mapeamento genético estao apresentados no Quadro 14. O tamanho de cada grupo
de ligagao esperado apds o0 mapeamento das populagdes segregantes era de 100 cM,
pois, este era o tamanho de cada grupo de ligagao nos trés niveis de saturagédo do
genoma utilizados para geragao das populagdes segregantes.

Analisando-se o efeito do tamanho de populagao dentro do nivel de saturacao
do genoma de 5 cM verifica-se a aproximagao do tamanho médio dos grupos ao valor
esperado de 100 cM de ligacao a medida que aumenta-se o tamanho das populacdes
segregantes de 50 para 800 individuos. Por exemplo, para o grupo de ligagao 1, tem-
se que o tamanho médio do grupo de ligagao foi de 105,3 e 102,8 cM, para os
tamanhos de populagdo de 50 e 800 individuos, respectivamente (Quadro 14).
Excecéo a este comportamento foi observado apenas para o grupo ligacao 6, onde o
tamanho médio do grupo de ligagao foi de 102,1 e 102,9 cM, para os tamanhos de
populacdo de 50 e 800 individuos, respectivamente. Uma explicagcdo para
aproximagao do tamanho médio dos grupos de ligacdo ao valor esperado de 100 cM a
medida que se aumenta o tamanho da populacdo segregante é a reducdo da
amplitude de variagdo dos tamanhos de grupos de ligagdo obtidos entre repeti¢des.
Esta reducdo da amplitude de variacdo dos tamanhos de grupos ligacao em torno da
média pode ser observada pela redug¢do do desvio padrdo com o aumento do nimero
de individuos nas populagbes segregantes. Por exemplo, para o grupo de ligagcao 1
tem-se que o desvio padréo foi de 11,7 e 2,9 cM, para os tamanhos de populacéo de
50 e 800 individuos, respectivamente. Além, desta explicacdo em termos estatisticos,
ha uma explicagao biolégica dada pela melhoria das estimativas das freqiiéncias de
recombinagdo a medida que se aumenta o tamanho das populagdes segregantes
utilizadas no mapeamento, consequentemente melhorando as estimativas de

freqUéncia de recombinagao, como ja discutido em topicos anteriores.
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Quadro 14 - Tamanho médio de grupos de ligacao e seu desvio padrdao em fungdo do tamanho de populagéo e nivel de saturagao
do genoma. Avaliagdo feita apenas nas repeticbes em que houve a formagdo de 11 grupos de ligagdo no mapeamento das
populacdes simuladas, conforme apresentado no Quadro 7

Grupo de ligagao

L2
S.G. T.P. | N.R. ] 5 3 ) 5 6 7 8 3 10 17 Média
50 70 105,3a 107,8a 105,6 a 104,0a 1053a 102,1a 104,7a 107,5a 1054a 104,0a 106,3 a 105,3 a
(11,7) (13,2) (10,4) (12,4) (11,8) (12,6) (10,4) (12,9) (10,4) (12,9) (12,5) (12,0)
100 100 103,9a 103,7b 102,2 b 104,0a 103,4a 102,0a 102,4a 102,8b 1044a 104,9a 102,5b 104,2 b
(9,0) (7,9 (7.,8) (8,5) 7.7) (9,1) (8,4) (7.,1) (7.,5) (7,8) (7,4) (8,1)
154 100 103,7a 104,3ab 105,3ab 102,8a 104,8a 105,1a 104,1a 104,7ab 104,1a 102,9a 104,0ab 103,3 bc
(6,3) (7.,3) (6,40) (5,7) (7,2) (6,7) (5,9) (6,4) (6,7) (6,8) (6,1) (6,5)
5cM 200 100 103,0a 102,3b 102,8 ab 102,6a 102,2a 103,4a 1025a 103,3b 1025a 103,6a 103,0 ab 103,2¢c
(5,8) (5,7 (5,5) (5,7) (5,0 (5,9) (6,0) (6,3) (5,9) (6,0) (5,4) (5,7
300 100 1025a 102,2b 103,2 ab 102,0a 103,4a 103,2a 102,7a 1029b 1028a 102,9a 103,6 ab 1029c
(3,7) (4,5) (5,0 (3,9 (4.,6) (5,0) (4,4) (4,3) (5,0 (4,9) (4,5) (4.,6)
500 100 103,1a 103,2b 102,8 ab 1036a 1029a 103,8a 103,2a 103,2b 1029a 103,6a 102,4 b 102,8 ¢
(3,2) (3,4) (3,2) 3,2) (3,5) (3,0) (3,7) (3,2) (3,6) (3,0) (3,8) (3,4)
800 100 102,8a 102,6b 102,4 ab 102,9a 102,8a 1029a 103,2a 103,2b 1026a 103,0a 102,3 b 102,8 ¢
(2,9) (2,5) (2,6) (2,8) (2,7) (3,0) (2,9) (2,9) (2,5) (2,6) (2,7) (2,7)
100 98 104,3a 105,1a 103,7 a 105,0a 105,0a 1056a 103,2a 103,6a 1046a 104,0a 104,8 a 104,4 a
9,1) (9,4) (8,9) (9,0) (8,5) (8,2) (8,2) (9,0) (7,9 (9,1) (9,1) (8,8)
154 100 103,2a 103,2a 103,2 a 103,8a 103,2a 1029b 104,2a 103,8a 104,8a 104,4a 103,5a 103,6 ab
(7,2) (7.,4) (7,2) (6,6) (7,2) (6,4) (7,2) (8,0 (7.,1) (7,5) (6,5) (7.,1)
200 100 103,0a 103,1a 103,3 a 102,7a 104,0a 1029b 1024a 102,1a 104,7a 103,0a 103,2a 103,1 bc
10 oM (6,5) (7,1) (6,5) (5,6) (6,6) (5,2) (5,9) (5,6) (5,9) (6,9) (6,0 (6,2)
300 100 1024a 103,6a 103,1 a 103,2a 102,9a 103,9ab 103,2a 102,7a 102,8a 102,7a 103,0 a 103,1 bc
(5,4) (5,3) (5,0 4,7) (5,4) (4,9 (5,0 (4,5) (4.,8) (4,6) (4,8) (4,9)
500 100 102,8a 103,0a 102,8 a 103,1a 102,9a 103,0ab 103,1a 102,7a 103,1a 102,8a 102,7 a 102,9 bc
(4,1) (4,0 (3,7) (4,0) (4,2) (3,9) (4,1) (3,9 (3,8) (3,7) (3,8) (3,9
800 100 102,3a 102,7 a 103,4 a 102,4a 102,6a 103,1ab 103,1a 103,2a 1025a 103,0a 102,2 a 102,8 ¢
(3,0) (2,7) (2,9) (2,9) (3,0) (3,2) (3,1) (3,0) (3,2) (3,2) (2,8) (3,0)
154 43 98,8 a 99,6 ab 979b 97,5b 98,7 a 100,2 a 99,3 a 98,4 a 98,6 a 96,9 b 97,4 b 98,5b
(10,4) (8,0) (6,9) (11,5) (8,6) (6,7) (7,7) (8,3) (6,8) (10,1) (8,6) (8,6)
200 86 1009 a 98,4 b 101,8 a 100,2ab 100,6a 101,9a 101,4a 100,9a 101,2a 101,2a 100,2 ab 100,8 a
(7.,5) (7,2) (6,8) (8,1) (7.,1) (7,1) (6,9) (7.6) (7.,8) (7,3) (6,6) (7.,3)
20cM 300 98 100,5a 101,4a 101,0ab 101,1ab 101,1a 100,6a 102,3a 1005a 101,3a 101,5a 101,0a 101,1a
4,7) (6,1) (6,2) (6,0 (5,7) (5,7) (6,0) (5,49) (6,3) (5,8) (6,5) (5,9)
500 100 101,2a 100,7ab 101,0 ab 101,6a 101,0a 100,8a 101,0a 100,6a 101,3a 100,8a 100,2 ab 1009 a
(3,9) (3,9) (4,2) (4,5) (4,1) (4,8) (4,1) (4,9) (4,2) (4,3) (4,3) (4,3)
800 100 1004a 100,9ab 101,2ab 100,4ab 100,5a 100,3a 101,2a 1004a 101,0a 100,4ab 101,1a 100,7 a
(3,6) (3,4) (3,7) (3,77) (3,4) (3,4) (3,6) (3,3) (3,2) (3,7) (3,6) (3,5)

'\ Entre parénteses estdo os valores de desvio padrao; \ Média dos onze grupos de ligagao;

S.G.= Saturagao do genoma; T.P.= Tamanho da populac¢ao; N.R.= nimero de repeti¢des avaliadas;
Médias seguidas por letras iguais nas colunas, dentro de cada nivel de saturagdo do genoma, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

(P<0,01).
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Uma melhor visualizagdo do comportamento do tamanho médio dos grupos de
ligacdo e do desvio padrdo com o aumento do numero de individuos no nivel de
saturacao do genoma de 5 cM pode ser observado nas Figuras 14 e 15, que apesar
de representarem apenas o comportamento observado para o grupo de ligacéo 1, é
representativo do ocorrido para todos os grupos de ligacao analisados dentro do nivel
de saturacédo do genoma de 5 cM. Fica evidente o efeito da reducao da amplitude de
variagdo dos tamanhos de grupos de ligacdo com o aumento do tamanho das
populacdes segregantes. Esta reducdo também pode ser visualizada na Figura 15
pela analise do comportamento dos valores de desvio padrdo apresentado nos topos
de cada barra.
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Figura 14 - Dispersao dos valores de tamanho do grupo de ligagdo 1 em fungdo do tamanho de
populagdo segregante. Avaliagao feita nas populagdes com 50, 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos,
simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 5 cM.
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Figura 15 - Tamanho médio do grupo de ligagdo 1 e seu desvio padrdo (linha vertical no topo de cada
barra) em funcado do tamanho de populagdo segregante. Avaliacao feita nas populacées com 50, 100,
154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 5 cM.

A realizacao do teste de Tukey (P< 0,01) permite a avaliagdo estatistica dos
efeitos de tamanho de populagdo no tamanho dos grupos de ligagdo formados no
mapeamento das populagdes simuladas. Para os grupos de ligacéo 1, 4, 5,6,7,9 e
10 ndo houve diferenca significativa entre médias para os diferentes tamanhos de
populagéo no nivel de saturagdo do genoma de 5 cM. A analise utilizando-se a média
geral (Ultima coluna do Quadro 14) permite concluir que a medida que aumenta-se o
tamanho de populagdo ha ao o tamanho do grupo de ligacdo aproxima-se do valor
esperado de 100 cM. Sendo, que a partir do tamanho de populagao de 154 individuos
nao ha mais diferencgas significativas da médias do tamanho dos grupos de ligagéo.

Para as populagbes geradas a partir do genoma com nivel de saturacao de 10
cM houve, assim como para as populacdes geradas a partir do genoma de 5 cM, uma
aproximacao do tamanho médio dos grupos de ligacao ao valor esperado de 100 cM a
medida que aumentou-se o tamanho das populagbes segregantes de 100 para 800
individuos. Por exemplo, para o grupo de ligagao 1, tem-se que o tamanho médio do
grupo de ligagéao foi de 104,3 e 102,3 cM, para os tamanhos de populagcéo de 100 e
800 individuos, respectivamente (Quadro 14). Também, os valores de desvio padréo
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diminuiram com o aumento do tamanho das populagcbes. Por exemplo, para o grupo
de ligacao 1 tem-se que o desvio padrao foi de 9,1 e 3,0 cM, para os tamanhos de
populagcdo de 100 e 800 individuos, respectivamente. As explicagbes para a
aproximacao do tamanho médio dos grupos de ligacdo ao valor esperado e a reducao
do desvio padrdao sdo as mesmas apresentadas para as populacdes geradas a partir
do genoma com nivel de saturacdo de 5 cM. Uma melhor visualizacdo do
comportamento do tamanho médio dos grupos de ligacdo e desvio padrdo com o
aumento do numero de individuos pode ser observado nas Figuras 16 e 17, que
apesar de representarem apenas o comportamento observado para o grupo de
ligacdo 1, é representativo do ocorrido para todos os grupos de ligacdo analisados
dentro do nivel de saturacdo do genoma de 10 cM.
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Figura 16 - Dispersado dos valores de tamanho do grupo de ligagdo 1 em fungdo do numero de
individuos na populacao segregante. Avaliacao feita nas populacées com 100, 154, 200, 300, 500 e
800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagéo de 10 cM.
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Figura 17 - Tamanho médio do grupo de ligagao 1 e seu desvio padrao (linha vertical no topo de cada
barra) em fungdo do tamanho de populacdo segregante. Avaliacao feita nas populacées com 100, 154,
200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 10 cM.

No nivel de saturacdo do genoma de 10 cM é possivel concluir pelo teste de
média que apenas para o0 grupo de ligacdo 6 houve diferengca estatisticamente
significativa entre médias dos diferentes tamanhos de populac¢des. A analise da média
geral (ultima coluna do Quadro 14), através do teste de média, mostra a aproximagao
do tamanho do grupo de ligagdo ao valor esperado com o aumento do tamanho de
populacao.

Nas populag¢des geradas a partir do genoma com nivel de saturagdo de 20 cM,
o tamanho médio de grupos de ligacdo apresentou um comportamento um pouco
distinto daquele obtido nas popula¢des geradas a partir dos genomas com niveis de
saturacao de 5 e 10 cM. Para o menor tamanho de populagdo (154 individuos)
avaliado no genoma de saturacdao de 20 cM foram obtidas menores médias de
tamanhos de grupos de ligagdo em relacdo ao obtido para as populagdes com 800
individuos, em todos os grupos de ligagao (Quadro 14). E, como visto anteriormente,
0s maiores tamanhos de grupos de ligagao para os niveis de saturagao de 5 e 10 cM
foram obtidos para as menores populagdes. Por outro lado, o comportamento do
desvio padrdo nao se apresentou diferente do observado para as populagdes de 5 e
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10 cM, ou seja, o seu valor decresceu a media que aumentou-se 0 numero de
individuos nas populagdes segregantes, por exemplo, para o grupo de ligacédo 1, o
valor de desvio padréo foi de 10,4 e 3,6 cM, para os tamanhos de populagdo de 154 e
800 individuos, respectivamente (Quadro 14). Uma melhor visualizagdo do
comportamento do tamanho médio dos grupos de ligacdo e desvio padrdo com o
aumento do numero de individuos pode ser observado nas Figuras 18 e 19, que
apesar de representarem apenas o comportamento observado para o grupo de
ligacdo 1, é representativo do ocorrido para todos os grupos de ligacdo analisados
dentro do nivel de saturacdo do genoma de 20 cM.
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Figura 18 - Dispersao dos valores de tamanho do grupo de ligagdo 1 em fungdo do numero de
individuos na populagao segregante. Avaliagcao feita nas populagdes com 154, 200, 300, 500 e 800
individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagéo de 20 cM.
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Figura 19 - Tamanho médio do grupo de ligagao 1 e seu desvio padrao (linha vertical no topo de cada
barra) em fungao do tamanho de populagao segregante. Avaliagéo feita nas populagdes com 154, 200,
300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 20 cM.

No nivel de saturacdo de 20 cM, os grupos de ligacdo 2, 3, 4, 10 e 11
apresentaram diferenca significativa pelo teste de comparagdo de médias entre os
diferentes tamanhos de populagdo analisados. O teste para a média geral (Gltima
coluna do Quadro 14) levou a um resultado adverso ao apresentado para os niveis de
saturacao de 5 e 10 cM. Pois, a populagdo de menor numero de individuos foi a que
apresentou o menor tamanho médio de grupo de ligagao.

Da interpretacdo dos resultados encontrados nas avaliagbes dos varios
tamanhos de populagdes nos trés niveis de saturacdo de genoma, pode-se inferir que
a precisao obtida na recomposicdo do tamanho verdadeiro do genoma € maior tanto
quanto forem maiores os tamanhos de populagdes utilizadas no processo de
mapeamento, independente do nivel de saturacdo do genoma por macas

moleculares.
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4.5 Distancia média de marcas adjacentes

A distancia média de marcas adjacentes dentro de cada grupo de ligacao foi
obtida pela estimativa de duas médias, como descrito a seguir. Primeiramente,
obteve-se uma média aritmética das distancias entre marcas adjacentes dentro de
cada grupo de ligagdo nas repeticbes em que houve a formagédo de 11 grupos de
ligacdo no mapeamento. Posteriormente, obteve-se uma segunda média aritmética
entre as médias aritméticas primeiramente obtidas em cada repeticao.

Os valores de distancia média entre marcas adjacentes e seu desvio padrao
obtido para os varios tamanhos de populagdo segregantes utilizadas no mapeamento
genético estdo apresentados no Quadro 15. A distancia média entre marcas
adjacentes esperado era de 5, 10 ou 20 cM, para as populagbes segregantes geradas
a partir dos genomas com niveis de saturacao de 5, 10 ou 20 cM, respectivamente.

Analisando-se o efeito do tamanho de populagao dentro do nivel de saturacao
do genoma de 5 cM verifica-se a aproximacado do valor de distancia média entre
marcas adjacentes ao valor esperado de 5 cM a medida que se aumenta o tamanho
da populagao segregante de 50 para 800 individuos, para todos os grupos de ligagao.
Por exemplo, para o grupo de ligacdo 1 tem-se que a distancia média foi de 5,26 e
5,14 cM, para os tamanhos de populagdo de 50 e 800 individuos, respectivamente
(Quadro 15). Excecao a este comportamento foi observado apenas para o grupo
ligacdo 6, onde a distancia média foi de 5,10 e 5,14 cM, para os tamanhos de
populagdo de 50 e 800 individuos, respectivamente. Uma explicagdo para a
aproximacao do valor da distancia média entre marcas adjacentes ao valor esperado
guando se aumenta de 50 para 800 individuos é a reducao da amplitude de variagao
dos valores de distancia média obtidos entre repeticdes. Esta reducdo da amplitude
de variagao dos valores de distancia em torno da média pode ser observada pela
reducdo dos valores de desvio padrdo a medida que se aumentou 0 numero de
individuos nas populagdes segregantes. Por exemplo, para o grupo de ligacdo 1, tem-
se que o desvio padrao foi de 0,58 e 0,14 cM, para os tamanhos de populagdo de 50
e 800 individuos, respectivamente.
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Quadro 15 - Distancia média entre marcas adjacentes e seu desvio padrdo em funcdo do tamanho de populagédo e nivel de
saturacao do genoma. Avaliacdo feita apenas nas repeticbes em que houve a formagao de 11 grupos de ligagdo no mapeamento

das populacées simuladas, conforme apresentado no Quadro 7

Grupo de ligagao

S.G. | T.P. | NR. Média ?
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
50 70 526a 539a  528a 520a 526a 510a 523a 587a 527a 520a 53la | 526a
(0,58) (0,66) (0,52) (0,62) (0,59) (0,63) (0,52) (0,64) (0,52) (0,64) (0,62) (0,63)
100 100 5.19a  518b  511b  520a 517a  510a  512a  514b  522a  524a  512b | 5116bc
(0,45) (0,39) (0,39) (0,42) (0,38) (0,45) (0,42) (0,35) (0,37) (0,39) (0,37) (0,40)
154 100 5.18a 521ab 526a 514a 524a  525a  520a 523ab 520a 514a 520ab | 521b
(0,31) (0,36) 0,32) (0,28) (0,36) (0,33) (0,29) (0,32) (0,33) (0,34) (0,30) 0,32)
5cM 200 100 515a  511b  514ab 513a 511a  517a  512a 516b  512a 518a 515ab | 514c
(0,29) (0,28) 0,27) (0,28) (0,25) (0,29) (0,30) (0,31) (0,29) (0,29) (0,27) (0,28)
300 100 512a  511b  516ab 510a 517a  516a  513a  514b  514a 514a 518ab | 514c
(0,18) (0,22) (0,25) 0,19) (0,23) (0,25) (0,22) (0,21) (0,25) (0,24) 0,22) (0,28)
500 100 515a  516b  514ab 518a 514a  519a  516a 516b 514a 518a  512b | 516¢
(0,16) (0,17) (0,16) (0,16) (0,17) (0,15) (0,18) (0,16) (0,18) (0,15) 0,19) 0,17)
800 100 514a  513b  512ab 514a 514a 514a  516a 516b  513a 515a 511b | 514c
(0,14) (0,12) (0,13) (0,14) (0,13) (0,15) (0,14) (0,14) (0,12) (0,13) (0,13) (0,13)
100 98 1043a 1051a 10,38a 1050a 10,51a 1056a 10,32a 1037a 1046a 1040a 10,73a | 1045a
(0,91) (0,94) (0,89) (0,90) (0,84) (0,82) (0,82) (0,89) (0,79) (0,91) 0,91) (0,87)
154 100 1032a 1032a 10,32a 10,38a 10,32a  10,29b  1042a 10,38a 1048a 1044a 1035a | 10,36ab
(0,72) (0,74) 0,72) (0,66) (0,72) (0,64) (0,72) (0,80) (0,71) (0,75) (0,65) 0,71)
200 100 1080a 1031a 1033a 1027a 1040a 10,29b 10,23a 10,20a 10,47a 10,30a 10,31a | 10,31bc
10 cM (0,65) (0,71) (0,64) (0,56) (0,65) (0,52) (0,59) (0,55) (0,58) (0,69) (0,60) (0,62)
300 100 1024a 1036a 1031a 1032a 1029a 1039ab 10,32a 10,27a 10,28a 10,27a 10,30a | 10,31bc
(0,54) (0,53) (0,50) (0,47) (0,54) (0,49) (0,50) (0,45) (0,48) (0,46) (0,48) (0,49)
500 100 10.28a 10,30a 1028a 1031a 1029a 1030ab 1031a 1027a 1031a 10,28a 10,27a | 10,29 bc
(0,41) (0,40) (0,37) (0,40) (0,42) (0,39) (0,41) (0,39) (0,38) (0,37) (0,38) (0,39)
800 100 10.23a 1027a  1034a 1024a 1026a 1031ab 1031a 10,32a 10,25a 10,30a 10,22a | 10,28¢c
(0,30) (0,27) (0,29) (0,29) (0,30) (0,32) (0,31) (0,30) (0,32) (0,32) (0,28) (0,30)
154 43 2003a 20,12ab 19,79a 20,5a 20,02a 20,23a  1995a 19,78a 19,83a 20,04a 19,77a | 1997b
(1,67) (1,31) (1,36) (1,51) (1,45) (1,08) (1,40) (1,59) (1,29) (1,40) (1,45) (1,41)
200 8 2024a 1974b  2041a 2008a 20,13a 2038a 20,29a 20,22a 20,28a 20,29a 20,04a | 20,19a
(1,43) (1,46) (1,25) (1,54) (1,43) (1,41) (1,39) (1,42) (1,50) (1,35) (1,33) (1,41)
s0cM 300 98 20,10a  2029a  2025a 2023a 2022a 20,12a 2046a 20,11a 20,27a 20,30a 2025a | 20,24a
(0,94) (1,22) (1,17) (1,20) (1,15) (1,14) (1,20) (1,09) (1,26) (1,17) (1,25) (1,37)
500 100 20,24a 20,15ab 2021a 20,33a 20,20a 20,17a 20,20a 20,13a 20,26a 20,16a 20,05a | 20,19a
(0,79) (0,79) (0,85) (0,90) (0,82) (0,96) (0,82) (0,98) (0,84) (0,86) (0,87) (0,86)
800 100 20,08a 20,19ab 2024a 2008a 20,i1a 2007a 20,25a 20,08a 20,20a 20,08a 20,23a | 20,15ab
(0,72) (0,68) (0,75) (0,75) (0,69) (0,69) (0,73) (0,66) (0,64) (0,75) (0,73) 0,71)

'\ Entre parénteses estdo os valores de desvio padrao; >\ Média dos onze grupos de ligagao.
S.G.= Saturagao do genoma; T.P.= Tamanho da populag¢ao; N.R.= nimero de repeticdes avaliadas.

Médias seguidas por letras iguais nas colunas, dentro de cada nivel de saturagao do genoma, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

(P<0,01).
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Uma melhor visualizagdo do comportamento dos valores obtidos para a
distancia média entre marcas adjacentes e desvio padrao com o aumento do numero
de individuos nas populagdes segregantes, geradas a partir do genoma com nivel de
saturacao de 5 cM, pode ser observado nas Figuras 20 e 21, que apesar de
representarem apenas o comportamento observado para o grupo de ligagao 1, é
representativo do ocorrido para todos os grupos de ligagao analisados dentro do nivel
de saturacdo do genoma de 5 cM. De acordo com os valores de dispersdao das
distancias médias apresentados na Figura 20 fica evidente o efeito da reducédo da
amplitude de variacdo das distancias médias com o aumento do tamanho das
populacdes segregantes. Esta reducdo também pode ser visualizada na Figura 21
pela analise do comportamento dos valores de desvio padrdo apresentado nos topos
de cada barra.
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Figura 20 - Dispersdo dos valores de distancia entre marcas adjacentes no grupo de ligagdo 1 em
funcao do tamanho de populagao segregante. Avaliagao feita nas populagdes com 50, 100, 154, 200,
300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 5 cM.
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Figura 21 - Distancia média entre marcas adjacentes no grupo de ligacao 1 e seu desvio padrao (linha
vertical no topo de cada barra) em fungéo do tamanho de populagédo segregante. Avaliagao feita nas
populacées com 50, 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com
nivel de saturagédo de 5 cM.

Nos grupos de ligacao 1, 4, 5, 6, 7, 9 e 10 as médias para os diferentes
tamanhos de populagdo no genoma de saturagdo de 5 cM néo diferem
significativamente pelo teste de média. Ja, nos demais grupos de ligacdao ha
diferenca, com os maiores tamanhos de populacao apresentando os menores valores
de distancias entre marcas adjacentes e aproximando-se do valor esperado de 5 cM.
As médias gerais (ultima coluna do Quadro 15) diferem significativamente pelo teste
de média e apresentam os menores valores associados as maiores populagdes. A
partir do tamanho de populacéo de 200 individuos as distancias médias entre marcas
adjacentes nao si diferem pelo teste de médias.

Para as populacdes geradas a partir do genoma com nivel de saturagao de 10
cM houve, assim como para as populagcbes geradas a partir do genoma de 5 cM,
aproximacao do valor de distancia média entre marcas adjacentes ao valor esperado
de 10 cM com o aumento do tamanho de populagdo segregante de 100 para 800
individuos. Por exemplo, para o grupo de ligacao 1, tem-se que a distancia média foi
de 10,43 e 10,23 cM, para os tamanhos de populacdo de 100 e 800 individuos,
respectivamente (Quadro 15). Também, os valores de desvio padrao diminuiram com
0 aumento do tamanho das populag¢des. Por exemplo, para o grupo de ligagdo 1 tem-
se que o desvio padrao foi de 0,91 e 0,30 cM, para os tamanhos de populagéo de 100
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e 800 individuos, respectivamente. As explicagdes para a aproximacao do valor de
distdncia média entre marcas adjacentes ao valor esperado em cada grupo de
ligagao.

Uma melhor visualizagdo do comportamento dos valores obtidos para a
distancia média entre marcas adjacentes e desvio padrao com o aumento do numero
de individuos nas populagbes segregantes pode ser observada nas Figuras 22 e 23,
que apesar de representar apenas o comportamento observado para o grupo de
ligacdo 1, é representativo do ocorrido para todos os grupos de ligacdo analisados
dentro do nivel de saturacdo do genoma de 10 cM. De acordo com os valores de
dispersao das distancias médias apresentados na Figura 22 fica evidente o efeito da
reducdo da amplitude de variagcao das distancias médias com o aumento do tamanho
das populagbes segregantes. Esta redugao também pode ser visualizada na Figura 23
pela andlise do comportamento dos valores de desvio padrdao apresentado nos topos

de cada barra.
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Figura 22 - Dispersao dos valores de distancia entre marcas adjacentes no grupo de ligagdo 1 em
fungéo do tamanho de populagéo. Avaliagao feita nas populagdes com 100, 154, 200, 300, 500 e 800
individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 10 cM.
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Figura 23 - Distancia média entre marcas adjacentes no grupo de ligagdo 1 e seu desvio padrédo (linha
vertical no topo de cada barra) em funcao do tamanho de populagdo segregante. Avaliacao feita nas
populagbées com 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de
saturacao de 10 cM.

No nivel de saturacao do genoma de 10 cM apenas para o grupo de ligagdo 6
houve diferenca significativa entre médias nos diferentes tamanhos de populagées. A
realizacdo do teste de Tukey (P< 0,01) com as médias gerais (Ultima coluna do
Quadro 15) evidenciou diferengas significativas, com as menores médias de
distancias entre marcas adjacentes associadas aos maiores tamanhos de populagéo
e aproximando-se do valor esperado de 10 cM.

Nas popula¢des geradas a partir do genoma com nivel de saturacao de 20 cM
os valores de distancia média entre marcas adjacentes nao seguiram uma tendéncia
de reducdo com o0 aumento do numero de individuos nas populacdes segregante de
154 para 800 individuos, como ocorreu para a maioria dos grupos de ligagdo
analisados nos niveis de saturacdo de genoma de 5 e 10 cM. Como visto
anteriormente, os valores de distancia média para os niveis de saturacao de 5 e 10
cM foram maiores para as populagdes de 50 e 100 individuos, respectivamente, do
que para as de 800 individuos, para a maioria dos grupos de ligagao. Ja, para o nivel
de saturacdo de 20 cM ocorreu o contrario, ou seja, as distancias médias foram
menores para as populagdes de 154 individuos do que para as de 800 individuos. As
populagées com 800 individuos sé apresentaram menores valores de distancia média
do que as com 154 individuos para os grupos de ligacdo 4 e 6 (Quadro 15). Uma
melhor visualizacdo do comportamento do tamanho médio dos grupos de ligagao e
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desvio padrado com o aumento do numero de individuos pode ser observado nas
Figuras 24 e 25, que apesar de representarem apenas o comportamento observado
para o grupo de ligacdo 1, é representativo do ocorrido para todos os grupos de

ligacdo analisados dentro do nivel de saturagédo do genoma de 20 cM.
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Figura 24 - Dispersao dos valores de distancia entre marcas adjacentes no grupo de ligagdo 1 em fungao
do tamanho de populacdo. Avaliacao feita nas populagbes com 154, 200, 300, 500 e 800 individuos,
simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 20 cM.
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Figura 25 - Distancia média entre marcas adjacentes no grupo de ligagéo 1 e seu desvio padrao (linha
vertical no topo de cada barra) em fungdo do tamanho de populagdo segregante. Avaliagao feita nas
populagées com 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de
saturacao de 20 cM.
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No nivel de saturagdo do genoma de 20 cM apenas as médias para o grupo de
ligacao 2 diferiram pelo teste de Tukey (P< 0,01). Resultado contrario encontrado para
os genomas de 5 e 10 cM foi obtido para o genoma de 20 cM, no qual a média da
populagdo de menor tamanho apresentou-se significativamente menor do que as
médias de algumas populagées maiores (ultima coluna do Quadro 15). Mas, este
resultado deve ser analisado com cuidado, dado ao menor numero de repeticoes
avaliadas para o tamanho de populacéo de 154 individuos.

Da interpretacdo dos resultados encontrados nas avaliagbes dos varios
tamanhos de populagdes nos trés niveis de saturacdo de genoma quanto a distancia
média de marcas adjacentes nos grupos de ligacdo, pode-se inferir que a precisao
obtida na estimativa das distancias é maior tanto quanto maiores foram os tamanhos
de populagdes utilizadas no processo de mapeamento, independente do nivel de

saturacao do genoma por macas moleculares.

4.6 Variancia das distancias entre marcas adjacentes

A partir das distancias de marcas adjacentes obtidas nos grupos de ligagao foi
estimada uma variancia amostral. Os valores apresentados no Quadro 16 para cada
de grupo de ligacdo sdo as médias aritméticas das variancias obtidas em cada
repeticdo em que houve a formacdo de 11 grupos de ligagdo no mapeamento das
populagdes simuladas.

As estimativas esperadas de varidncia na andlise dos mapas obtidos das
populacées segregantes simuladas eram de zero para qualquer tamanho de
populacdao e nivel de saturacdo de genoma. Pois, nos genomas utilizados para
geracao das populagdes segregantes os marcadores estavam distribuidos de forma
equidistante dentro dos 11 grupos de ligacdo. Sendo, que para o genoma com nivel
de saturacdo de 5 cM os marcadores encontravam-se distribuidos a distancias
equidistantes de 5 cM ao longo dos grupos de ligagdo. Para o genoma com nivel de
saturacao de 10 cM os marcadores encontravam-se distribuidos a distancia de 10 cM
ao longo dos grupos de ligagéo. E, finalmente, para o genoma com nivel de saturacao
de 20 cM os marcadores encontravam-se distribuidos a distancia de 20 cM ao longo
dos grupos de ligacgao.

Quanto menores forem os valores de variancia, mais equidistantemente estao

distribuidos os marcadores dentro do grupo de ligacao. Portanto, a obtengdo de
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valores de variancia pequenos e distancias médias entre marcas adjacentes préximos
aos valores esperados em cada nivel de saturacdo do genoma, indicam boa
recuperagdo do genoma com o mapeamento das populagdes segregantes.

Analisando-se o efeito do tamanho de populagédo dentro do nivel de saturagéao
do genoma de 5 cM verifica-se uma redugao da variancia média das distancias entre
marcas adjacentes a medida que se aumenta o tamanho da populagao segregante,
em todos os grupos de ligacado. Por exemplo, para o grupo de ligagdo 1 tem-se que o
valor de variancia média foi de 7,64 e 0,41, para os tamanhos de populagdo de 50 e
800 individuos, respectivamente (Quadro 16). Além, da redugéo da variancia média
ocorreu, também, uma reducdo da amplitude de variacdo dos valores de variancia
entre repeticdes a medida que se aumentou o tamanho da populagédo segregante, o
que é demonstrado pela redugcédo do desvio padréo. Por exemplo, para o grupo de
ligacdo 1, tem-se que o desvio padrao foi de 7,39 e 0,15 cM, para os tamanhos de
populacao de 50 e 800 individuos, respectivamente.
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Quadro 16 - Variancia média das distancias entre marcas adjacentes e seu desvio padrao em funcdao do tamanho de populagao e
nivel de saturagdao do genoma. Avaliacao feita apenas nas repeticbes em que houve a formagdo de 11 grupos de ligagao no

mapeamento das populacdes simuladas, conforme apresentado no Quadro 7 (Tukey a 1%)

Grupo de ligagao

S.G. | TP. | NR Média ?
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
50 70 /.64a 805a 629a 684a 768a 729a 700a 863a 638a 757a 839a | 744a
(7,39)" (7,88) (2,43) (2,78) (9,94) (3,79) (3,05) (6,91) (2,00) (8,61) (12,14) (6,92)
100 400 361b  335b  325b  351b  325b  311b  3,07b 3,27b 325b  332b  3,16b | 3,29b
(3,27) (1,24) (1,06) (3,27) (1,06) (0,99) (1,20) (1,24) (1,05) (1,14) (1,18) (1,73)
154 100 208c  205¢c  205¢ 202¢c 205bc 207c  215¢ 2,09 ¢ 205¢ 199bc 1,90bc | 2,05c¢
(0,62) (0,70) (0,62) (0,72) (0,69) (0,71) (0,74) (0,77) (0,59) (0,57) (0,66) (0,68)
5cM 200 {00 1.53cd  1,60cd  160c  155cd 153cd 1,61cd 1,59d  1,73cd  166c  1,53cd 1,60bc | 1,59d
(0,54) (0,52) (0,52) (0,56) (0,57) (0,57) (0,56) (0,52) (0,58) (0,48) (0,54) (0,54)
300 100 0.98cd 102cd 1,07d 1,06de 104cd 1,03de 103de 1,07cde 1,05d 1,06cd 105c | 1,04e
(0,34) (0,33) (0,33) (0,32) (0,34) (0,36) 0,32) (0,36) (0,39) (0,36) (0,33) (0,34)
500 100 061d 060d 060de 064e 061cd 062e 062ef 060de 063e 062cd 061c 0,61 f
(0,22) (0,19) 0,17) (0,19) 0,17) 0,21) 0,21) (0,19) (0,18) (0,20) (0,21) (0,20)
800 100 041d 037d 039de 039e 039d 038e  039f 0,39 e 038e 042d 039c 0,39 f
(0,15) (0,11) 0,12) 0,14) 0,11) 0,11) 0,12) 0,13) 0,11) (0,14) (0,13) (0,12)
100 98 7.78a 827a 847a 807a 779a 808a 7,76a  798a  762a 791a 714a | 790a
(4,05) (5,93) (4,55) (3,94) (3,69) (3,43) (3,28) (3,73) (3,79) (8,71) (38,78) (4,04)
154 100 510b  458b  472b  474b  509b  494b  515b 532b 526b  454b  515b | 496b
(2,69) (2,32) (2,20) (2,16) (2,20) (2,51) (2,92) (2,76) (2,68) (1,84) (2,52) (2,46)
200 100 379¢  422b  391b  371c  368c  395c  359c 3,77 ¢ 377¢ 381b  383c | 382c
10 cM (1,99) (2,10) (1,76) (1,80) (1,56) (1,83) (1,78) (1,60) (1,79) (1,82) (2,24) (1,85)
300 100 269d 287¢  267c  249d 241d 277d 277c¢ 2,54d 244d 245c  253d | 256d
(1,46) (0,95) (1,21) (1,14) (1,38) (1,38) (1,10) (1,17) (1,06) (1,17) (1,24) (1,22)
500 100 143e 159cd 148d  140e 144e 140e  151d 1,40e  1,48de 153cd 1,47e | 147e
(0,60) (0,70) (0,63) (0,65) (0,74) (0,67) 0,77) (0,62) (0,75) (0,73) (0,69) (0,69)
800 100 090e 091d 099d 098e 092e 091e  090d 0,89 e 099e 082d 088e 0,92 f
(0,48) (0,42) (0,49) (0,51) (0,49) (0,43) (0,41) (0,43) (0,47) (0,37) (0,39) (0,45)
154 43 11,702 989ab 10,72a 1155a 921ab 11,59a 1233a 882ab 946a 1086a 989a | 1049a
(8,57) (6,93) (6,87) (6,30) (6,17) (6,58) (6,40) (5,64) (5,55) (6,73) (5,94) (6,58)
200 8 1031a 1023a 1105a 10,16a 9,62a 941a 964a  938a  937a 954a 936a | 982a
(6,83) (6,60) (7,90) (6,86) (6,55) (7,46) (6,81) (5,46) (5,96) (5,57) (5,45) (6,53)
20cM 300 98 6:22b  743b  625b  620b  714b  639b  620b 6,79 b 787a  691b  699b | 6,76b
(3,69) (6,04) (4,15) (4,40) (5,52) (4,47) (4,78) (4,32) (5,25) (4,56) (4,50) (4,75)
500 100 380c 383c  375¢c  403c  38c 395c  364c 3,85¢ 384b  372c  379c | 3,82c
(3,12) (2,31) (2,74) (2,58) (2,69) (2,44) (2,66) (2,83) (2,73) (2,61) (2,59) (2,66)
800 100 244c 221c  249c  249c  246c  257c  261c 2,83 ¢ 270b  266c  257c | 255d
(1,67) (1,71) (1,77) (1,81) (1,79) (1,79) (1,83) (1,96) (1,92) (2,14) (1,57) (1,82)

'\ Entre parénteses estdo os valores de desvio padrao; °\ Média dos onze grupos de ligagao.
S.G.= Saturagao do genoma; T.P.= Tamanho da populag¢ao; N.R.= nimero de repeticdes avaliadas.

Médias seguidas por letras iguais nas colunas, dentro de cada nivel de saturagao do genoma, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

(P<0,01).
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Uma melhor visualizagdo do comportamento dos valores de variancia e desvio
padrao com o aumento do numero de individuos pode ser observada nas Figuras 26 e
27, que apesar de representar apenas o comportamento observado para o grupo de
ligacdo 1, é representativo do ocorrido para todos os grupos de ligacdo analisados
dentro do nivel de saturagdo do genoma de 5 cM. De acordo com os valores variancia
apresentados na Figura 26 fica evidente o efeito da reducado da amplitude de variagao
dos valores de variancia das distancias entre marcas adjacentes com o aumento do
tamanho das populagdes segregantes. Esta redugcao também pode ser visualizada na
Figura 27 pela analise do comportamento dos valores de desvio padrdao apresentado
nos topos de cada barra.
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Figura 26 - Dispersao dos valores de variancia das distancias entre marcas adjacentes no grupo de
ligacdo 1 em fungao do tamanho de populagdo. Avaliagao feita nas populagées com 50, 100, 154, 200,
300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 5 cM.
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Figura 27 - Variancia média das distancias entre marcas adjacentes no grupo de ligagédo 1 e seu
desvio padrao (linha vertical no topo de cada barra) em fungédo do tamanho de populagédo. Avaliagao
feita nas populagbes com 50, 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do
genoma com nivel de saturagao de 5 cM.

A reducgdo dos valores de variancia com o aumento do tamanho da populacao
€ evidenciada pelas diferencas significativas dadas pelo teste de média, no qual as
menores populacdes apresentam maiores valores do que as populagdes com mais
individuos, para todos os grupos de ligacao dentro do nivel de saturacdo do genoma
de 5 cM. Na analise da média geral (ultima coluna do Quadro 16) houve diferenca
significativa entre médias dos diferentes tamanhos de popula¢des, sendo que as
médias das populacdes de tamanhos 500 e 800 nao diferiram significativamente.

Para os varios tamanhos de populacdes segregantes analisados dentro do
nivel de saturagdo do genoma de 10 cM ocorreu, assim como para o nivel de
saturacao de 5 cM, uma redugdo da varidancia média das distancias entre marcas
adjacentes a medida que se aumentou o tamanho da populagédo segregante em todos
0s grupos de ligagdo. Por exemplo, para o grupo de ligacdo 1 tem-se que o valor de
variancia média foi de 7,78 e 0,90, para os tamanhos de populagdo de 100 e 800
individuos, respectivamente (Quadro 16). Além, da redugdo da varidncia média
ocorreu, também, uma reducdo da amplitude de variacdo dos valores de variancia
entre repeticbes a medida que se aumentou o tamanho da populagédo segregante, o
que é demonstrado pela redugdo do desvio padrao. Isto tem uma grande implicagéo
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na obtencdo de maior confiabilidade no mapeamento quando da utilizagdo de
populagées com maior numero de individuos. Por exemplo, para o grupo de ligacao 1
tem-se que o desvio padrao foi de 4,05 e 0,48 cM, para os tamanhos de populagéo de
100 e 800 individuos, respectivamente.

Uma melhor visualizagdo do comportamento dos valores de variancia e desvio
padrao com o aumento do numero de individuos pode ser observada nas Figuras 28 e
29, que apesar de representar apenas o comportamento observado para o grupo de
ligacdo 1, é representativo do ocorrido para todos os grupos de ligacdo analisados
dentro do nivel de saturacdo do genoma de 10 cM. De acordo com os valores de
variancia apresentados na Figura 28 fica evidente o efeito da redug¢édo da amplitude de
variagao dos valores de variancia das distancias entre marcas adjacentes com o
aumento do tamanho das populagdes segregantes. Esta redugcao também pode ser
visualizada na Figura 29 pela analise do comportamento dos valores de desvio padréo
apresentado nos topos de cada barra.
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Figura 28 - Dispersao dos valores de varidncia das distancias entre marcas adjacentes no grupo de
ligagdo 1 em funcdo do tamanho de populagdo. Avaliagéo feita nas populagées com 100, 154, 200, 300,
500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 10 cM.
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Figura 29 - Variancia média das distancias entre marcas adjacentes no grupo de ligagédo 1 e seu
desvio padréo (linha vertical no topo de cada barra) em fungdo do tamanho de populagéo. Avaliagao
feita nas populagdes com 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma
com nivel de saturagao de 10 cM.

A reducgao dos valores de variancia com o aumento do tamanho da populacao
€ evidenciada pelas diferengas significativas dadas pelo teste de média, no qual as
menores médias estdo associadas as maiores populagdes, em todos os grupos de
ligacdo dentro do nivel de saturagdo do genoma de 10 cM. As médias gerais (Ultima
coluna do Quadro 16) apresentaram diferencas significativas para todos os tamanhos
de populacao, evidenciando que as menores populagdes apresentam maiores valores
de variancia das distancias entre marcas adjacentes, portanto, levando a menor
precisao no mapeamento genético.

Nas popula¢des geradas a partir do genoma com nivel de saturacao de 20 cM
os valores de variancia média das distancias entre marcas adjacentes seguiram o
mesmo comportamento das populagdes geradas a partir dos genomas com 5 e 10
cM, ou seja, houve uma reducdo da variancia media das distancias entre marcas
adjacentes a medida que se aumentou o tamanho da populagcdo segregante, em
todos os grupos de ligacdo. Por exemplo, para o grupo de ligacdo 1 tem-se que o
valor de variancia média foi de 11,10 e 2,44, para os tamanhos de populacdo de 154 e
800 individuos, respectivamente (Quadro 16). Além, da redugéo da variancia média
ocorreu também, uma reducdo da amplitude de variacdao dos valores de variancia
entre repeticdes a medida que se aumentou o tamanho da populagao segregante. Por
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exemplo, para o grupo de ligacéo 1, tem-se que o desvio padrao foi de 8,57 e 1,67,
para os tamanhos de populacao de 154 e 800 individuos, respectivamente.

Uma melhor visualizagdo do comportamento dos valores de variancia e desvio
padrao com o aumento do numero de individuos pode ser observada nas Figuras 30 e
31, que apesar de representar apenas o comportamento observado para o grupo de
ligacao 1, é representativo do ocorrido para todos os grupos de ligagao analisados
dentro do nivel de saturacdo do genoma de 20 cM. De acordo com os valores de
variancia apresentados na Figura 30 fica evidente o efeito da redug¢do da amplitude de
variagao dos valores de variancia das distancias entre marcas adjacentes com o
aumento do tamanho das populagdes segregantes. Esta reducao também pode ser
visualizada na Figura 31 pela analise do comportamento dos valores de desvio padrao
apresentado nos topos de cada barra.
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Figura 30 - Dispersao dos valores de variancia das distancias entre marcas adjacentes no grupo de
ligagdo 1 em fungédo do tamanho de populacdo. Avaliacdo feita nas populagées com 154, 200, 300,
500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagéao de 20 cM.
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Figura 31 - Variancia média das distancias entre marcas adjacentes no grupo de ligagdo 1 e seu
desvio padréo (linha vertical no topo de cada barra) em funcado do tamanho de populagéo. Avaliagao
feita nas populagdes com 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com
nivel de saturagao de 20 cM.

Analogamente ao obtido para os niveis de saturagdo de genoma de 5 e 10 cM,
os valores de variancia para o nivel de saturacao de 20 cM reduziram com o aumento
do tamanho de populagao, o que é evidenciado pelo teste de comparagao de médias.
Valores menores de variancia estdo associados as maiores populacdes, e maiores
valores estdo associados as menores populagdes, em todos os grupos de ligagao.
Este comportamento pode ser também observado pela andlise da média geral (Ultima
coluna do Quadro 16), na qual as médias reduziram significativamente com o
aumento do tamanho de populagao.

O nivel de saturagdo do genoma por marcadores moleculares afetou os
valores de variancia média das distancias entre marcas adjacentes. A medida que se
reduziu o nivel de saturacdo do genoma por marcas moleculares aumentaram-se 0s
valores de variancia média. Por exemplo, para o tamanho de populacdo de 154
individuos os valores de variancia média foram de 2,08, 5,10 e 11,10, para os niveis
de saturacdo de 5, 10 e 20 cM, respectivamente. Os valores de desvio padréo
também seguiram a mesma tendéncia, ou seja, para um mesmo tamanho de

populacao aumentaram com a reducao do nivel de saturacao do genoma.
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4.7 Estresse

O valor de estresse expressa o grau de concordancia dos valores de distancia
entre cada par de marcas adjacentes no grupo de ligacao obtido no mapeamento das
populagdes simuladas com as distancias dos respectivos pares de marcas no genoma
utilizado para simulagdo das populagbes. O procedimento para a obtencédo da
estimativa de estresse € apresentado no Material e Métodos (item 3.3.6).

Previamente a apresentacao e discussao dos resultados referentes ao trabalho
propriamente dito, faz-se necessério um esclarecimento a respeito do significado das
estimativas de estresse em cada nivel de saturacdo do genoma. A seguir esta
apresentado o procedimento utilizado para a obtengdo dos valores de estresse em
funcdo do desvio médio num genoma utilizado para simulagdo com saturagao de 5
cM.

Tomaremos o grupo de ligagdo com nivel de saturagdo de 5 cM (Figura 32a)
como o genoma utilizado para simulagdo de uma populagao segregante e, o grupo de
ligacdo apresentado na Figura 32b como o grupo formado pelo mapeamento da
populacao segregante simulada.

My M Mi My Ms Mg M; Mg My My Miy Mz Miz My Mis Mg Mz Mis Mg Mz My

LA 5} I ) i 1 H ] I 1 i 1] I ) I3 1 1 1 H 1 L 1 i 1 i 1 i 1 i 1 H 1 L 1 i 1 i 1 i 1 i J Y 3
a)

My My Mi My Ms Mg M; Mg My Mjp Mj; Miz Miz Mg Mys Mg Mz Mis My My My

b) Lot 00 TS S NS NN N VNN AT SUUNUNY O I Y AN A SN N A N O S N

45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45

Figura 32 - (a) Grupo de ligagdo hipotético do genoma utilizado para simulagdo da populagao
segregante, nivel de saturagao de 5 cM. (b) Grupo de ligagdo hipotético formado apés o mapeamento
da populacao segregante simulada.

De acordo com o apresentado no Material e métodos (item 3.3.6), a expressao
gue estima o estresse é:
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s=100. <=t

3

2
Zd ok
k=1

em que: S é o valor estimado do estresse, em percentagem, para o grupo de ligagao

—1

Eq.(33)

obtido no mapeamento da populagdo simulada; d, € a distancia entre marcas

adjacentes my e mg,1 no grupo de ligagao utilizado para simulagao da populacéo e; d,
€ a distancia entre marcas adjacentes my € my,y no grupo de ligacdo obtido no
mapeamento da populagdo simulada (k= 1,..., m -1). Sendo, que m é o nimero de
marcadores no grupo de ligagéo utilizado para simulagao.

O termo (dOk—dk) da expressdo de estresse expressa os valores de desvio

entre as distancias no grupo de ligacao utilizado para simulagéo e as distancias no
grupo de ligagéo obtido no mapeamento da populagdo simulada, para cada intervalo
de marcas adjacentes. Dado, que as distancias dentro de ambos os grupos de ligagéo
sao constantes, isto €, no grupo de ligacao do genoma utilizado para simulacéo todas
as distancias entre pares de marcas adjacentes sao de 5 cM e, no grupo de ligacao
obtido no mapeamento da populagao simulada todas as distancias sao de 4,5 cM, os
valores de desvio para cada intervalo de marcas adjacentes sao de 0,5 cM

(dox —dx =5-45=05=d;), ou seja, uma constante. Considerando que os desvios

sao constantes, a média aritmética destes desvios é igual ao proprio desvio, ou seja:

m—1
2.9

d=- ] =d;; o qual sera denotado por desvio médio (a). Eq.(34)

3

Substituindo-se o desvio médio na expressao de estresse, tem-se:

m—1_2 m-—1
S= 100.J z(d ) /Zdzok Eq.(35)
k=1 k=1

Como os valores de desvio médio (d) e das distancias entre marcas

adjacentes (d,, ) sdo constantes, pode-se simplificar a expressao acima, como segue:
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S =100/ (m—1)({d f/(m-1)d2 Eq.(36)

Considerando-se os valores de desvio médio em médulo e aplicando-se as
devidas simplificages, obtém-se, finalmente, a equagao 37, a qual foi utilizada para
construcao dos graficos apresentados nas Figuras 33, 34 e 35 assumido-se diferentes
valores de desvio médio e saturagcao do genoma utilizado para simulagéo de 5, 10 e
20 cM (d,, ).

s=100-9_ Eq.(37)
Aoy

em que: (d) é o desvio medio e, (d,, ) é distdncia entre marcas adjacentes my & My,
no grupo de ligacao utilizado para simulagao.

Finalmente, para o exemplo apresentado na Figura 32, o valor de desvio médio
€ de 0,5 cM, o qual, para o0 genoma com saturacao inicial de 5 cM proporcionara um
valor de estresse de 10% (Figura 33).
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Figura 33 - Valores de estresse (%) expressos em funcao de desvios médios tedricos das distancias
entre marcas no mapa em relagcdo as distancias originais no genoma. As distancias originais das
marcas sao de 5 cM. Um desvio médio de 0,5 cM implica que as distancias entre marcas no mapa sao
de 4,5 cM.
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Figura 34 - Valores de estresse (%) expressos em funcdo de desvios médios tedricos das distancias
entre marcas no mapa em relacdo as distancias originais no genoma. As distancias originais das
marcas sao de 10 cM. Um desvio médio de 0,5 cM implica que as distancias entre marcas no mapa sao
de 9,5 cM.
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Figura 35 - Valores de estresse (%) expressos em fungdo de desvios médios tedricos das distancias
entre marcas no mapa em relagdo as distancias originais no genoma. As distancias originais das
marcas sao de 20 cM. Um desvio médio de 0,5 cM implica que as distancias entre marcas no mapa sao
de 19,5 cM.
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O valor de estresse possui significados diferentes quando se comparam
genomas com niveis de saturacdo distintos. Por exemplo, para uma mesma
estimativa de estresse igual a 20%, o desvio médio referente a este estresse pode
assumir valores de 1, 2 ou 4 cM, se estiver associado ao genoma com nivel de
saturacao de 5, 10 ou 20 cM, respectivamente (Figuras 33, 34 e 35, ou de acordo com
a Equacao 37). Portanto, o leitor, quando da andlise dos resultados apresentados
neste trabalho deve ficar atento ao significado das estimativas de estresse quando da
comparacao de populagdes segregantes simuladas a partir de genomas com niveis
diferentes de saturacéo.

Os valores de estresse médio para cada grupo de ligacao estdo apresentados
no Quadro 17. O estresse médio é uma média aritmética dos valores de estresse
obtidos nas repeticbes em que houve a formagdo de 11 grupos de ligacdo no
mapeamento. Cabe aqui, ressaltar, que de agora em diante os valores de estresse
apresentados foram obtidos pela equagao apresentada no Material e métodos (item
3.3.6), ndo podendo ser empregada a equacao 37, uma vez que os valores de desvio

(dy, —dk) ndo foram constantes dentro dos grupos de ligagdo formados no

mapeamento das populagbes simuladas, diferentemente do apresentado na Figura
32b.

Analisando-se o efeito do tamanho de populagédo dentro do nivel de saturagéao
do genoma de 5 cM nota-se uma reducao dos valores de estresse médio a medida
que se aumenta o tamanho da populagdo segregante, para todos os grupos de
ligacdo. Por exemplo, para o grupo de ligagdo 1 tem-se que o valor de estresse médio
foi de 48,06 e 12,99 %, para os tamanhos de populacdo de 50 e 800 individuos,
respectivamente (Quadro 17). Estimativas de estresse médio de 48,06 e 12,99 %
implicam, em termos de desvio médio, em valores de 2,40 e 0,64 cM, respectivamente
(Eg. 37 ou Figura 33). Além, da redugao dos valores de estresse médio, também,
ocorreu uma reducdo da amplitude de variacdo dos valores de estresse entre
repeticbes a medida que se aumentou o tamanho da populacado segregante, o que é
representado pela redugéo dos valores de desvio padrdo. Demonstrando uma maior
confiabilidade quando do mapeamento de populagdes com maior numero de
individuos. Por exemplo, para o grupo de ligagdo 1 tem-se que o desvio padrao foi de
9,39 e 2,42 %, para os tamanhos de populacdo de 50 e 800 individuos,

respectivamente.
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Quadro 17 - Estresse médio e seu desvio padrao em fung¢do do tamanho de populagéo e nivel de saturagéao do genoma. Avaliagao

feita apenas nas repeticbes em que houve a formagdo de 11 grupos de ligacdo no mapeamento das populacées simuladas,

conforme apresentado no Quadro 7 (Tukey a 1%)

Grupo de ligagao

S.G. | T.P. | NR. Média 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
50 20 4806a 5105a 4931a 5060a 4892a 4982a 4976a 49,63a 4991a 4931a 5165a | 49,82a
(9,39) (9,29) (9,55) (10,31) (8,23) (8,30) (9,09) (9,87) (8,19) (9,15) (9,45) (9,18)
100 100 3588b 3615b 3562b 3550b 3568b 3525b 3466b 3545b 3573b 3617b 3498b | 3555b
(7,15) (6,62) (5,80) (6,41) (5,75) (5,49) (6,49) (6,79) (6,02) (6,02) (6,19) (6,25)
154 100 2877¢ 2877c  2877c 2803c  2879c  2887c 29,13¢c 2883c 28,72c 28,23¢c 27,47c | 2858¢
(4,38) (5,10) (4,64) (5,17) (5,09) (5,13) (4,99) (5,40) (4,43) (4,12) (4,68) (4,84)
5cM 200 100 24.62d  2515d  2518d 2465d 2431d 2529d 2506d 2634c 2560d 2481d 2507c | 2510d
(4,45) (4,06) (3,88) (4,55) (4,59) (4,71) (4,47) (3,98) (4,38) (4,05) (4,34) (4,33)
300 100 1956e 20,12e 2083e 2041e 2043e 2040e 2026e 20,58d 2051e 20,57e 2051d | 20,38e
(3,20) (3,28) (3,22) (3,00) (3,41) (3,64) (3,18) (3,72) (3,80) (3,63) (3,48) (3,42)
500 100 15.64f 15,68 f 15,62f 16,17 f 15,76 f 15,96f 1588f 1559e 16,08f 1593f 1569e | 1582f
(2,85) (2,67) (2,39) (2,54) (2,32) (2,77) (2,80) (2,56) (2,54) (2,56) (2,69) (2,62)
800 100 12999 1233g 1255g 12659 12,76g 12699 12869 1290f 1247g 13,08g 1256f | 1271g
(2,42) (2,02) (2,03) (2,41) (2,00) (2,01) (2,07 (2,13) (1,81) (2,28) (2,11) (2,13)
100 98 2749a 27,60a 2836a 2815a 2748a 28,12a 27,32a 27,76a 27,00a 2742a 2651a | 2757a
(7,00) (6,95) (7,04) (6,44) (6,63) (6,13) (5,53) (6,33) (6,49) (6,07) (6,78) (6,49)
154 100 2215b  21,20b  2144b 2151b 2234b 2155b 2223b 2284b 22,70b 2150b 22,12b | 21,96b
(5,56) (5,27) (5,28) (4,80) (4,76) (5,52) (6,29) (6,09) (5,64) (4,80) (5,49) (5,42)
200 100 1921c 2030b 1966b 1871c  19,18c  19,29¢c 1857¢c 1895¢c 19,33c 19,.35¢c  19,08¢c | 19,24c
10 cM (4,90) (5,23) (4,34) (4,77) (4,74) (4,50) (4,42) (3,93) (4,70) (5,01) (5,27) (4,72)
300 100 16.16d  1567c  1619c 1557d 1536d 1661d 16,55c 1565d 1554d 1538d 1571d | 1585d
(4,15) (3,03) (3,63) (3,85) (4,41) (3,66) (3,34) (3,56) (3,20) (3,59) (3,78) (3,68)
500 100 1212e 1271d  1223d 1200e 1211e 11,93e 1243d 11,96e 1216e 1233e 1210e | 12,19e
(2,73) (2,75) (2,56) (2,78) (3,12) (2,89) (2,98) (2,63) (3,22) (2,88) (2,91) (2,86)
800 100 9,53 f 9,61 e 10,18d 9,88 f 9,63 f 9,87 e 9,82¢e 9,74f 10,06 9,41 f 9,37 f 9,74 f
(2,37) (2,31) (2,54) (2,37) (2,61) (2,30) (2,27) (2,39) (2,46) (2,16) (2,19 (2,36)
154 43 15,57a 1464ab 1559a 16,34a 14,80ab 1564a 16,76a 14,80a 14,76a 1522a 1514a | 1539a
(5,45) (5,02) (4,21) (4,31) (4,15) (4,26) (3,71) (4,83) (4,09) (4,60) (3,62) (4,34)
200 86 15,29a 1540a 1553a 1565a 14,83a 1466a 14,75a 14,93a 14,70a 14,90a 1454a | 1502a
(5,10) (4,69) (4,79) (4,45) (4,78) (4,54) (5,08) (4,09) (5,26) (4,04) (4,45) (4,66)
20cM 300 98 11,61b  12,84b  12,09b 12,12b 12555b 12,12b 12,16b 12,33b 13,46a 12,60b 12,78b | 12,42b
(3,51) (4,81) (3,81) (3,86) (4,46) (3,74) (4,19) (3,74) (4,26) (4,02) (4,14) (4,07)
500 100 9.06¢ 9,25 ¢ 9,26 ¢ 9,75¢ 9,28 ¢ 9,78 ¢ 9,00 ¢ 9,53 ¢ 9,32 Db 9,20 ¢ 9,23 ¢ 9,33 ¢
(3,35) (2,71) (2,94) (2,96) (2,99) (2,70) (3,14) (3,29) (3,05) (3,01) (3,10) (3,02)
800 100 7-56¢ 7,14d 7,70 ¢ 7,60d 7,36d 7.61d 7,74 ¢ 7,85d 7,71 ¢ 775¢ 7,73 ¢ 7.61d
(2,19) (2,42) (2,52) (2,52) (2,70 (2,36) (2,72 (2,51) (2,49) (2,73) (2,50) (2,52)

'\ Entre parénteses estdo os valores de desvio padréo; °\ Média dos onze grupos de ligacao.
S.G.= Saturagao do genoma; T.P.= Tamanho da populag¢do; N.R.= nimero de repeti¢cdes avaliadas.

Médias seguidas por letras iguais nas colunas, dentro de cada nivel de saturagao do genoma, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

(P<0,01).
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Uma melhor visualizagdo do comportamento dos valores de estresse e
estresse médio com o aumento do numero de individuos pode ser observada nas
Figuras 36 e 37, respectivamente, que, apesar de representarem apenas o
comportamento observado para o grupo de ligacdo 1 € representativo do ocorrido
para todos os grupos de ligacdo analisados dentro do nivel de saturagdo do genoma
de 5 cM. De acordo com os valores de estresse apresentados na Figura 36 fica
evidente o efeito da reducédo da amplitude de variagdo dos valores de estresse com o
aumento do tamanho das populagdes segregantes. Esta reducao também pode ser
visualizada na Figura 37 pela analise do comportamento dos valores de desvio padrao

apresentado nos topos de cada barra.
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Figura 36 - Dispersao dos valores de Estresse para o grupo de ligagédo 1 em fungdo do tamanho de
populacdo. Avaliagao feita nas populagdes com 50, 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas
a partir do genoma com nivel de saturagao de 5 cM.
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Figura 37 - Estresse médio para o grupo de ligagdo 1 e seu desvio padrao (linha vertical no topo de
cada barra) em funcdo do tamanho de populacdo. Avaliacdo feita nas populagdes com 50, 100, 154,
200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagédo de 5 cM.

A redugdo dos valores de estresses com o0 aumento do tamanho das
populagdes dentro do nivel de saturacao do genoma é evidenciada pelas diferengas
significativas obtidas com a utilizagdo do teste de comparacao de médias em todos os
grupos de ligacdo, onde o0s menores valores estdo associados as maiores
populacdes. O efeito do aumento do tamanho de populacdo na reducéao do estresse €
claramente demonstrado pela andlise das médias gerais (ultima coluna do Quadro
17), na qual as menores médias associadas as menores populacdes diferem
significativamente das maiores médias associadas as menores populagoes.

Para os véarios tamanhos de populacdes segregantes analisados dentro do
nivel de saturagdo do genoma de 10 cM verifica-se, assim como para o nivel de
saturacao de 5 cM, uma redugédo dos valores de estresse médio a medida que se
aumenta o tamanho das populagcbes segregantes para todos os grupos de ligacao.
Por exemplo, para o grupo de ligagao 1 tem-se que o valor de estresse médio foi de
27,49 e 9,583 %, para os tamanhos de populacdo de 100 e 800 individuos,
respectivamente (Quadro 17). Estimativas de estresse médio de 27,49 e 9,53 %
implicam, em termos de desvio médio, em valores de 2,74 e 0,95 cM, respectivamente
(Eg. 37 ou Figura 34). Além, da redugédo dos valores de estresse médio, ocorreu,

também, uma redugcdo da amplitude de variacdo dos valores de estresse nas
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repeticbes a medida que se aumentou o tamanho da populagcado segregante, o que é
representado pela reducao nos valores de desvio padrdao. Por exemplo, para o grupo
de ligagéo 1 tem-se que o desvio padrao foi de 7,00 e 2,37 %, para os tamanhos de
populacao de 100 e 800 individuos, respectivamente.

Uma melhor visualizagdo do comportamento dos valores de estresse e
estresse médio com o aumento do numero de individuos pode ser observada nas
Figuras 38 e 39, que apesar de representarem apenas o comportamento observado
para o grupo de ligacao 1, € representativo do ocorrido para todos os grupos de
ligacao analisados dentro do nivel de saturagao do genoma de 10 cM. De acordo com
os valores de estresse apresentados na Figura 38, fica evidente o efeito da reducéo
da amplitude de variagdo dos valores de estresse com o aumento do tamanho das
populagbes segregantes. Esta redugdao também pode ser visualizada na Figura 39,
pela andlise do comportamento dos valores de desvio padrdao apresentado nos topos
de cada barra.
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Figura 38 - Dispersao dos valores de Estresse para o grupo de ligagdo 1 em fungdo do tamanho de
populacdo. Avaliacao feita nas populagcdes com 100, 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a
partir do genoma com nivel de saturagéo de 10 cM.
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Figura 39 - Estresse médio para o grupo de ligagcdo 1 e seu desvio padrao (linha vertical no topo de
cada barra) em funcdo do tamanho de populacao. Avaliacao feita nas populagées com 100, 154, 200,
300, 500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 10 cM.

O efeito do tamanho de populagao dentro do nivel de saturacdo do genoma de
10 cM na redugao dos valores de estresse, assim com observado para o nivel de
saturacao de 5 cM, é evidenciado pelo teste de média, em que os maiores valores de
média estdo significativamente associados as menores populagbes, enquanto 0s
menores valores estdo associados as maiores populagdes, em todos os grupos de
ligacdo. A analise da média geral (Ultima coluna do Quadro 17) permite uma melhor
visualizagdo da redugédo dos valores de estresse com o aumento do tamanho de
populacao utilizado para o0 mapeamento.

Nas popula¢des geradas a partir do genoma com nivel de saturacao de 20 cM
os valores de estresse médio seguiram o mesmo comportamento das populagdes
geradas a partir dos genomas com 5 e 10 cM, ou seja, houve uma reducao das
estimativas de estresse médio a medida que se aumentou o tamanho da populagées
segregantes para todos os grupos de ligagdo. Excecado a essa reducao foi observado
apenas para os grupos de ligacéo 2, 5, e 8 em referéncia ao aumento do tamanho de
populagédo de 154 para 200, nos quais, ao invés de reducao houve aumento do valor
de estresse, porém, este aumento nao foi significativo pelo teste de média.

Como exemplo da reducao dos valores de estresse no nivel de saturacdo do
genoma de 20 cM, tem-se que para o grupo de ligacdo 1 o valor de estresse médio foi

106



de 15,57 e 7,56 %, para os tamanhos de populacdao de 154 e 800 individuos,
respectivamente (Quadro 17). Estimativas de estresse médio de 15,57 e 7,56 %
implicam, em termos de desvio médio, em valores de 3,11 e 1,51 cM, respectivamente
(Eg. 37 ou Figura 35). Além, da redugédo dos valores de estresse médio, ocorreu,
também, uma reducdo da amplitude de variagdo dos valores de estresse nas
repeticoes a medida que se aumentou o tamanho da populagao segregante. Por
exemplo, para o grupo de ligacdo 1 tem-se que o desvio padrao foi de 5,45 e 2,19 %,
para os tamanhos de populacao de 154 e 800 individuos, respectivamente.

O comportamento dos valores de estresse e estresse médio com 0 aumento do
nuamero de individuos pode ser observado nas Figuras 40 e 41, respectivamente, que
apesar de representarem apenas o comportamento observado para o grupo de
ligacao 1, é representativo do ocorrido para todos os grupos de ligagao analisados
dentro do nivel de saturacdo do genoma de 20 cM. De acordo com os valores de
estresse apresentados na Figura 40, fica evidente o efeito da redugdo da amplitude de
variagdo dos valores de estresse com o aumento do tamanho das populacdes
segregantes. Esta reducdo também pode ser visualizada na Figura 41, pela analise do
comportamento dos valores de desvio padrao apresentado nos topos de cada barra.
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Figura 40 - Dispersao dos valores de Estresse para o grupo de ligagdo 1 em fungéao do tamanho de
populagdo. Avaliagao feita nas populagbes com 154, 200, 300, 500 e 800 individuos, simuladas a
partir do genoma com nivel de saturagao de 20 cM.
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Figura 41 - Estresse médio para o grupo de ligagdo 1 e seu desvio padrdao (linha vertical no topo de
cada barra) em funcdo do tamanho de populacdo. Avaliacao feita nas populagdes com 154, 200, 300,
500 e 800 individuos, simuladas a partir do genoma com nivel de saturagao de 20 cM.

Como discutido anteriormente, a comparacdao dos valores de estresse entre
populacées com genomas de niveis diferenciados de saturagdo deve ser cautelosa.
No Quadro 18 e Figura 42 estdo apresentados os valores de estresse médio de
acordo com o apresentado na ultima coluna do Quadro 17 e seus respectivos
significados em termos de desvio médio aproximado de acordo com a Equacéo 37.
Dentro de um mesmo tamanho de populagéo os valores de estresse sdo maiores para
0S genomas mais saturados, como exemplo, para o tamanho de populacao de 154
individuos os valores sao de 28,58, 21,96 e 15,39%, para os niveis de saturacao de 5,
10 e 20 cM, respectivamente. Contudo, quando os valores de estresse sao
decodificados em valores de desvio médio aproximados, verifica-se que 0os menores
valores de desvio estdo associados aos genomas mais saturados, o que pode ser
facilmente visualizado na Figura 42. Como exemplo, os valores de estresse citados
acima implicam em desvios médios de 1,42, 2,19 e 3,07 cM para os genomas de
saturacao de 5, 10 e 20 cM, respectivamente.
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Quadro 18 - Valores de desvio médio aproximados (cM) dados em funcéo do estresse

médio e tamanho de populacao nos niveis de saturacdo do genoma de 5, 10 e 20 cM

Saturacao Tamanho de populagédo segregante
do genoma Parametros 50 100 | 154 | 200 | 300 | 500 | 800
5 oM Estresse médio (%)' 49,82 3555 2858 2510 20,38 15,82 12,71
Desvio médio (cM)2 2,49 1,77 142 125 1,01 0,79 0,63
10 oM Estresse médio (%) - 25,57 21,96 19,24 1585 12,19 9,74
Desvio médio (cM) - 255 219 192 158 1,21 0,97
20 cM Estresse médio (%) - - 15,39 15,02 12,42 9,33 7,61
Desvio médio (cM) - - 3,07 3,0 248 1,86 1,52

'\ Valores de estresse médio apresentados na Gltima coluna do Quadro 17;

4 Estimativas de desvio médio dados pela Equacéo (37) [S = 100.[d / dOKJ ].
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Figura 42 — Valores de Estresse em percentagem (barras azuis) e Desvio Médio aproximado em cM
(barras vermelhas) em fungdo dos tamanhos de populagdo e niveis de saturagdo do genoma por
marcadores moleculares. Para os dois tamanhos de populacdo de 100 individuos, o primeiro da
esquerda para a direita representa o0 genoma com saturagao de 5 cM e o segundo representa o nivel de
saturacao de 10 cM. Para os demais casos onde ha trés populagdes de tamanhos iguais, o primeiro, o
segundo e o terceiro da esquerda para a direita representam os niveis de saturagdo do genoma de 5,

10 e 20 cM, resp

ectivamente.
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A disponibilidade de mapas genéticos fidedignos depende do numero de
marcas moleculares e numero de individuos analisados. Porém, o tamanho de
populagdo RIL, assim como o0 numero minimo de marcas para representar 0s
cromossomos nos grupos de ligacdo ainda nao haviam sido alvo especifico de
estudos, sendo, determinado, primordialmente pela disponibilidade de material e
recursos. Como resultado, os mapas disponiveis na literatura foram construidos, cada
um, com um numero diferente de individuos e marcas. Portanto, sem atencao
necessaria aos efeitos prejudiciais causados pelo numero insuficiente de individuos e
marcas utilizados no mapeamento, conforme demonstrado neste trabalho de
simulacdo. Todavia, espera-se, que este trabalho contribua para um melhor
entendimento dos efeitos do niumero de individuos e marcas no mapeamento, assim
como para fornecer subsidios para a escolha adequada destas varidveis quando da
conducéo de futuros trabalhos.
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5 CONCLUSOES

A partir da simulacdo de trés genomas com diferentes niveis de saturagao e
sua analise e comparagao com 2.100 genomas foi possivel concluir que:

O tamanho da populagdo € o niumero de marcas determinam a confiabilidade
do mapa de ligacao obtido;

Mapas com sérias distorgcbes sao obtidos com o uso de populagdes de

tamanhos insuficientes, mesmo com grande quantidade de marcas;

Mapas com sérias distorcoes sdo obtidos com o uso de pequena quantidade

de marcas, mesmo com populagdes com grande numero de individuos;

Tamanhos minimos de 100, 154 e 500 individuos foram necessarios para a
obtencdo de mapas com o mesmo numero de marcas por grupo de ligagdo do
genoma original, nos casos de saturacao alta (distAncia média de marcas de 5 cM),
mediana (distancia média de marcas de 10 cM) e baixa (distdncia média de marcas
de 20 cM), respectivamente. Com o aumento do grau de saturagcdo do mapa, pode-se

reduzir substancialmente o nimero de individuos a ser genotipado em RILs;

Idealmente, o tamanho minimo de populacdo para a obtencdo de mapas com
boa confiabilidade deveria ser de 200, 300 e 500 individuos nos casos de saturagao
alta (distancia média de marcas de 5 cM), mediana (distancia média de marcas de 10
cM) e baixa (distancia média de marcas de 20 cM), respectivamente.
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7 ANEXO

Trabalhos de mapeamento com populacoes RIL e algumas consideracoes

O tamanho de populacdo e numero de marcadores adequados a serem

utiizados em mapeamento genético € uma questdo ainda ndo muito bem definida,

uma vez que ao se analisar diversos trabalhos de mapeamento em diversas espécies

disponiveis na literatura ndo se nota a presenga de um consenso.

Através da anadlise dos dados disponiveis no Quadro 3 (item 2.2 da Revisao de

Literatura) é possivel fazer as seguintes consideragoes:

1.

A maioria dos trabalhos com populagées RIL sdo com espécies autdgamas
(soja, arroz, trigo e feijao) e uma menor propor¢gdo com espécie aldégama
(milho). Isto se deve a maior facilidade de obtencao de linhagens endogamicas
em espécies autbgamas;

Os tamanhos de populagao sédo bastante variados, incluindo populagdes com
48 linhagens até 330. Porém, a maioria dos trabalhos foram feitos com 150
linhagens endogémicas ou menos;

O numero de marcadores utilizados também é muito variavel, ha trabalhos com
até 444 marcadores, porém a grande maioria utilizou menos de 200
marcadores. Quanto aos marcadores, ha a utilizacdo de diversos tipos, tanto
dominantes com co-dominantes, mas para RIL a interacdo entre alelos de um
mesmo loco nao importa, uma vez que sO6 ha gendtipos homozigotos
dominantes ou homozigotos recessivos nas linhagens ocorrendo sempre
segregacao de 1:1;

As funcdes de mapeamento de Kosambi e Haldane foram utilizadas em alguns
trabalhos e para outros ndo foi especificado. Talvez a nao disponibilidade
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pudesse ser julgada como sendo utilizada a prépria porcentagem de

recombinagdo como unidade de distancia;

5. Os parametros LOD score minimo e freqléncia de recombinagdo maxima
(rmax) utilizados na determinacdo da ligacao de locos génicos nao estédo
disponiveis em varios trabalhos. Para os trabalhos que apresentaram estas
informagdes verifica-se a utilizacdo de LOD minimo de 2 ou 3 e rnax de 30 ou
40, sendo a maioria de 30;

Nos trabalhos classicos de experimentacdo agricola, usualmente, sao
fornecidos ao leitor informagdes do tipo de delineamento experimental, nimero de
repeticdes e coeficiente de variagdo ambiental, possibilitando avaliar a qualidade do
trabalho. Analogamente, as informacdées de LOD minimo, rms € variancia das
estimativas de freqiiéncia de recombinacdo dos marcadores (pelo menos daqueles
associados a QTLs) deveriam ser sempre disponibilizados ao leitor, de modo que este
possa averiguar a qualidade do trabalho e fazer comparacdes de resultados.
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