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RESUMO

SALGADO, Caio Cesio, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2008.
Integracdo de Mapas Genéticos. Orientador: Cosme Damido Cruz. Co-
orientadores: Jose Marcelo Soriano Viana e Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

O mapeamento genético facilita o trabalho de melhoramento uma vez que uma ou
mais marcas do genotipo podem ser associadas a genes controladores de caracteristicas
qualitativas e quantitativas (QTL). Mapas genéticos para diversas espécies tem sido
construidos por diferentes grupos de pesquisadores com diferentes tipos de marcadores e
diferentes tipos de populacdes. Uma maneira de gerar mapas mais saturados para as
diversas culturas seria a integracdo dos mapas genéticos ja existentes. A chave para
integracdo de mapas distintos é a presenga de marcas comuns entre 0s mapas. Somente
quando h& um numero minimo de marcas comuns entre os diferentes mapas, estes
podem ser integrados. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
processo de integracdo de mapas genéticos e testar a eficiéncia do processo de
integracdo. Para isso foram gerados e analisados dados a partir da simulagdo de genoma
e de populagdes. Um dos fatores de fundamental importancia para se obter dados
consistentes em um trabalho de mapeamento é o tamanho da amostra ou populacgéo a ser
trabalhada. Com base nestes dados simulados, avaliou-se o tamanho Otimo de
populacBes para estudo de integracdo de mapas genéticos. Para estudo e obtencdo dos
mapas consenso foram simulados genomas parentais e amostras de populacdes F, co-
dominantes, F, dominantes e de retrocruzamentos. As amostras geradas foram de
tamanho 100, 200 e 400 individuos com trés grupos de ligacdo cada e 11 marcas
moleculares co-dominantes e dominantes espacadas a 5, 10 e 15 centimorgans por grupo
de ligacdo. Foram realizadas 10 repeticdes por amostra, sendo que destas, cinco foram
utilizadas para construgcdo de mapas consenso com analise multiloco e outras cinco sem
anélise multiloco. Concluiu-se que a obtencdo dos mapas consenso se torna mais
eficiente com aumento do tamanho da popula¢do. Um tamanho populacional de 200
individuos seria o suficiente para resgatar as informacgdes originais. Para estudo da
obtengdo do mapa integrado efetivo foram simuladas F, co-dominante e retrocruzamento

com tamanhos de 100, 200 e 400 individuos, com 21 marcas por grupo de ligacéo e
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marcadores equidistantes a 5 ¢cM, em um total de quatro simulacbes para F, co-
dominante e quatro para retrocruzamentos. Cada genoma simulado foi fragmentado em
quatro novos mapas de modo que, foram obtidos trés mapas com oito marcadores e um
com nove marcadores, sendo que cada um deles constando quatro marcadores que sao
ancoras entre os quatro mapas. Estes novos mapas foram alinhados, ordenados,
integrados e em seguida comparados com o mapa de origem. Concluiu-se que 0s
processos de ordenamento e integracdo séo eficientes para obtencdo do mapa integrado
e, também, que o tamanho da populacdo exerce influéncia sobre 0 mapa e as medidas de

distancias entre as marcas.
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ABSTRACT

SALGADO, Caio Césio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2008. Integrated
Genetic Maps. Adviser: Cosme Damido Cruz Co-Advisers: José Marcelo Soriano
Viana and Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

The genetic mapping facilitates the breeding work once one or more marks of the
genotype can be associated to controlling genes of qualitative and quantitative
characteristics (QTL). Genetic maps for several species have been built by different
groups of researchers with different molecular markers and populations. A way to
generate maps more saturated for those species would be the integration of the existent
maps. The key to integrate different maps is the presence of common marks among
them. Only when there are a minimum number of common marks among the different
maps, these can be integrated. This way, the objective of this work was to develop a
process of integration of genetic maps and to test the efficiency of this process. Data
from the simulation of genome and populations were generated and analyzed. A
important factor to obtain solid data in a mapping work is the sample or population size.
Based in these simulated data it was evaluated the optimum population size to study the
integration of genetic maps. To obtain and study the consensus maps, parental genomes
and samples of co-dominant F2, dominant F2 and backcrosses populations were
simulated. The generated samples had 100, 200, 400 individuals with 3 linkage groups
each and 11 dominant and co-dominant molecular marks spaced by 5, 10 and 15
centiMorgans. 10 repetitions were accomplished by sample, five used to construct the
consensus maps with analysis multilocus and other five without analysis multilocus. It
was concluded that the obtention of the consensus maps becomes more efficient with the
increase of the population size. A population size of 200 individuals would be enough to
rescue the original information. To study the obtention of the effective integrated map
samples of co-dominant F2 and backcrosses populations were simulated. The generated
samples had 100, 200 and 400 individuals, 21 marks for linkage group and markers
equidistant by 5 cM, in a total of four simulations for co-dominant F2 and four for
backcrosses. Each simulated genome was fragmented in four new maps which three
maps had eight markers and one had nine markers, each one of these maps containing
four markers that are anchors among the four maps. These new maps were aligned,

orderly and integrated and then compared with the original map. It was concluded that
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the process of ordainment and integration are efficient to obtain the integrated map. The
population size exercises influence on the map and the distances measures among the

marks.
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1. INTRODUCAO GERAL

A gendmica pode ser entendida como a denominacdo da ciéncia que estuda o
genoma de forma completa, integrando diversas areas da genética como a genética
mendeliana, citogenética, genética molecular, genética de populagdes, genética
quantitativa; e outras areas do conhecimento, como a ciéncia da computacdo e sistema
automatizados.

Marcadores de DNA tém permitido a construgdo de mapas genéticos para varias
espécies vegetais e animais. Estes mapas podem atingir alto grau de saturacdo devido a
disponibilidade de grande nimero de marcas genéticas disponiveis. Para construcdo de
mapas genéticos € utilizada a juncdo de técnicas que vao desde a obtencdo e
caracterizacdo dos genitores, o desenvolvimento de populacdes segregantes,
identificacdo de gendtipos em locos por meio de técnicas de biologia molecular,
estimativas das frequéncias de recombinacdo e ordenamento das marcas ao longo dos
grupos de ligacéo.

Mapas genéticos se tornaram ferramenta muito Gtil em varios campos da
pesquisa genética, uma vez que permitem a visualizacdo, mesmo que de forma relativa,
da organizacdo dos genes nos cromossomos.

No estudo genético de determinada caracteristica € de interesse do pesquisador
conhecer o numero de genes e alelos envolvidos no controle da sua expressao,
localizag&o e posicédo relativa desses genes nos cromossomaos, assim com a sua relacéo
com outros genes.

Dentre as principais utilizacdes do mapa genético destacam-se a localizac¢éo e o
mapeamento de QTL (Quantitative Traits Loci), localizacdo de genes ligados a doengas,
estresse abiotico e mapeamento comparativo de genomas de diferentes espécies e
também estudos de sintenia e clonagem de genes

O grande conteudo de informacGes de ligagdo que estad disponivel, para varios
organismos, tem criado a necessidade de integracdo dos mapas que foram obtidos

independentemente. Mapas genéticos para diversos tipos de espécies tem sido



construidos por diferentes grupos de pesquisadores com diferentes tipos de marcadores e
diferentes tipos de populagdes.

A chave para integracdo de mapas distintos é a presenca de marcas comuns entre
0s mapas. Somente quando ha um nimero minimo de marcas comuns entre 0S mapas,
estes podem ser integrados, e assim diferentes marcas podem ser localizadas em um
grupo de ligagdo. Mas sempre que diferentes mapas sdo agrupados, alguns problemas
podem surgir. A precisdo das estimativas de freqiiéncias de recombinagdo bem como o
tipo de informacdo pode variar entre os conjuntos de dados. Por exemplo, os mapas a
serem integrados podem ser baseados em diferentes tipos de populacdo (F,
retrocruzamento, entre outras) com variados tamanhos. Portanto, deve-se, pesar estas
informagdes e obter um mapa representativo com um minimo de tensdo interna.

Por meio da incorporacao da ciéncia da computacdo e de sistemas automatizados
ao processo de melhoramento, as técnicas de simulacdo tém ajudado os melhoristas a
reduzir o tempo e gastos com experimentos, pois a simulacdo abrange dois grandes
aspectos que sdo a modelagem e a experimentagdo e tém como dois grandes objetivos
compreender 0 sistema existente e prescrever recomendagfes que possam ser
generalizadas para quaisquer situacdes. Além de apresentar menor custo e maior rapidez,
garante certeza da direcéo e sentido das respostas

O presente trabalho visa o estudo e desenvolvimento de método apropriado para
a integracdo de mapas genéticos entre populacdes de diferentes tipos e tamanhos a partir
das estimativas de frequéncias de recombinacdo. Este estudo foi realizado por meio de
simulacdo de dados em computador. Os objetivos especificos do trabalho, para melhor
compreensdo do fendmeno estudado foram:

a) Avaliar a eficacia do processo da geracdo de mapas consensos, em que apenas
marcadores comuns aos mapas estudados sdo considerados;

b) Subsidiar o entendimento de como as estimativas das distancias sdo afetadas
pela analise multiloco;

c) Avaliar a eficacia da geracdo de mapas integrados, a partir de mapas de
diferentes populagdes. Incluir nestes estudos os conceitos de mapa ordenado, mapa

alinhado e mapa integrado efetivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mapa Genético

Logo apo6s as redescobertas dos trabalhos de Mendel, no final do seculo XIX,
foram realizadas inimeras pesquisas visando explicar a heranca de varios caracteres nas
mais diversas espécies de plantas e animais. Em 1902, W. Bateson, E.R. Saunders e R.C.
Punnet demonstraram, em ervilha-doce, que as segregacOes dos caracteres cor da flor e
formato do polen ndo ocorriam de forma independente (Lander e Weinberg, 2000).
T.H.Morgan e colaboradores trabalhando com Drosophila melanogaster ao analisarem o
padréo de heranca de um gene mutante ligado ao sexo, para cor dos olhos observaram
que alguns caracteres ndo segregavam de acordo com a segunda lei de Mendel. Eles
forneceram a primeira evidéncia de que os genes estdo localizados em posicoes
definidas nos cromossomos e que podem ser manipulados e avaliados
experimentalmente. Morgan e colaboradores sugeriram que alguns genes estariam
situados no mesmo cromossomo e que durante a meiose, ocasionalmente, ocorreriam,
entre 0s homologos, trocas de seguimentos denominados crossing-over ou permuta.

Em 1913, A.H.Sturtevant, interpretando dados oriundos da segregacdo de genes
ligados, sugeriu 0 uso da porcentagem de recombinantes como indicador quantitativo da
distancia linear entre dois genes na construcdo de mapas genéticos. Os mapas
mostravam que a posicdo dos genes correspondiam a sua ordem linear nos
cromossomos. Assim, o conceito de localizagdo dos genes em uma ordem linear passou
a ser incorporado a teoria cromossdmica da heranca (Griffiths et al. 1998).

Os primeiros mapas genéticos foram fundamentados em marcadores
morfol6gicos e citoldgicos. Estes se originaram de estoques cromossémicos com
aberracdes (como aneuploidias, translocacdes, delegdes e inversdes), principalmente nas
culturas de milho, tomate, e ervilha (Coe et al, 1988; Rick e Yoder, 1988). Os estudos
realizados com marcadores morfoldgicos em muito contribuiram para a elucidacdo do
fundamento tedrico da anélise de ligacdo génica e para construcdo das primeiras versdes
de mapas genéticos (Knapp, 1991). Atualmente, tém sido Uteis nos casos em que 0S
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grupos de ligacdo ja estdo associados a determinados cromossomos, podendo ser
também utilizados para ancorar grupos de liga¢do construidos com base em marcadores
moleculares a cromossomos especificos (Carneiro e Vieira, 2003)

Mapas genéticos se tornaram rapidamente uma poderosa ferramenta para 0s
geneticistas uma vez que sdo de suma importancia para o programa de melhoramento. O
estudo de genomas inteiros, com a utilizacdo de marcadores genéticos na anélise de
caracteres quantitativos, teve inicio a partir do século XX, quando foram estabelecidos
0S primeiros mapas genéticos intra-especifcos em Drosophila melanogaster e em
Phaseolus vulgaris (SAX, 1923).

Estoques de aneupléidas foram utilizados como ferramentas para mapeamento de
locos por muitas décadas (Lesley, 1932). Uma das maneiras de se obter plantas
aneuploides é por meio de radiacdo que induz mutacdes e podem gerar deficiéncias
cromossémicas. Desta forma, populacdes desenvolvidas a partir de cruzamentos entre
plantas irradiadas e cultivares mutantes foram excessivamente usadas para gerar mapas
cromossomicos e conseqiiente localizagcdo das mutagfes nos bragos cromossdmicos. Em
1990, com aumento do interesse em citogenética e o inicio do desenvolvimento de mapa
de recombinacdo fisica, foi usado para quantificar a distribuicdo de crossing-over ao
longo de cada cromossomo (Sherman e Stack 1995). Na mesma década, uma grande
variedade de mapas de hibridizagdo in situ também foram desenvolvidos, assim marcas
genéticas e suas respectivas localizacdes fisicas nos cromossomos foram usadas pelos
citogeneticistas para construcdo de mapas genéticos (Funchs et al. 1996; Zhong et al.
1996). Estes sdo chamados de mapas citogenéticos, devido a sua conexao entre a ligacdo
genética e a posicdo citologica (Harper e Candle. 2000). Muitas vezes 0S mapas
citogenéticos sdo chamados de mapas genéticos na literatura e vale ressaltar que a ordem
das marcas ndo é sempre conservada entre a posi¢ao genética e a citologica (Peterson et
al. 1999).

Dentre as principais dificuldades encontradas para a confec¢do dos primeiros
mapas genéticos, pode-se destacar a limitacdo em se obter marcadores genéticos
consistentes e adequados para a anélise de ligacdo. Embora os marcadores morfoldgicos
tenham possibilitado o desenvolvimento de mapas genéticos no inicio do século
passado, tais marcadores ndo apresentam qualidades esperadas para este tipo de

abordagem, apresentando baixo nivel de polimorfismo, pouca estabilidade ambiental e



numero limitado de locos disponiveis para estudos de mapeamento (Ferreira e
Grattapaglia, 1995).

O recente crescimento da genética molecular, por meio do grande numero de
marcadores gerados, tem causado grande interesse pelo mapeamento genético classico.
Como resultado, a analise de ligacdo e o mapeamento tém sido amplamente realizados
por meio de processos computacionais.

As isoenzimas, denominadas marcadores bioquimicos, comegcaram a ser
utilizadas como marcadores genéticos a partir da década de 60 (Lewontin e Hubby,
1966), permitindo a construcdo de mapas genéticos em varias espécies de plantas. A
propriedade mais expressiva das isoenzimas como marcadores genéticos é a heranca
mendeliana simples com co-dominancia entre alelos na maioria dos locos.

As isoenzimas apresentam limitagdes como: a reduzida cobertura dos genomas
que sdo analisados em funcgédo do pequeno numero de locos que podem ser identificados
e 0 baixo nivel de polimorfismo identificado por loco. Considerando que o nimero total
de locos isoenzimaticos identificados seja superior a 100, sdo raros os trabalhos que
utilizam mais de 30 locos (Murphy et al., 1990). Esse nUmero é muito baixo para fins de
mapeamento, principalmente quando se pretende obter ampla cobertura do genoma
(Rick e Yoder, 1988; Ferreira e Grattapaglia, 1995).

A partir da década de 80, marcadores genéticos baseados na analise direta de
sequéncias de DNA polimorficas foram implementadas, assim 0 mapeamento tornou-se
ilimitado a todas as espécies. Diversos tipos de marcadores polimorficos de DNA foram
desenvolvidos como RAPD!, AFLP? RFLP3 SSR* e SNP°. A utilizacdo destes
marcadores na construcdo de mapas genéticos difere em alguns aspectos como: nimero
de locos que pode ser detectado, graus de polimorfismo entre e dentro de acessos e
caracteristicas de dominancia (Maliepaard et al., 1997). Aspectos como custos, tempo
necessario para a realizacdo das avaliacOes e dificuldades préaticas inerentes a execugéo
de cada técnica variam de acordo com a técnica empregada

Fragmentos mapeados de grupos de ligacdo podem também servir como sondas

para trabalhos com hibridizacdo in situ em metafases mitoticas, contribuindo para a

! Random Amplified Polymorphic DNA

2 Amplified Fragment Length Polymorphic

® Restriction Fragment Length Polymorphicv
* Simple Sequence Repeat

% Single Nucleotide Polymorphisms



identificacdo grupos de ligacdo e cromossomo. E possivel ainda associar marcas
mapeadas a genes, simplesmente pelo sequenciamento dos fragmentos mapeados, 0s
quais servem como ponto de partida para a comparagdo com seqiiéncias depositadas nos
bancos, facilitando a identificacdo e clonagem destes genes. Bancos de dados genémicos
foram construidos a partir de sequenciamento de nucleotideos. Atualmente inimeros
projetos genoma estdo em andamento em todo o mundo gerando um enorme volume de
seqliéncias de DNA, as quais estdo depositadas em bancos de dados publicos como o

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.nci.nlm.nih.gov/)

ou privados. Um grande nimero de mapas genéticos prontos esta disponivel na internet
no SOL Genomics Network (SGN) http://sgn.cornell.edu e

http://www.nci.nlm.nih.gov/mapview ou em sites especializados em determinadas

culturas como tomate em http://tomatomap.net (Van Deynze et al. 2006). Estes sites,

além de apresentarem 0s mapas prontos, apresentam uma série de informacdes Uteis
como o numero e freqliéncia dos mapas mais utilizados para determinadas culturas, cada
mapa mostra todos os grupos de ligacao e seus relativos tamanhos, estatisticas sobre o
mapa, home da sonda e acesso no GenBank, dentre outras informacdes.

A construcdo de um mapa genético ndo é uma tarefa simples. Varias premissas
devem ser consideradas o que torna o trabalho laborioso. Em geral, o primeiro passo na
construcdo de um mapa de ligacdo esta relacionacionado com a escolha dos genitores a
serem cruzados, de forma que maximize o polimorfismo genético (Gratapaglia &
Sederoff, 1994, Verhaegen et al.,, 1997). Uma vez selecionados os genitores, €
necessario o desenvolvimento de uma progénie segregante, tais como F,, RIL,
retrocruzamento ou duplo hapléide. A etapa seguinte envolve a obtencdo de marcas
contrastantes entre os genitores que apresentem segregacdo mendeliana na populagéo de
mapeamento. A estratégia de busca pelas marcas polimérficas depende, principalmente,
do tipo de marcadores utilizados e da diversidade genetica da espécie estudada. Apds a
escolha dos marcadores polimorficos € necessaria a analise do padrdo de amplificacéo
dos individuos do restante da populagdo de mapeamento e a obtengdo das estimativas de
recombinacdo. O passo seguinte é a andlise de segregacdo da ligacdo para pares de
locos. Assim, inicialmente é necessario que todos os marcadores sejam analisados
individualmente par a par, verificando se existe ligacdo entre eles. O teste apropriado

para esta situagéo € o teste y?.


http://www.nci.nlm.nih.gov/
http://sgn.cornell.edu/
http://www.nci.nlm.nih.gov/mapview
http://tomatomap.net/

Entretanto, este teste é apenas qualitativo. Uma vez confirmada a existéncia de
ligagdo entre duas marcas, é necessario adotar métodos quantitativos para estudar o grau
de associacdo entre estas marcas. Para tanto, faz se uso da metodologia da Méxima
Verossimilhanca (Liu, 1998), que permite a obtencdo de estimadores consistentes, de
medida de frequéncia de recombinacéo, denotada por r. O problema da nédo aditividade
da unidade “r” ¢ contornado com a utilizacdo de fungdes de mapeamento, que
semelhante a uma transformacdo de dados, resulta em uma alteracdo de escala. As
funcGes de mapeamento mais comumente utilizadas sdo as de Haldane (1919) e de
Kosambi (1944). A teoria matematica da funcdo de mapeamento e como elas sdo
relacionadas com a interferéncia e tratado com detalhe por Owen (1950) e Bailey
(1961), e mais recentemente por Schuster e Cruz, (2004).

Apds a estimacdo da porcentagem de recombinacdo € necessario definir a
freqiiéncia maxima de recombinacdo e o LOD minimo para inferir se dois locos estdo
ligados. O objetivo desta verificacdo é estabelecer critérios para serem utilizados na
formacdo dos grupos de ligagdo. Quanto mais informativo for o conjunto de dados,
maior sera a aproximacdo do numero dos grupos de ligacdo em relagdo ao numero
hapl6ide de cromossomos da espécie (Liu, 1998). Um grande nimero de marcadores ndo
ligados é sinal de baixa qualidade dos dados ou amostragem insuficiente de marcadores
ou individuos (Schuster e Cruz, 2004).

Na pratica, sempre havera dados perdidos nos genotipos marcadores. Uma
conseqiiéncia imediata é a reducdo do LOD escore, uma vez que a quantidade de dados
perdidos vai variar dependendo do marcador, isto tem um efeito na comparabilidade dos
LOD escores de diferentes partes do cromossomo, a ndo ser que a quantidade néo seja
excessiva.

O tipo de marcador utilizado na analise também merece atengdo. Marcadores
dominantes levardo a um menor LOD escore e, conseqiientemente, comparagdes de
LOD escores baseados em dominantes com LOD escores baseados em marcadores co-
dominantes ndo séo apropriadas.

Dada a grande quantidade de informacdo necessaria pra construcdo de mapas
ligagéo, bem como a quantidade de informacdo contida nos bancos de dados necessarias
para construcdo de mapas de ligacdo, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de
ferramentas ou metodologias de analise adequadas. Tais ferramentas sdo desenvolvidas

com base em modelos genéticos e fundamentadas a partir de pressuposicoes
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matematico-estatisticas e computacionais. Assim, varias espécies em que o estudo de
heranga sdo restritos tiveram mapas genéticos desenvolvidos rapidamente como o
maracuja (Carneiro et al. 2002) e Kiwi (Testolin et al. 2001).

Dentre as principais utilizacdes do mapa genético destacam-se a localizacdo e o
mapeamento de QTL (Quantitative Traits Loci), localizacdo de genes ligados a doencas
e estresse abidtico, 0 mapeamento comparativo de genomas de diferentes espécies,
estudos de sintenia e clonagem genes.

A comparacdo das estruturas gendmicas de diferentes espécies (estudos de
sintenia), do ponto de vista de homologias dos genes, conservacdo das distancias e
ordem de ligagdo nos cromossomos, contribui para o entendimento sobre a evolugédo dos
genomas (Tansksley et al, 1988; Kianian e Quiros, 1992; Ahn e Tanksley, 1993). O
mapeamento comparativo € também uma estratégia para obtencdo de mapa Unico de
referéncia para a maioria das espécies vegetais cultivadas (Moore et al, 1995; Sewell et
al, 1999), pelo menos ao nivel de familias taxonémicas.

Em resumo a utilizacdo de mapas genéticos para estudo do genoma de plantas e

suas inter-relacfes pode ser vista na Figura 1.

Genbmica de plantas
(. J
4 I N\
Genoma
(. J
I
1 P | N 1
[ Localizacéo Fisica ] Marcadores Genéticos [ Seqlienciamento do DNA ]
(. J
[ Estoques cromossdmicos A [ Analise de Segregacao [ Banco de sequéncias
J J J
Mapa Fisico | | Mapa Gen ético | | [ Genoma Funcional ]
[ Cromossomos Especificos ] ( Mapeamento de QTL A Espressdo Génica ]
(. I J
\r Sintenia A

Figura 1 — Inter-relagdes entre as diferentes abordagens entre mapas genéticos e estudo de

genomas de plantas. Fonte: Carneiro e Vieira, 2003



O ramo da genética que se ocupa com o desenvolvimento e a utilizacdo de
ferramentas estatisticas de analise e o processamento computacional dos bancos de
dados genémicos é chamado de bioinformatica. Mais especificamente, o ramo que se
ocupa com a sondagem e a validacdo de conceitos estatisticos na analise genémica €
conhecida como estatistica gendmica (LIU, 1998).

Em paralelo aos avangos na tecnologia de marcadores moleculares, o
desenvolvimento de softwares analiticos — para a andlise combinada de dados
genotipicos, provenientes dos marcadores, e de dados fenotipicos — e a proliferacdo de
metodologias genético-estatisticas possibilitaram o desenvolvimento de mapas genéticos
voltados para 0 mapeamento de locos controladores de caracteristicas de interesse.

O conceito base para o estabelecimento de mapas genéticos encontra-se na teoria
de ligacdo ou ndo independéncia entre locos que se encontram proximamente ligados em
um cromossomo (LIU, 1998). Estabelecer grupos de ligacdo com apenas dois locos
tornou-se, a principio, uma tarefa de relativa facilidade. No entanto, para o
estabelecimento de mapas genéticos mais complexos, 0s procedimentos sdo
computacionalmente dispendiosos e exigem um aparato estatistico mais avancgado.
Programas como ‘“Mapmaker” (Lander et al,1987), “Linkage” 1 (Suitter et al, 1983),
“Gmendel” (Liu e Knapp, 1990) foram desenvolvidos para ajudar na construcdo de
mapas genéticos e estdo disponiveis na internet em (http://linkage.rockefeller.edu/) e o

programa GQMOL desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa disponivel em

(http://ww.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.html)

2.2- Integragdo de mapas genéticos

O grande conteudo de informagdes de ligacdo que estdo atualmente

disponiveis, em varios organismos com diferentes populacfes e marcadores, tem criado
a necessidade de integracdo dos mapas que foram obtidos independentemente. A
integracdo de mapas poderd ajudar e dar suporte aos esforcos atuais de
internacionalizacdo de “projetos genoma” visando mapas genéticos e fisicos de genomas
completos

O fator chave na integragcdo de mapas distintos é que estes possuam marcadores

comuns, de forma a serem “4ncoras” que possam interliga-los. Apenas quando um


http://linkage.rockefeller.edu/
http://ww.ufv.br/dbg/gqmol/gqmol.html

nimero minimo de ancoras é disponivel, mapas distintos podem ser representados
juntos. Porém, ainda que marcadores comuns estejam disponiveis, alguns problemas
aparecem. N&o apenas devido a precisdo das estimativas da frequiéncia de recombinacao
que varia muito entre o conjunto de dados, mas também do tipo de informacéo utilizada.
Por exemplo, um mapa poderia ser baseado em dados de populagbes F,, com
determinado tamanho e tipo de marcador, enquanto outro mapa pode ser baseado em
dados de uma populagéo de retrocruzamento. Outro mapa poderia ainda ser obtido por
uma compilagdo “manual” dos dados disponiveis na literatura. O maior problema é
definir os pesos destes tipos de informacdes que poderiam resultar em um mapa Unico,
mais verossimil, contendo o minimo de tensdo interna, ou geralmente, satisfazendo
critérios pré-estabelecidos de avaliacdo. Para isto, é necessario a utilizacdo de
ferramentas estatisticas.

A construcdo de um mapa de ligacdo €, essencialmente, a procura de um arranjo
linear de marcadores e seus valores de recombinacdo. Varias estimativas da freqiiéncia
de recombinacdo entre um dado par de marcadores sdo obtidas, entdo, ap6s uma
criteriosa avaliacdo, deve ser transformada em apenas uma. Apds, apontar 0s pesos dos
dados disponiveis, uma pesquisa humérica para o melhor arranjo linear das marcas é
formada. Se uma informagdo adicional ndo contém determinado par de estimativa, €
possivel que seja usada para ordenamento de marcas subsequentes.

Um volumoso numero de estimativas de freqliéncia de recombinacéo € obtido em
diferentes experimentos, que implica na presuncdo de que verdadeiras frequéncias de
recombinagcfes sdo iguais nestes experimentos. A distancia de mapa entre dois
marcadores é definida como um numero significativo de eventos de recombinacao,
envolvendo determinada cromatide e as meioses daquela regido. Esta é geralmente
expressa em centimorgans (cM). A relacdo entre distancia de mapa e frequéncia de
recombinacéo é expressa pela funcdo de mapeamento genético. Diferentes funcdes de
mapeamento podem assumir diferentes graus de interferéncia assumidos na permuta
entre regifes adjacentes (Stam, 1993). Interferéncia é o fenbmeno de eventos de
recombinacdo em regides adjacentes do cromossomo que ndo sdo independentes; em um
teste classico de trés pontos, resulta num namero de duplos recombinantes que diferem
do que é esperado baseado na independéncia. No entanto, deve-se considerar que as
varias fungGes de mapeamento ndo pressupdem a porcentagem de recombinacao

conjunta, ou seja, ndo sdo probabilidades de multilocos, para mais de trés locos
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(Goldstein et al., 1995). Modelos de analise de distancia multilocos diferem dos modelos
de dois locos porque toda a informacéo dos intervalos entre pares de locos de um grupo
de ligacdo é considerada (Schuster e Cruz, 2004).

A integracdo de mapas tem sido extensivamente utilizada nas pesquisas
cientificas, como pode ser verificado pela quantidade de artigos publicados na Gltima
década com esta metodologia envolvendo diferentes espécies, tanto vegetais (Marcel et
al., 2006; Lombard e Delourme, 2001; Ulloa et al., 2002 ; Qi et al., 2004; Somers et al.,
2004; Saha et al., 2005; Lespinasse et al., 2000; Paran et al., 2004; Peleman et al., 2000;
Sewell et al., 1999; Freyre et al., 1998; Klein et al., 2000; Chang et al., 2001; Song et al.,
2004; Yan et al., 2005; Garcial et al., 2006; Doligez et al., 2006) como animais (Brown
et al.,1998). Porém, a maioria dos relatos encontrados na literatura dizem respeito
apenas a utilizacdo de dois softwares que realizam a integracdo de mapas, sem uma
explicacdo clara da metodologia utilizada por estes aplicativos. O software mais citado
na literatura para a integracdo de mapas é o JoinMap (Stam, 1993).

Em espécies florestais, a grande maioria dos mapas genéticos é construido para
genitores da populacdo segregante, com pouca utilidade para os programas de
melhoramento florestal. Isso se deve ao fato destes mapas serem construidos com
marcadores dominantes RAPD e AFLP. Estes marcadores apresentam o problema de
transferibilidade entre os genomas. Uma anélise de 60 marcadores RAPD mapeados em
10 familias de irmaos completos de Eucalyptus urophylla indicou que, em média, 64%
dos marcadores RAPD poderiam ser transferiveis e informativos entre mapas de uma
mesma populacdo (Brondani et al., 1997). A transferéncia de marcadores informativos
entre arvores dentro de uma mesma espécie cai rapidamente para menos de 15% se as
arvores sdo oriundas de populagbes geograficamente distantes (Grattapaglia e Sederoff,
1994). Para contornar este problema sdo utilizados marcadores microssatélites. Cerca de
50 a 60% dos marcadores microssatélites sdo herdados em configuracdes totalmente
informativas. A conservagdo dos locos de microssatélites entre espécies do mesmo
género torna possivel a obtengdo de mapas “consenso”, permitindo a comparacdo e
integracdo de informacdo de mapeamento genético de marcadores, genes e QTLs entre
experimentos independentes. Diversos trabalhos utilizando mapas consenso com
microssatélites para especies florestais podem ser encontrados na literatura: (Zhou et al.,
2003; Yin et al., 2004; Achere et al., 2004; Brown et al., 2001; Sewel et al., 1999; Tani
et al., 2003).
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O processo de integracdo de mapas pode, também, ser requerido em analise de
mapeamento avaliando familias exogamicas ou populagdes derivadas de pseudo-
cruzamento teste para a obtencdo das estimativas de frequéncia de recombinagéo entre
locos marcadores que ndo permitem tal obtencdo de forma direta. Na analise deste tipo
de progénie, diferentes tipos de cruzamentos podem ser observados. De forma resumida,
podem-se classificar os seguintes tipos de acasalamentos quanto ao grau de informagéo
da progénie (LYNCH & WALSH, 1998) (Tabela 1): (1) familias derivadas de
cruzamentos completamente informativos; (2) familias derivadas de retrocruzamentos e

(3) familias derivadas de intercruzamentos.

Tabela 1. Tipos de familias quanto ao grau de informacéo

Categoria Cruzamento Caracteristica

Completamente Informativo MM, X MM, Alelos de cada genitor sdo distinguidos

Alelos de apenas um genitor séo
Retrocruzamento MM MM,
distinguidos

SO descendentes homozigotos séo
Intercruzamento MM; MM, _
informativos

Fonte: LYNCH & WALSH (1998)

Processo semelhante a integracdo de mapa sera considerado para estimar valores
de porcentagem de recombinacéo entre locos ndo informativos, a partir das informacoes
das distancias entre locos adjacentes as marcas, cuja distancia ndo pode ser determinada
por impossibilidade de deteccdo de classes recombinantes. Sendo assim para estes locos
ndo informativos deve-se usar os marcadores ancoras que possibilitem que a estimagéo
da freqiiéncia de recombinacéo entre estes locos ndo informativos seja obtida de forma
indireta, fazendo com que, permita a alocacdo de tais marcadores no mapa genético.
Como exemplo, pode-se considerar o cruzamento A;A;B:B,C:C; x A1A;B3B4C,Co.

Neste caso a distancia entre os locos A e C é indeterminada
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Porém, é possivel obter valores de distancia entre A e B e entre B e C. Desta
forma, a &ncora B possibilitara a integracdo das informac@es e posterior estimacdo da
distancia entre A e C. Desta forma, um estudo detalhado de diferentes metodologias para
a integracao de mapas se torna necessario e de grande importancia para futuras pesquisas

cientificas.

2.3 Metodologias para integracdo de mapas geneticos

A grande maioria dos artigos publicados, nos ultimos anos, na area de integracéo
de mapas genéticos é baseada na metodologia desenvolvida por (Stam, 1993) utilizando
o software JoinMap. Séo utilizados outros, como o descrito por Peleman et al., (2000) e
Paran et al. (2004), com auxilio do programa Int-Map. Mais recentemente, Hu et al.,
(2004) apresentaram uma metodologia baseada em uma funcdo de verossimilhanca
conjunta para auxiliar na construcdo de mapas genéticos integrados. Estudos de
simulacdo mostram que a diferenca desta técnica quando comparada com a metodologia
proposta por Stam, (1993) é pequena quando marcas co-dominantes sdo usadas, mas a
segunda se mostrou melhor, principalmente quando marcadores dominantes ou uma
mistura de marcadores dominante e co-dominantes foram usados. 1sso ocorre porque
com a metodologia baseada na funcdo de verossimilhanca, encontra 0s pesos 6timos
entre as diferentes classes de dados enquanto com o método proposto por Stam (1993)
ndo prediz a informagdo de cruzamentos envolvendo marcadores dominantes. Muitas
destas metodologias ndo estdo claramente descritas na literatura, ndo apresentando as
equacOes e modelos empregados, dificultando em muito a sua descricdo detalhada. A

seguir séo apresentadas algumas destas metodologias.
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Método proposto por Stam (1993)

Stam (1993) propés uma metodologia, implementada em um programa
computacional (JoinMap), para integrar mapas individuais resultantes de experimentos
independentes que utilizam diferentes tipos de populagdes F,, retrocruzamentos, RILs
bem como diferentes tipos de marcadores. Este método tem sido amplamente utilizado
por diferentes grupos de pesquisadores (Song et al. 2004, Doligez et al. 2006, Sewell et
al. 1999, Yan et al. 2005).

O procedimento basico empregado pelo JoinMap é primeiramente calcular as
frequéncias de recombinacdes e os correspondentes valores de LOD (indicativo da
probabilidade de ligacdo) para cada populacdo. Neste caso, Stam (1993) adota a
definicdo de LOD como sendo o logaritmo de base 10 (logio) da razdo da probabilidade
de dois locos estarem ligados, com uma considerada taxa de recombinacdo, sobre a
probabilidade da auséncia de ligacdo. Posteriormente, as estimativas de populagdes
distintas e as estimativas independentes (se disponivel) sdo combinadas e os valores de
LOD correspondentes sdo registrados. Na metodologia de Stam (1993), ambos os tipos
de estimativas (dados de populacdo ou independentes) sdo tratadas como se tivessem
sido obtidas de amostras binomiais. O tamanho hipotético da amostra binomial é
calculado para produzir o mesmo valor de LOD (dados da populagdo) ou 0 mesmo erro
padrdo (dados independentes). Este tamanho da amostra hipotética € entdo utilizado
como peso para calcular as estimativas conjuntas e os valores de LOD. Assim, 0S pesos
fixados para as distintas estimativas de uma correspondente frequéncia de recombinacao,
reflete a quantidade de informac&o que esta incluida nesta estimativa.

O objetivo principal do método é a obtencdo de estimativas das distancias para
encontrar a ordem das marcas. Uma versao modificada do procedimento primeiramente
descrito por Jensen e Jorgensen (1975) e depois por Lalouel (1977) e Weeks and Lange
(1987) foi usada, essencialmente € 0 método dos minimos quadrados. Um exemplo
ilustra a idéia. Serdo ordenados 4 marcas A, B, C, D, com distancias entre intervalos
iguais a X, y e z, respectivamente. Supondo que as estimativas da frequéncia de
recombinacéo rag, r'cp, fac, 'sp € ap S@0 calculadas. Estas estimativas séo transformadas
em distancias no mapa por funcdo de mapeamento. As distancia x, z, x+y, y+z, y+z+x
sdo chamadas como dag, dcp, dac, dep € dap. A distancia de y sé pode ser estimada
indiretamente, esta situacdo € tipica para combinagdo de dados de diversas fontes. Uma
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medida da discrepancia entre as distancias obervadas e seus respectivos valores

esperados e o quadrado da diferenca.
(X-dag)’, (z-dcp)?, (x+y-dac)’, (y+2 -dep)’ € (x+y+Z-dap)?

Como os valores de d ndo sdo exatos, sdo adotados pesos apropriados, os valores de
LOD foram usados como peso. Chamando estes pesos de Wag, Wcp, etc. Assim o total de

D é dado por:

D= wap(x-dag)’ + Wep(z-dep)® + Wac(X+y-dac)® + wep(y+z -dep)’ +

Wap(X+y+z-dap)?
Obtendo as derivadas em relacdo a x, y, z, tem-se:
dD/6x = o, dD/6y=0 e 6D/dz=0

estas equacOes podem ser resolvidas pelos procedimentos normais, em resumo Stam
(1993) calcula a fragdo de recombinagéo conjunta, r, entre T cruzamentos como a soma
de pesos das estimativas individuais:

f:iNifi )

onde N; é o peso aplicado para a i-ésima estimativa de recombinacao r;.

Os pesos para cada r; confiam ou no valor de LOD associado (derivado dos dados
da populacdo) ou no erro padrdo (derivado dos dados independentes), e s&o obtidos para
encontrar o tamanho da amostra binomial hipotética que produz o mesmo LOD ou erro
padrdo. Assim, por exemplo, para o caso de LOD com tamanho N, a seguinte expressdo

¢ utilizada:

N1 \(@-1)N
LOD = In(%} @)
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A solucdo para N ¢ dada por:

LOD
N= (rin(r) —rIn(L—r) + In(2 — 2r)) ®)

Este N é usado como peso relativo para r na equacdo (1), tornando possivel
assim, calcular as estimativas conjuntas e os valores de LOD. Na metodologia de Stam
(1993), a probabilidade binomial é utilizada independentemente do tipo de cruzamento
(retrocruzamento, F,) e marcador (dominante, co-dominante) utilizado.

A seguir é apresentado um esquema detalhado da metodologia de Stam (1993)
para integracdo de mapas genéticos.

Populagdo 1 Populagéo 2

Estimativa das freqiiéncias de recombinacéo (r) e valores de
LOD para cada par de marcadores, correspondente a cada
populacéo individual

LOD;

l N = LOD l
" (rIn(ry=rin(L—r)+In(2-2r))

Estimativa dos pesos (Ns) relativos aos valores de r e LOD

f; P= Z N, Estimativas das frequéncias de recombinagdo (r) e valores de
R = N won LOD combinados. Estes pardmetros seréo utilizados para
LODy LOD = In[r (10—5?‘ J construgéo do mapa genético integrado

Mapa genético
Integrado

Figura 2. Esquema resumido da metodologia desenvolvida por Stam (1993) para integracdo de
mapas geneticos.
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Pela metodologia de Stam (1993), as estimativas da frequéncia de recombinacao
dos dados iniciais sdo obtidas pela méxima verossimilhanca.

Uma vez obtida as estimativas conjuntas dos pares de freqiéncia de
recombinacéo (r) e dos valores de LOD, os mesmos séo utilizados para construcdo do
novo mapa genético integrado (Figura 2). Para o estabelecimento dos grupos de ligacédo
Stam (1993) utiliza os valores de LOD combinado (conjunto) entre os pares de
estimativas. Inicialmente um valor de LOD ¢ fornecido, abaixo do qual a ligacdo néo é
considerada significante. Em qualquer estagio neste procedimento existe um conjunto de
marcadores que tem sido fixado a um determinado grupo de ligacéo e outro conjunto de
marcadores “livres”, 0S quais ainda n&do estdo fixados a nenhum grupo de ligagdo. Em
cada etapa, a seguinte decisdo é tomada: se nenhum dos marcadores livres é
significativamente ligado, pelo valor de LOD, a um dos grupos existentes, um novo
grupo de ligacdo é criado. Caso contrario, o primeiro marcador livre que se mostra
ligado a um grupo existente € adicionado ao grupo. Um marcador livre é ligado a um
grupo existente se ele estiver ligado, pelo valor de LOD, a pelo menos um marcador
daquele grupo. Desta maneira verifica-se que o agrupamento dos marcadores depende
do valor inicial de LOD critico estabelecido. Valores maiores podem resultar em

menores e mais grupos de ligacao.

Método proposto por Peleman et al. (2000)

Esta metodologia foi desenvolvida primeiramente para integracdo de mapas
genéticos do milho (Peleman et al. 2000). Posteriormente foi utilizada com sucesso para
integracdo de seis mapas genéticos para pimenta (Paran et al. 2004).

Um grupo Holandés, denominado KeyGene, que presta servi¢os de pesquisa na
area da genética e genbmica, desenvolveram um software (Int-Map) para integracdo de
mapas genéticos. O Int-Map (Peleman et al. 2000) integra mapas genéticos separados
em um Unico mapa consenso, através de arquivos de dados que contenham as
estimativas da freqliéncia de recombinacdo e a ordem dos marcadores nos mapas

individuais.
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A integracdo de mapas genéticos, pela metodologia descrita por Peleman et al.
(2000) é realizada em trés etapas. Primeiramente, os marcadores comuns entre pelo
menos dois mapas sdo definidos como marcadores ancoras, e sdo usados para ligar
correspondentes grupos de ligacdo nos mapas individuais. Posteriormente, a ordem
consenso dos marcadores ancoras sao calculadas das suas posicOes relativas em cada
mapa individual. A sequéncia dos marcadores no mapa consenso € iniciada com 0s
marcadores mais comuns, adicionando-se seguidamente 0s mais proximos e mais
comuns a0 mesmo tempo. A posicdo consenso € calculada como o peso médio das
distdncias do mapa individual entre novos marcadores e aqueles previamente
posicionados. Antes da integracdo do mapa, devem ser fixadas duas variaveis
importantes: a fracdo minima de sobreposicao entre 0s grupos (exemplo: pelo menos trés
dos 10 marcadores ancoras devem estar presentes no primeiro grupo de ligacdo) e a
discordancia maxima, em centimorgans (cM), entre dois marcadores ancoras adjacentes.
Assim, os marcadores que desviam deste critério devem ser excluidos do mapa genético
integrado. Por ultimo, todos os marcadores Unicos sdo posicionados no mapa integrado
por meio de intra e extrapolacdo. A acuracia da posi¢do estimada para um marcador é
limitada ao intervalo entre 0s mais proximos marcadores ancoras dos respectivos mapas
individuais.

Paran et al. (2004) utilizando esta metodologia, conseguiram integrar seis mapas
individuais em um Unico mapa genético integrado para a cultura da pimenta (Capsicum
spp.). O mapa integrado, contém 2262 marcadores, cobrindo aproximadamente 1832cM
do genoma da pimenta, aumentando em aproximadamente 38% a densidade de
marcadores (um marcador a cada 0,8cM, comparado com um a cada 2,1cM no mapa
individual mais denso). Para a construgcdo do mapa integrado, Paran et al. (2004)
utilizaram 320 marcadores ancoras (marcadores comuns em pelo menos dois mapas
individuais).

Esta metodologia é bastante simplista e pode acarretar em erros nas estimativas

da distancia entre os marcadores no mapa integrado.

Método proposto por Hu et al. (2004)

Ao contrério do método proposto por Stam (1993) que estima a informacédo da
recombinacdo de determinado cruzamento pelo valor de LOD e entdo combina as
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estimativas entre os cruzamentos assumindo uma amostragem de distribuicdo binomial,
Hu et al. (2004) desenvolveram uma fungéo de verossimilhanga comum que combina
informagdes entre todos 0s cruzamentos, para obter uma estimativa comum de
recombinacao.

Para melhor entendimento do método proposto por Hu et al. (2004), considere
dois marcadores co-dominantes, A e B, ligados, cujos pais de um determinado
cruzamento seja AiBi/ABi e AiBi/AyBr (1,1, j,j° = 1, 2, ...Na; Kk, LI =1, 2, ...Np),
onde Na e Ng sd0 0s nimero de alelos por locos A e B, respectivamente. Similarmente,
denote a configuragéo da descendéncia observada do cruzamento por AyB./A;Bm (y,z =
i,i’, j,j’; nm = kk’, LI’). Para o i-ésimo cruzamento do total de T cruzamentos, a

probabilidade dos dados é:

Nag Nag k
[y, SE PO TP I
(4)

Onde: P(f, m) € a probabilidade a priori do cruzamento parental (f x m); P(k|f, m) é a
probabilidade esperada do fen6tipo k (considerando o tipo de cruzamento parental de f x
m, em que f e m referem-se aos genotipos da fémea e macho, respectivamente); k é o
numero total de fenotipos que podem ser avaliados; Xix € 0 numero do fenétipo k-ésimo
no i-ésimo cruzamento; Nas (=NaNg (NaNg + 1)/2) é o numero total do genotipo
parental combinado para estes dois locus.

A equacao anterior engloba todas as fases de ligacdo dos pais. Alternativamente,
somente a fase mais provavel pode ser usada. Entretanto, isto seria mais eficiente com
tamanho maior de progénies, onde a fase incorreta pode ter probabilidade muito menor
que a fase correta, e ter pequeno efeito na probabilidade total. Entretanto, quando o
tamanho da progénie é pequeno, escolhendo a fase mais provavel, pode-se introduzir um
desvio (viés) devido aos efeitos do pequeno tamanho da amostra.

A probabilidade a priori do cruzamento parental P(f,m) pode ser as frequiéncias
genotipicas da populacdo, e incluem até mesmo a fase de ligagdo (desequilibrio de
ligagdo). Entretanto, usualmente as freqiiéncias genotipicas ndo tem sido obtidas, e o
nivel natural de desequilibrio de ligacdo sd@o muito proximos de zero entre quaisquer

marcadores proximamente ligados. Assim, utiliza-se uma distribuicao uniforme a priori.
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Além disso, com qualquer tamanho razoavel de progénies (aproximadamente 20 ou
mais), a probabilidade a priori carrega pouco peso comparado ao padréo de segregacao
das progénies.

Na equacgdo, 0 numero de todos os possiveis fenotipos (k) da descendéncia
depende do nimero de alelos por loco e se os locos exibem dominancia ou co-
dominéncia. Com a suposic¢do da distribuicdo uniforme a priori para a distribuicdo do
gendtipo parental em diferentes cruzamentos, a frequéncia esperada de cruzamentos
informativos também depende do tipo de marcador.

Atualmente as populacGes de mapeamento e melhoramento sdo as mesmas, e na
maioria dos casos, 0s pais e 0s descendentes sdo genotipados, ndo sendo necessario a
probabilidade de distribuicdo uniforme a priori. Desse modo, a equagéo anterior pode ser

reduzida para:

m, = (X jfj’P(k|frn) -
®)

Em cada um dos dois casos acima, a verossimilhanca comum de T cruzamentos é

o produto de «; (i=1,....T):

L=~ (6)

gue é maximizada com rela¢do a um unico r entre todos os T cruzamentos. Também é
importante notar que nos casos em que 0s gendtipos dos pais estdo disponiveis e T=1, a
equacdo acima é reduzida para os casos tradicionais envolvendo apenas um Unico
cruzamento.

No método de Hu et al. (2004), as estimativas de mé&xima verossimilhanca da
taxa de recombinacdo pode ser obtida por meio do método de Newton-Raphson.
Considerando a t-ésima estimativa da taxa de recombinacéo (r'), a taxa de recombinac&o

t+1

na etapa iterativa seguinte (r ), pode ser calculada por:

()

i . (8L, Y ainL
r =r - 2 |r pt |r:fI
or or
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O método de Hu et al. (2004), apresenta algumas vantagens sobre os demais,
dentre elas a verdadeira fracdo de recombinacao é constante entre todos os cruzamentos,
ao contrario do método de Stam (1993) que combina linearmente as estimativas de
recombinacdo entre cruzamentos em que as taxas de recombinacdo podem variar
grandemente. O método de Hu et al. (2004), € adequado tanto para dados de mdaltiplos
cruzamentos interespecificos e seus variantes (retrocruzamentos e F,), quanto para
familias de meio-irmdos (progénies de polinizagdo livre, amostradas de populacGes
naturais), ndo requerendo dados dos pais (eles podem ser homozigotos ou
heterozigotos).

Este método estima a freqliéncia de recombinacdo de multiplos experimentos,
por meio da maéxima verossimilhangca, a qual é mais acurada e precisa, quando
comparada com a metodologia de Stam (1993), principalmente quando marcadores
dominantes sdo utilizados. Desse modo, com a utilizacdo de marcadores dominantes, o
tamanho da amostra pode ser significativamente reduzido utilizando o procedimento da
maxima verossimilhanca (Hu et al. 2004). Segundo Hu et al. (2004), o método da
méaxima verossimilhanca supera o de Stam (1993) para marcadores dominantes e/ou
populacdes F,, devido a amostragem binomial ser implicitamente designada para
marcadores co-dominantes e para quando eventos de recombinacdo sdo diretamente
observados nos dados (no caso dos retrocruzamentos). Esta distribuicdo de amostragem
para r ndo é apropriada para marcadores dominantes, nem para marcadores co-
dominantes em uma populacdo F, e nem para uma combinacdo de marcadores

(dominantes e co-dominantes).

2.4 Aplicativos computacionais

Embora a metodologia descrita por Hu et al. (2004) apresenta, segundo 0s
préprios autores, varias vantagens importantes sobre os demais métodos, atualmente, a
metodologia de Stam (1993) é a mais utilizada para integracdo de mapas genéticos. Este
fato deve-se principalmente ao sucesso do programa JoinMap (Figura 3), tanto para
construcdo de mapas genéticos individuais como para integracdo de diferentes mapas. O
software JoinMap (Van Ooijen e Voorrips, 2001) que emprega a metodologia de
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integracdo descrita por Stam (1993), apresenta como vantagens a simplicidade, rapidez e
eficiéncia na obtencdo de mapas genéticos integrados.

Hu et al. (2004), por meio de simulacbes Monte Carlo (Wu et al., 2003),
envolvendo varios cruzamentos independentes. Os resultados das simulagdes indicaram
que estes dois metodos diferem na precisdo das estimativas, apontando o método da
funcdo de verossimilhanca conjunta apresenta superioridade na precisdo da frequéncia
de recombinacdo, principalmente quando foram utilizados dados de marcadores
dominantes.

A integracdo de mapas derivados de varias populacdes tem diversas vantagens,
como o0 aumento da saturacdo do mapa e da cobertura do genoma, além de a ordem das
marcas comuns tornam-se mais precisas. Mapas integrados também sdo usados em
estudos comparativos entre espécies, (Beavis and Grant, 1991) e tem evideciado
rearranjos cromossémicos entre grupos de ligacdo homdlogos (Dirlewanger et al., 2004;
Pelgas et al,. 2006; Nicolas et al., 2007). Mapas consenso integrados sdo também usados
para deteccdo de QTL em mdltiplas populacdes (Symonds et al., 2005; Blanc et al.,
2006).

Recentemente, Van Os et al. (2006) construiram um mapa genético, nao
integrado, ultra denso para a cultura da batata. Este mapa contém 10.000 marcadores
moleculares (AFLP, RFLP, SSR, CAPS e SCAR). Este tipo de mapa é de suma
importancia para o programa de melhoramento da batata, principalmente para deteccédo
de QTLs, clonagem posicional de genes, para integracdo com mapas fisicos e
principalmente para alinhamento de mapas dentre a comunidade cientifica. Entretanto,
Van Os et al. (2006) apontaram a falta de programas computacionais capazes de
manipular grandes volumes de informacgdes moleculares, como a principal dificuldade
encontrada para construgdo de mapas genéticos altamente saturados de marcas.

N&o existem dividas que os processos de integracdo ou construcdo de mapas
genéticos com alta densidade de marcadores moleculares, sdo importantes para qualquer
programa de melhoramento genético. Entretanto, hd uma caréncia de métodos ou mesmo
programas computacionais que atendam a demanda e o fluxo de informag0es geradas
pelos laboratorios. Avancos na programacdo de softwares que sdo fundamentados
podem ser de grande utilidade para integragdo de mapas genéticos, assim como vem

sendo aplicada para aprimorar a deteccdo de QTL.
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Na tabela 2 encontram-se alguns artigos de integracdo de mapas genéticos

publicados nos dltimos anos em diversas culturas, bem como o software utilizado,

namero de populagdes, comprimento do mapa, a distdncia em cM de locos adjancentes,

0 numero de marcadores ancoras. Pela tabela pode observar que ha ndo um padrao entre

0 tipo de marcador e populacdo usada na integracdo de mapas, bem como o nimero

minimo de marcadores que seriam indicados pra fazer o processo de ancoragem com

certo grau de confiabilidade nos resultados.

/ N
Principais Softwares para Integracao de mapas
genéticos
MapMaker
Carthagene / 6%
13%
JoinMap
Int—Map_ 68%
13%
- J

Figura 3. Principais softwares utilizados para a construgdo de mapas genéticos integrados.
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Tabela 2. Principais programas, tamanho de populacdo, nimero de marcadores, comprimento do mapa, distancia media entre dois locus
adjacentes e nimero de marcadores ancoras utilizados para integragdo de mapas genéticos.

Cultura Software N° populacdes N° de Comprimento do mapa Dis_t. média (c'M) entre  N° dg marczidores Referéncia
marcadores (cM) dois locus adjacentes ancora
Cevada JoinMap 6 (3RIL;3DH) 3258 1081 0,33 502 Marcel et al. (2006)
Canola Carthagene 3 (DH) 540 2429 4,50 253 Lombard e Delourme (2001)
Algodéo JoinMap 4 (Fy3) 284 1502,6 5,30 - Ulloa et al. (2002)
Milheto JoinMap 4 (F2) 418 1123 2,60 116 Qi et al. (2004)
Trigo JoinMap 4 1235 2569 2,20 - Somers et al. (2004)
Azevém JoinMap 2 922 1840,9 2,00 42 Saha et al. ((2005)
Seringueira JoinMap 2 717 2144 3,00 - Lespinasse et al. (2000)
Videira Carthagene 5 515 1647 3,30 - Doligez et al. (2006)
Cana-de- i\ 1ap Pseudo- 357 2602,4 7,30 : Garcia et al. (2006)
aglcar testcross
Pimenta Int-Map 6 2262 1832 0,80 320 Paran et al. (2004)
Milho Int-Map 23 5650 1707 0,30 2100 Peleman et al. (2000)
Citrus JoinMap 2 217 527 2,40 61 Oliveira et al. (2005)
Rosa JoinMap 2 542 977 0,55 141 Yan et al. (2005)
Soja JoinMap 5 1849 2523,6 1,36 - Song et al. (2004)
Pinus JoinMap 4 357 1300 3,64 108 Sewell et al. (1999)
Feijdo MapMaker 3 563 1226 2,17 - Freyre et al. (1998)
Média 5 1230 1546 2,60 404

* marcadores comuns em pelo menos dois mapas individuais; RIL:

Recombinante Inbreed Line; DH: Duplo hapléide.
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2.5 Simulagéo

A busca de maior eficiéncia nos programas de melhoramento genético é
constante, dada a pressdo para se aumentar a produtividade e a estabilidade das espécies
cultivadas. Ha varias alternativas que podem ser trabalhadas, contudo, a maioria delas
demanda a realizacdo de experimentos em varias condi¢Oes. Essa estratégia, além de
dificil generalizacdo, exige tempo e muito recurso. Com as facilidades computacionais
atuais, a principal opgdo é o emprego de simulacdo computacional que, além de
demandar menos recurso e tempo, pode ser generalizada com mais facilidade.

Para realizar a simulacdo computacional, alguns conceitos devem ser
compreendidos. De acordo com Cruz (2001), é por meio da linguagem de programacao
que se pode estabelecer comunica¢do com o computador e fazer ser entendido por ele,
de tal forma que os dados sejam convenientemente analisados. A linguagem € um
conjunto de codigos, regras e vocabularios, que fara com que o computador entenda a
instrucdo. Atualmente, dispbe-se de varias linguagens de programacdo orientadas a
objetos como, o Delphi e Visual Basic.

Diversos aplicativos sdo utilizados para a simulacdo na area da genética e
melhoramento de plantas utilizam diversas linguagens, como o Diallel (Burows &
Coors, 1994), MENDEL (Euclydes, 1996), GENES (Cruz, 1998) e 0 GQMOL (UFV,
2008).

A simulacdo consiste em projetar um modelo de um sistema real e conduzir
experimentos com este modelo, no intuito de compreender o comportamento ou de
avaliar vérias estratégias para a operacdo deste sistema. A simulagdo abrange dois
grandes aspectos que sdo a modelagem e a experimentacdo e tém como dois grandes
objetivos compreender o sistema existente e prescrever recomendacgdes que possam ser
generalizadas para quaisquer situacfes. Além de apresentar menor custo e maior rapidez,
garante certeza da direcéo e sentido das respostas (Ferreira, 2001; Wagner, 2002).

A simulagdo computacional tem sido de grande utilidade em estudos genéticos
sob vérios contextos, como o de populagdes, do individuo ou do proprio genoma. Ela
demanda dos geneticistas o desenvolvimento de modelos bioldgicos que retratem, da

melhor maneira possivel, os fenbmenos de interesse, e dos programadores as rotinas
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para 0 processamento adequado, apesar de impor restricbes, para que a influéncia de
certos fatores possa ser avaliada (Cruz, 2001).

Para que se possa simular o comportamento de fendmenos reais, deve-se utilizar
modelos que representem um objeto, sistema ou idéia (Wagner, 2002). Portanto, a
modelagem é um aspecto importante na simulacdo. O modelo deve ser suficientemente
simples para ser operacionalizado e interpretado adequadamente, mas seu desempenho
deve ser comparavel ao modelo real e, se a defasagem for grande, ele deve ser eliminado
ou refinado (Cruz, 2001).

Ao utilizar-se de uma técnica de simulacdo, o pesquisador deve precaver-se
contra erros, seja estes devidos a problemas como levantamentos amostrais, escolha
inadequada das distribuicGes de probabilidades nos eventos de natureza aleatoria,
simplificacdo inadequada da realidade e erros de implantacdo do sistema simulado. Para
a garantia de sua eficiéncia pode-se lancar mao de processos de validacdo. Essa
validacdo consiste em fazer o sistema simulado operar nas condi¢des do sistema real e
verificar atraves de testes de hipoOteses e outras analises estatisticas ou através de
comparacdo com situagdes reais ja analisadas, se os resultados observados na simulagédo
condizem com os observados no sistema real (Cruz, 2001).

Uma utilizacdo desses processos de validacdo foi realizada por Mackay &
Caligari (1999). Eles constataram que a presenca de outliers pode usualmente ser
detectada por meio de rotinas de validacdo de dados, mas alguns erros maiores escapam
desta deteccdo porque caem numa regido de aceitacdo. Em um programa de
melhoramento, estes erros podem ser raros, quando ocorrem, podem reduzir a resposta a
selecdo, devido a uma quantia desproporcional em sua frequéncia. Combinacdes de
taxas de erro altas (1%) e baixas (0,1%) foram simuladas entre 1 e 10 individuos
selecionados de populacGes de tamanho 100 ou 1000. Quatro diferentes tipos de erros
foram simulados ajustando as médias e variancias dos erros maiores. Os autores
concluiram que os erros maiores causaram larga reducdo na resposta a selecéo,
especialmente quando presente em uma taxa de erro de 1% em uma populagdo de
tamanho 1.000.

De acordo com Ferreira (2001), no melhoramento de plantas, o uso da simulagéo
é justificado quando: (a) as solugdes analiticas ndo existem ou o grau de dificuldade e o
namero de varidveis envolvidas ndo permitirem a realizacdo de inferéncias adequadas

sobre o problema; (b) pretende-se comparar a eficiéncia de um novo procedimento ou
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técnica em relacdo a outros ja existentes e até mesmo consagrados; (c) os métodos que
séo rotineiramente empregados em algumas etapas de um programa de melhoramento
propiciem qualquer melhoramento ou aumento de sua eficiéncia.

Os primeiros trabalhos de simulacdo, utilizando recursos computacionais
relacionados a genética e melhoramento de plantas, foram apresentados por Fraser
(1957a,b). Esses trabalhos avaliaram o efeito da ligacdo nas taxas de ganho com a
selecdo massal e nos avangos dos ganhos genéticos.

Darvasi et al. (1993) realizaram estudo de simulacdo, usando populacdes de
retrocruzamento, para determinar o efeito do espacamento de marcadores, efeito do gene
e 0 tamanho da populagéo no poder da ligagéo entre o marcador e 0 QTL, no erro-padrao
dos estimadores de méaxima verossimilhanca e do efeito do QTL sobre a localizagdo no
mapa de ligacdo. Neste estudo, constatou-se que o poder de deteccdo do QTL foi
virtualmente o mesmo, usando marcadores espacados de 10 ou um numero infinito de
marcadores, com a ocorréncia de pequeno decrécimo quando os marcadores foram
espacados de 20 ou até mesmo 50 cM. A vantagem de utilizar intervalo de mapeamento
em vez de analise com apenas um marcador foi sem importancia. O poder de resolucéo
de uma ligacdo marcador-QTL foi definido como sendo de 95% do intervalo de
confianga, para um mapa de localizacdo de QTL que seria obtido através da utilizacdo de
infinitos marcadores. Descobriu-se que, reduzindo o espagamento entre marcadores para
menos do que o poder de resolucdo, ndo houve ganho aprecidvel estreitando o intervalo
de confianca. E interessante observar que, nesse trabalho de simulagdo, foram geradas
1000 repeticOes para cada parametro de combinacéo.

Ferreira (1995) avaliou a eficiéncia do mapeamento de QTLs e da selecdo
assistida por marcadores. Para isso foi gerada uma populagdo F, com 400 plantas.
Considerou-se o carater sendo controlado por genes distribuidos em todos os 10
cromossomos, mapeando-se 0s QTLs em todos eles e considerando uma distribuicdo
aleatdria. Os valores genotipicos e fenotipicos foram gerados considerando auséncia e
presenca de dominéncia e auséncia de epistasia e quatro niveis de herdabilidade (0,750;
0,500; 0,250 e 0,125). Foi constatado que, com 0 aumento do numero de genes
controlando a caracteristica quantitativa, houve um aumento de probabilidade de se
detectar significativamente marcadores ligados a QTLs. O tamanho populacional de 400

plantas F, foi adequado, pois foram obtidos, mesmo com baixos niveis de herdabilidade

27



(h2 = 0,125), marcadores ligados aos QTLs com ligacdo menor que 10% de
recombinag&o.

Um estudo da regressdio como medida de adaptabilidade e estabilidade para
selecdo de cultivares adaptadas a ambientes bons e ruins foi o objetivo da simulacdo
proposta por Simmonds (1991). As simula¢es mostraram que a selecéo sistematica para
um ambiente ruim é necessaria, propondo-se a exploracdo das interacdes gendtipos x
ambientes.

Frish et al. (1999), para verificar a confiabilidade do software utilizado,
compararam 0 mapa de ligacdo original utilizado em seu trabalho, no qual foi baseado
em dados experimentais de F,, com um mapa de ligacdo construido a partir de dados
simulado de individuos F,, pelo programa MAPMAKER (Lander et al., 1987). Pela
comparacdo foi visto que os mapas estavam em excelente concordéncia, confirmando
gue os modelos usados nos dois programas eram similares.

No trabalho de Visscher et al. (1996), a simulacdo foi utilizada para se avaliar
eficiéncia do uso da selegdo assistida na introgressdo de genes em programas de
retrocruzamento. No trabalho de Martinez e Curnow (1992) também foram feitas
simulacBes correspondentes a um retrocruzamento, para se verificar, dentre outras, o
efeito de QTL.

Martinez et al. (1999) desenvolveram procedimento de mapeamento baseado em
modelo randémico utilizado para se investigar sua robustez e adequacdo para
mapeamento de QTL em populacbes onde prevalecem estruturas de familias de meios
irmdos. Sob o modelo randdémico, a localizacdo do QTL e componentes de variancia
foram estimadas usando técnicas de maxima verossimilhanca. A estimacdo de
parametros é feita baseando-se na abordagem do modelo de pares de irmdos. A
proporcdo de genes idénticos por descendéncia (IBD) no QTL foi estimada através de
dois marcadores flanqueadores. Ja as estimativas para os parametros e poder de QTL
foram obtidas usando dados simulados, variando o numero de familias analisadas, a
herdabilidade da caracteristica, a variancia, 0 nimero de marcadores e o nimero de
alelos no QTL. Os fatores mais importantes que influenciaram o poder e 0s parametros
do QTL foram a herdabilidade e a variancia genética da caracteristica. Segundo 0s
autores, o numero de alelos do QTL n&o influenciou as estimativas dos parametros
avaliados, nem o poder de deteccdo do QTL. Com uma herdabilidade mais alta, foi
observado um confundimento entre QTL e componentes poligénicos.
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Em relacdo ao trabalho de Martinez et al. (1999), a técnica de simulacdo Monte
Carlo foi utilizada para gerar dados genotipicos e fenotipicos. O mapeamento de QTL
foi considerado para um segmento de cromossomo de 100 cM de comprimento, coberto
por seis marcadores distribuidos igualmente ao longo do cromossomo a uma distancia de
20 cM entre eles. Todos os marcadores tinham igual nimero de alelos e de mesma
freqiiéncia. Um anico QTL com vérios alelos co-dominantes de mesma freqiiéncia e de
efeito aditivo foi simulado no meio do segmento cromossémico, 50 cM, os pais foram
gerados através da alocacdo aleatoria dos gendtipos em cada loco, assumindo equilibrio
de Hardy-Weinberg. A fase de ligacdo parental foi assumida como sendo desconhecida.
Descendentes foram gerados assumindo-se ndo haver interferéncia, desse modo, o
evento de recombinagdo em um intervalo ndo ira interferir num evento de recombinagao
em um intervalo adjacente. As fracbes de recombinacdo, para cada loco, foram
calculadas usando a funcdo de mapeamento de Haldane. E importante mencionar que em
cada simulacdo dois tamanhos diferentes de amostras foram considerados, 50 e 100
familias com 25 descendentes cada.

O que se verifica € que profissionais da area de informatica tém pouco
conhecimento dos problemas da area de genética, que apresentam certa complexidade
por tratar de fendmenos bioldgicos e envolver principios e, de certa forma, complexas
distribuicBes probabilisticas na sua analise. Por outro lado, sdo raros 0s geneticistas com
conhecimento e aptiddo para atuarem na area da informatica (Cruz, 2001). A integracao
entre essas areas sera fundamental para tornar a simulacdo computacional muito mais
eficaz e utilizada entre melhoristas.

Diversos softwares sdo encontrados com a finalidade de realizar simulacdo de
dados. Aqui sera feito um breve relato sobre os dois que foram utilizados neste estudo.

O programa GQMOL (Cruz, 2005) foi desenvolvimento com o propdsito de
analisar dados obtidos de estudos moleculares. O programa pode ser usado para analise
de segregacdo de locos individuais, estimacdo de porcentagem de recombinacdo,
agrupamento de marcas moleculares e mapeamento, incluindo estudos de QTL com
populagcbes controladas, populaces exogamicas, simulacéo, analise de imagem e agora
mapa consenso. Além disso, conta com um modulo de ensino, apresentando varios
procedimentos para entendimento de principios estatisticos e genéticos envolvidos na

analise genémica. Possui também o moédulo “simulagdo”, onde diferentes genomas
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podem ser simulados, levando em conta diferentes tamanhos amostrais, tipos de
populacdes, varidveis quantitativas entre outras variaveis.

O programa GQMOL esta disponivel para download, gratuitamente, sem
nenhuma restricdo de uso ou de divulgacéo, no endereco

http://www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm

O programa GENES, amplamente utilizado em analises de modelos aplicados ao
melhoramento de plantas e animais, é um software destinado a analise e processamento
de dados por meio de diferentes modelos biométricos, contando com procedimentos uni
e multivariados, enfatizando estimacdo de parametros genéticos. Também estdo
disponiveis procedimentos para anélise de dados binarios, geralmente obtidos de estudos
moleculares, permitindo a analise e interpretagdo de fenémenos particulares desta area
(Cruz, 2003). Possui ainda 0 modo “simula¢do”, onde o usuario podera avaliar tamanhos
de amostras, nimero de familias, plantas, repeticdes, em diferentes estudos.

O programa GENES esta disponivel para download, gratuitamente, sem nenhuma
restricdo de uso ou de divulgacdo, no enderego http://www.ufv.br/dbg/genes/genes.htm.

Conta com manual comercializado pela Editora UFV. O E-mail: editora@ufv.br ou site:

http://www.livraria.ufv.br/ .

O uso destes aplicativos em estudos gendmicos tem sido rotineiro,

proporcionando valiosas contribuicdes na experimentacdo cientifica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Terminologias utilizadas

Para a definicdo e estudo do processo de integracdo de mapas, foi necessario
identificar e designar os diferentes genomas e mapas gerados pelo processo de
simulacdo e integracdo. Assim, algumas definicBes sdo indispensaveis para o melhor

entendimento deste trabalho:

Genoma original — Genoma gerado com os marcadores, saturacdo e tamanho pré-

estabelecidos. Este genoma ¢é utilizado para se obter os genomas simulados.

Genoma simulado — Genoma simulado a partir do genoma original, cujas distancias
entre as marcas sdo estabelecidas em funcdo do tipo de populacdo e tamanho da

populacéo.

Marcador ancora — Marcador presente em pelo menos dois mapas genéticos individuais

sujeito ao processo de integracao.

Mapa consenso — Mapa construido pela juncdo ou integracdo de mapas que somente

apresentam marcadores ancoras.

Mapa alinhado — Constituido pela juncdo de mapas que possuem pelo menos um
marcador ancora por grupo de ligagdo. Os mapas sdo submetidos a apenas um
alinhamento em que ha preservacdo do posicionamento dos marcadores. Este mapa

contém todos os marcadores incluindo os ancoras repetidas vezes.
Mapa ordenado — Mapa integrado com o melhor ordenamento da marcas, os valores das

distancias entre marcadores ndo leva em consideracdo as particularidades de cada mapa

analisado. Os marcadores ancoras sao representados uma Unica vez.

31



Mapa Integrado Efetivo — Mapa integrado com todos os marcadores com a melhor
ordem, cujas distancias entre os marcares ancora e ndo ancoras foram estimadas por

analise multiloco.

3.2 Simulacéo de dados

Para gerar os dados foi utilizado o modulo de simulacdo do aplicativo
computacional GQMOL (CRUZ, 2008), que permite gerar informag6es sobre genomas,
gendtipos, genitores, individuos de diferentes tipos de populacbes e dados de
caracteristicas quantitativas. Foram simulados genomas parentais e amostras de
populacBes F; e de retrocruzamento, construida com base em marcadores dominantes e
co-dominantes. Para as analises dos mapas consenso as populacGes geradas foram de
100, 200 e 400 individuos, com 3 grupos de ligacdo cada. Para mapas integrados foram
simulados mapas com apenas um grupo de ligacdo e populagdes com 100, 150, 200
e 400 individuos. Para cada populacdo foram geradas matrizes de distancias entre 0s
pares de locos. Depois de feita a simulacéo e gerada a matriz de distancia foram obtidos
0S mapas genéticos a partir dos diferentes tamanhos e tipos de populacfes. Os diferentes

mapas gerados foram integrados de acordo com as metodologias propostas.

3.2.1 Simulacéo do genoma

Para a construgdo dos mapas consenso com marcadores ancoras, foi tomada
como referéncia uma espécie diploide ficticia com 2n= 2x = 6 cromossomos, Ccujo
comprimento total do genoma, por grupo de ligacdo, foi estipulado em 50, 100 e 150
cM. Foi gerado um genoma com nivel de saturacdo de 11 marcas moleculares
equidistantes (com 5, 10 e 15 cM de intervalo em cada grupo de ligagéo), (figura 4).
Cada genoma foi composto por 3 grupos de ligagdo: 50, 100, 150 com um comprimento
total de 150, 300 e 450 cM, respectivamente. Neste estudo foram usadas simulacgdes de
marcas co-dominantes e dominantes para F, e somente co-dominantes para

retrocruzamento.
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Figura 4 — Grupo de ligagéo 1 dos 3 genomas analisados com saturacdo de 11 marcas por grupo
de ligacdo equidistando 5, 10 e 15 cM.

Para estudo do processo de integracdo foi tomado como referéncia uma espécie
dipléide ficticia com 2n = 2x =2 cromossomos, cujo comprimento total do genoma, por
grupo de ligacdo, foi estipulado em 100 cM. Foi gerado o genoma com nivel de
saturacdo de 21 marcas moleculares (ou 5 cM de intervalo) por grupo de ligacdo. O
genoma foi composto por apenas um grupo de ligagdo, com comprimento total de 100
cM (Figura 5).
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Figura 5 — Grupo de ligacdo 1 do genoma analisado com saturacdo de 21 equidistantes 5¢M.

3.2.2 Simulacéo dos genitores

Para as populacOes utilizadas no estudo de mapas consenso e integrado, na
analise de ligacdo génica com dados de populacdes F, e de retrocruzamento, para cada
grau de saturacdo do genoma estudado foi simulado a situacdo em que os pais sdo
homozigotos, sendo um dominante e outro recessivo. Também foi admitido que todos os
locos estivessem em aproximacdo. Na figura 6 é exemplificado o gendtipo dos pais, P; e

P, em diferentes graus de saturacéo, referentes ao primeiro grupo de ligagdo (GL1).
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Figura 6 — Genoma dos genitores (pai 1 e pai 2), Correspondendo o grupo de ligagdo 1(GL1).
Saturacgdo dos genomas com 11 marcas equidistantes a 5cM(a), a 10cM(b) e a 15 cM(c) genomas
utilizados para a obtencéo de mapas consenso e saturagdo do genoma de 21 marcas equistantes a

5 ¢M para obtencdo dos mapas integrados. Valor 1 identifica a presenca da marca e 0 auséncia.

3.2.3 Tamanho da populagdo

Para obtencdo dos mapas consenso tanto para populagéo de retrocruzamento quanto
para as F, foram geradas amostras de populagdo com 100, 200 e 400 individuos, com 11
marcas por grupo de ligacédo equidistantes a 5, a 10 e a 15 cM e 10 repeti¢des por grupo
de ligacdo, Dessa forma um total de 270 simulagdes, foram realizadas sendo 90 para
retrocruzamentos e 180 para populagéo F;,

Para os mapas integrados foram utilizadas populacbes F, co-dominante e

retrocruzamento com tamanhos de 100, 150, 200 e 400 individuos, com 21 marcas por
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grupo de ligacdo e marcadores equidistantes a 5 cM, em um total de 4 simulagdes para

F, co-dominante e 4 para retrocruzamentos.

3.3 Procedimentos para simulacdo dos individuos das populacbes F, e de

retrocruzamento

A estratégia bésica de simulacdo é caminhar ao longo dos cromossomos,
realizando permutas em cada intervalo entre marcas adjacentes, de acordo com as

distancias dos marcadores, conforme descrito por Silva (2005).

O processo de simulacdo das populacGes F, e de retrocruzamentos seguiram 0s
seguintes passos:

1- A partir do genoma simulado, foram construidos os genotipos parentais
homozigotos e contrastantes para os marcadores, de forma que a geragdo F; estivesse em

aproximagéo para todos os marcadores.

2 — A partir do genétipo da geracdo F;, foram gerados gametas para a formacéo
dos individuos das populacdes F, e de retrocruzamento. A producdo de gametas foi feita
simulando-se o pareamento dos homologos e realizando-se permutas ao longo dos
cromossomos e considerando a ndo-existéncia de interferéncia nas regides delimitadas
por dois marcadores adjacentes. A probabilidade de ocorréncia de recombina¢do numa
regido entre marcadores adjacentes foi dada de acordo com a distancia destes
marcadores no genoma simulado. Ressalta-se que a maior distancia implica maior

possibilidade de ocorréncia de recombinagéo.

O programa GQMOL considera o encontro aleatério de gametas para a
simulacdo dos individuos. Assim, um novo processo acontece para cada individuo

simulado dentro de cada repeticéo.
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3.4 Processo de mapeamento

3.4.1 Analise de segregacao de locos individuais

Foram aplicados testes de qui-quadrado (;52) para verificar a razdo de segregacéo

de cada marca em todas as populagdes geradas, com suas particularidades.

A estatistica qui-quadrado € dada por:

2\ I:(Obsi _Espi)z}
1 Esp,

onde:

- %2 ¢ valor de qui-quadrado calculado;

- Obs,e Esp,, sdo os valores observado e esperado, para a i-ésima classe
fenotipica

(i=1, 2,...,n), respectivamente.

A hipotese (Ho) de segregacdo especifica para cada loco foi testada a 5% de
probabilidade (erro tipo I). Se o valor de probabilidade calculado foi inferior ao pré-
estabelecido, a hipotese Hy era rejeitada, ou seja, havia a evidéncia de que a segregacao

ndo ocorreu de acordo com o esperado.

3.4.2 Estimacao da porcentagem de recombinacgdo
Ap0s a aplicacdo dos testes de segregacdo, foi efetuada a etapa de estimacdo da

porcentagem de recombinacéo entre pares de marcas, utilizando o método da méaxima

verossimilhanga, conforme descrito por (Schuster e Cruz, 2004).
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3.4.3 Determinacéao dos grupos de ligacdo

Na formacéo do grupo de ligagéo utilizou-se a propriedade transitiva, ou seja, se
0 loco A esta ligado ao loco B, e o loco B esta ligado ao loco C, logo o loco A esta
ligado ao loco C, independente da freqliéncia de recombinacdo estimada entre A e C e,
portanto, A, B e C pertencem ao mesmo grupo de ligacdo. Os critérios utilizados no
agrupamento foram a freqiiéncia maxima de recombina¢do (rmax) € 0 LOD minimo
(LODnin), para inferir se dois locos estao ligados. Foram utilizados os valores de 30% e
3, respectivamente, para rmax € LODnin. As marcas mais proximas em relacdo as marcas
ja consideradas que atenderam aos dois critérios adotados, foram incorporadas ao grupo
de ligacdo. Assim, 0 processo continua, investigando a porcentagem de recombinacao e
LOD entre marcas e possiveis vizinhos a serem incorporados as extremidades do grupo

de ligacdo em construcéo.

3.4.4 Ordenamento das marcas no grupo de ligacao

Apobs a formagdo dos grupos de ligacdo, foi determinada a melhor ordem das n
marcas nos grupos.

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 ndmero de locos marcadores aumenta,
aumenta-se grandemente o numero de ordens possiveis, consumindo, portanto, um
grande tempo de processamento. Entdo, foi utilizado, alternativamente, o método da
soma das fracdes de recombinagédo adjacentes (SARF - Sum of Adjacent Recombination
Fractions) para os mapas construidos sem analise multiloco. Neste processo , a melhor
ordem € aquela que apresenta a menor soma das recombinacdes adjacentes. 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, ap0s a permuta, a soma das distancias adjacentes for reduzida. Apos todas as
permutas conclui-se que a melhor ordem € aquela de menor soma de distancias
adjacentes (Schuster e Cruz, 2004).
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Para metade dos mapas simulados para a obtencdo dos mapas consenso
integrados efetivo utilizou-se da andlise multiloco. Nesta andlise considera-se que as
informacdes baseadas em pares de locos, devem ser menos precisas que aquela que
deveria considerar, simultaneamente, as informacdes de todas as classes disponiveis para
todos locos do grupo de ligacdo. Desta forma novas distancias serdo calculadas pelo
método grafico da superficie de resposta ou método dos minimos quadrados (Stam
1993).

Realizados todos os passos descritos até entdo, os grupos de ligacdo para as
populacdes simuladas foram formados utilizando-se como medida de distancia a
porcentagem de freqliéncia de recombinacdo. O préximo passo foi a comparacdo dos
grupos de ligacdo formados para todas as populagdes simuladas com aqueles grupos de

ligacdo estabelecidos no genoma simulado.

3.4.5 — Mapa consenso

Para a construcdo dos mapas consenso foi utilizado o médulo mapa consenso do
GQMOL, sendo que os mapas provenientes dos diferentes tamanhos e tipos de
populacdo simulados, foram usados para integracdo. Logo apds integracdo dos mapas,
eles foram comparados com 0 mapa original quanto ao tamanho do grupo de ligacao,
distdncia média dos marcadores adjacentes, variancia média dos marcadores adjacentes,
correlacdes de spearman e estresse. Na Figura 7 é apresentado um exemplo de mapa

consenso.
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Figura 7 — Mapa consenso gerado pela integracdo de trés diferentes mapas genéticos. Séo

ilustrados onze ancoras com 0 mesmo ordenamento nos diferentes mapas

3.5 - Metodologia para obten¢do do mapa consenso

Neste trabalho definiu-se mapa consenso como aquele resultante da analise conjunta
de varios outros mapas genéticos que apresentam marcadores consenso, denominados de
ancora.

Assim, serd considerado como ilustracdo, a obtencdo do mapa consenso a partir de
trés mapas designados por A, B e C, contendo quatro marcadores consenso M, My, Ms,

M, como apresentado a sequir:
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l1a | I2a | l3a |

A |
M1 M2 M3 M4
B I l1b I Ian I I3p |
M1 M2 M3 M4
C I le I I2c I 3¢ |
M1 M2 M3 M4

Como estes mapas podem ser gerados a partir de diferentes populacfes de diferentes
tamanhos, o ordenamento podera variar de uma populacdo para outra para certas marcas,
principalmente para aquelas bastante proximas. Nesta ilustracdo o ordenamento foi o
mesmo.

Também é considerado a disponibilidade das matrizes de distancia, em porcentagem
de recombinacdo, entre cada par de marcadores em cada mapa, que serdo denominadas
de Dy, D, e D3. Deve-se ressaltar a possibilidade de reconstituir D1, D2, D3 a partir das
informacBes dos mapas, porém grande quantidade de erro deverd ser incorporada a
matriz em raz&o do desconhecimento da verdadeira taxa de interferéncia entre regides
adjacentes.

Sabe-se que, para cada mapa de ligacao, seria possivel obter estimativas multiloco da
distancia entre os pares de ancoras, para aquele ordenamento.

Assim para 0 mapa 1, pode-se ter :

M1, Mas Mzs  Mys

Sendo Mij a distancia entre as marcas, i € j e mi o valor da distancia obtido pela

analise multiloco. Distancia entre as marcas dada pela analise multiloco.

Para obtencéo do vetor m é utilizado o sistema de equagdes:
Pm=Q
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Em que

01 m;

bLC

(n-1 Mp_1

n-1xn-1 n-1xi

sendo :

n: nimero de marcas moleculares

a_c: elemento da diagonal ou acima da diagonal da matriz P, dado por:

aLC:ii L, (L<C)

i=1 j>c

b.c: elemento abaixo da diagonal da matriz P, dado por:

bLc= izc: Lij (L>C)

i>L j=1

gi=elemento da i-ésima linha do vetor Q

L n
4= > 2 LiM;,

i=1 j>L

Li; € o peso devido a informagéo do valor da distancia mj;, admitido neste estudo
como sendo o inverso da variancia de mj;. A variancia depende do tipo de populagéo, do
tipo de marcador, da fase de ligagéo e proprio valor de m;;

Se a matriz D tiver sido reconstituida a partir do mapa genético esta analise sera
indcua, pois reconstituira exatamente 0 mapa fornecido, para a fungdo de mapeamento
utilizado.

Entretanto, para obtencdo do mapa consenso o valor de distancia entre par de
marcadores podera ser melhor estimado ndo sé pela informacéo dos elementos de uma
particular matriz D, mas de todas elas tomadas em conjunto.

Assim, tem-se:

Pim Q: parao mapa 1

Pom Q2 para o mapa 2
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Pcm = Q. para o c-ésimo mapa de ligacao

De forma conjunta, pode-se escrever:

[P1+P2+ ..... Pc]m = [Q1+Q2+----Qc]

P.m=Q1, e  m=P.'Q.

3.6 - Comparacéao dos genomas

Para facilitar a compreensdo, o termo “genoma simulado” deve ser referenciado
como o verdadeiro (original). O termo “genoma analisado” refere-se, aos genomas
construidos a partir das populac@es simuladas, o qual apresentara distorcdo em razédo do
processo de estimacdo, amostragem, critérios de agrupamento, dentre outros. O termo
“genoma consenso” serd utilizado para designar os genomas obtidos pela integracao dos
mapas provenientes das diferentes populagdes.

Em cada situacdo foram estudados os mapas consenso construidos a partir dos
genomas analisados, e realizadas comparac@es quanto aos nimeros de grupos de ligacao
obtidos, 0 numero de marcas por grupo, os tamanhos dos grupos de ligacéo, as distancias
médias entre marcadores adjacentes nos grupos de ligacdo, as variancias das distancias
entre marcas adjacentes nos grupos de ligacdo, o estresse, e se ocorrerd ou nao inversao
da ordem dos marcadores, verificada pela correlagdo de Spearman. Todas estas
comparacgOes foram efetuadas com utilizagdo do Mddulo: “Comparagéo de genomas”, do
aplicativo computacional GQMOL (Cruz, 2008).

Nas andlises apresentadas a seguir foram utilizadas apenas as repeticGes
(populagbes) em que houve formacdo de onze grupos de ligagdéo no mapeamento

genetico.
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3.6.1 Numero de grupos de ligacao e de 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 obtida do mapeamento das
populagdes simuladas.

3.6.2 Tamanho do grupo de ligagdo

Dado pelo somatério das distancias entre marcas adjacentes no grupo de ligacao
analisado, como segue:

m-1

L=>d,

k=1

em que: L é o tamanho do grupo de ligagdo e d, é a distancia entre marcas adjacentes

My € M+1 NO grupo de ligacdo analisado (k= 1,..., m-1). Sendo que, m é o0 numero de

marcadores no grupo de ligacdo analisado.

3.6.3 Distancia média de dois marcadores adjacentes no grupo de

ligacdo

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

marcas adjacentes no grupo de liga¢do, como segue:
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go_Lt
m-1

3.6.4 Variancias das disténcias entre marcas adjacentes

Esta medida faz-se Gtil uma vez que o genoma original (simulado) apresentara
marcas equidistantes tendo-se variancia nula. Entdo foi avaliada a variancia do genoma
analisado partindo do pressuposto que o ideal é ter variancia nula. A estimativa é dada

por:

== | € o numero de intervalos dado por m-1.

em que: 6° € a variancia das distancias entre marcas adjacentes, d, é a distancia entre

marcas adjacentes my e M1 nNo grupo de ligacdo do genoma analisado (k= 1,..., m-1); d
é a distancia média entre marcadores adjacentes no grupo de ligacdo do genoma
analisado; e | € o nimero de intervalos entre marcas adjacentes, dado por m — 1, onde m

é 0 nimero de marcadores no grupo de ligacao.

3.6.5 Correlacéo de Spearman

Foi empregada para avaliar o grau de concordancia do ordenamento das marcas
nos genomas analisados e o simulado, ndo é afetada pelas distancias entre marcadores. E
também conhecida como correlacdo de rank, sua aplicagdo é importante quando nédo é
possivel mensurar variacdo continua das variaveis x e y nos n membros de uma
populacdo. Mas, sendo 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 a sua utilizacdo na
analise de genomas €é proposta conforme descrito a seguir.

Adaptando-se a correlacdo de Spearman, para analise de genomas, tem-se:
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6> A
rp=1-—=
s m(m?-1) '
em que: r, € o valor estimado da correlagdo de Spearman para um grupo de ligagdo do
genoma analisado(—l <rg > 1), A, ¢ adiferenca da nota do marcador My (k = 1,..., m)

na posicdo k do grupo de ligacdo do genoma simulado e a nota do marcador My na
posicdo k do grupo de ligacdo do genoma analisado. Onde, m é o nimero de marcadores
no grupo de ligacdo do genoma simulado e a nota do marcador my, tanto no grupo de
ligacdo do genoma simulado quanto no grupo de ligacdo do analisado, é o valor do

indice k do referido marcador.
3.6.6 Estresse

O coeficiente de estresse (S) é utilizado como medida de adequacdo das
distancias estimadas em representar as verdadeiras distancias estabelecidas no genoma
simulado. Sera estabelecido com o propdsito similar ao apresentado em estudos de

divergéncia genética (Cruz e Carneiro, 2003). E dado por:

em que: S é o valor estimado do estresse, em percentagem, para o grupo de ligacdo do
genoma analisado; d,, € a distancia entre marcas adjacentes My e Mys+1 no genoma
simulado e d, é a distancia entre marcas adjacentes My e My:+1 no genoma analisado (k=

1,..., m-1). Sendo, m o nimero de marcadores no grupo de ligacdo do genoma simulado

e no grupo de ligacdo analisado.
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3.6.7 Testes de comparacdo multipla de médias

As médias das varidveis tamanho de grupo de ligacédo, distancia média de marcas
adjacentes, variancia e estresse em cada populacdo, para cada grupo de ligacdo, foram
obtidas para cada situacdo anteriormente simulada, e foram comparados pelo teste de
comparagdo multipla de médias de Tukey a 1% de probabilidade (erro tipo I), com o
auxilio do aplicativo computacional GENES (Cruz, 2001). Também foram comparadas
as médias gerais (médias de todos os grupos de ligacdo), nas diferentes populacGes, para

cada tipo de sub-genomas.

3.7 — Fluxograma ilustrativo

Para facilitar o entendimento da logistica utilizada no trabalho de simulacéo é
apresentado o fluxograma na (Figura 8). Os passos seguidos no processo de simulacao
foram:

1°) simulac&o dos genomas com nivel de saturagdo de 5, 10 e 15 cM e 11 marcas
moleculares;

2°) a partir dos genomas simulados foram construidos os genotipos dos genitores;

3°) Simulacdo das populaces com diferentes nimeros de individuos (100, 200,

400);

4°) as populacOes segregantes foram mapeadas;

59 Integracdo dos mapas entre populagdes F, e retrocruzamento de diferentes

tamanhos.

6°) os mapas obtidos foram comparados com o genoma simulado. Para a

comparacdo foram utilizados os critérios apresentados no quadro mostrado no

interior do fluxograma.
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Comparacao

i

Mapa consenso ou
mapa integrado

i

Comparacéao
-Numero de grupos de ligagao
-Ndmero de marcas
-Comprimento de grupos de ligagdo
-Distancia entre marcas
-Correlagdo de Spearman
-Variancia
-Estresse

Simulacéo dos
Genomas |||]|::> Genitores
=

4

Simulacao das
populacdes

=

d

Juncéo de mapas genéticos
provenientes de diferentes
tipos e tamanhos de
populacdes

Populacéo F;, ou de
Retrocruzamento

=

Genoma simulado

Figura 8 — Fluxograma ilustrativo do processo de simulagéo realizado neste trabalho.
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4 Resultados e discussao

4.1 Qualidade dos mapas consenso individuais

Procurou-se avaliar a qualidade dos mapas consenso obtidos a partir da juncao de
trés outros, gerados com diferentes tamanhos de populacéo, tipos de populacéo e tipo de
marcador. Foram consideradas duas abordagens:

1 — A qualidade de um mapa consenso resultante da jungdo de mapas oriundos de
diferentes tipos de populagcdes de mesmo tamanho.

2 — A qualidade de um mapa consenso resultante da juncdo de mapas oriundos de

um mesmo tipo de populacdo com tamanhos diferentes.

Diferentes trabalhos com integracdo de mapas genéticos de diversas espécies
cultivadas (Tabela 3), tém sido publicados nos dltimos anos, utilizando informacGes de
diferentes mapas construidos com diferentes tipos de marcadores e populacgdes.
Entretanto, pouco tem sido discutido sobre a resolugdo destes mapas integrados. A
resolucdo do mapa pode ser entendida como a capacidade de se determinar a seqiéncia
de marcadores, nele, estdo diretamente relacionadas ao tamanho da amostra ou
populacdo. Respostas a estes questionamentos ndo sdo totalmente encontradas na

literatura.
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Tabela 3. Cultura, tamanho de populacdo, nimero de marcadores, comprimento do

mapa e nimero de marcadores ancoras utilizados para integracdo de mapas genéticos

~ N° de N° de A
Cultura N° populagdes marcadores  Referéncia
marcadores A -
ancora
Cevada 6 (3RIL;3DH) 3258 502 Marcel et al. (2006)
Canola 3 (DH) 540 253 (Lzoorgi’;’“d ¢ Delourme
Algodao 4 (F,3) 284 - Ulloa et al. (2002)
Milheto 4 (F2) 418 116 Qi etal. (2004)
Trigo 4 1235 - Somers et al. (2004)
Azeveém 2 922 42 Saha et al. (2005)
Seringueira 2 717 - Lespinasse et al. (2000)
Videira 5 515 - Doligez et al. (2006)
Cana-de- Pseudo- 357 i Garcia et al. (2006)
aglcar testcross
Pimenta 6 2262 320 Paran et al. (2004)
Milho 23 5650 2100 Peleman et al. (2000)
Citrus 2 217 61 Oliveira et al. (2005)
Soja 5 1849 - Song et al. (2004)
Feijdo 3 563 - Freyre et al. (1998)

* marcadores comuns em pelo menos dois mapas individuais; RIL: Recombinante Inbreed Line;

DH: Duplo hapléide

4.1.1 Obtencdo dos mapas consenso

Foram simuladas populagdes de retrocruzamento, F, dominante e co-dominante,
com 3 grupos de ligacdo originalmente estabelecidos com 11 marcas em cada grupo, em
gue se variou a distancias entre as marcas (equidistantes 5, 10 e 15 cM) e o tamanho da
populacdo (100, 200 e 400 individuos), com 10 repeti¢cdes para cada populacéo.

A qualidade dos mapas para estudos geneticos ja é discutida na literatura.
Segundo Soller e Beckmann (1983), quando marcadores co-dominantes estdo
disponiveis, anélises baseadas em geracGes F, sdo mais Uteis que aquelas com base em
geragbes de retrocruzamento, por fornecerem informacGes tanto em relacdo a
dominéncia quanto ao efeito maior do QTL identificado. Isso também pode ser uma
explicacdo para a necessidade de maior tamanho de populacéo de retrocruzamento para

obtencdo de mapas mais confiveis.
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Ooijen (1992) ressaltou que o procedimento de mapeamento de QTL de Lander e
Botstein (1989) permite determinar, com limitagdes, a posi¢do do QTLs em um mapa.
QTLs com pequeno efeito aditivo (6explicada = 1%), sendo necessaria a analise de pelo
menos 200 individuos, para que efeitos aditivos dessa magnitude sejam detectados.
Considerando uma situacdo pratica, 400 individuos parecem o menor numero viavel
para trabalhos com RFLP, a menos que se esteja interessado apenas em genes de efeito
muito grande (cexplicada >1%)

Previamente a realizacdo do mapeamento genético de cada populagéo segregante
simulada, foram aplicados testes de qui-quadrado (x?) para verificar se a razdo de
segregacgéo do locos individuais estava de acordo com o esperado, pela primeira lei de
Mendel. Ndo foram observadas ocorréncia de marcadores com razdo de segregacéo
diferente da esperada (P<0,05, dados ndo apresentados), 3:1 F, dominante, 1:1
retrocruzamento e 1:2:1 F, co-dominante. Estes resultados serviram como indicativo da
boa qualidade dos dados gerados no processo de simulacéo

O ndmero de grupos de ligacdo esperado no processo de mapeamento nas
populacdes simuladas era igual a 3, independente da saturacdo do genoma utilizado para
geracdo das populagdes segregantes. Porém, foi observada a ocorréncia de mapas onde
ndo houve a recuperacdo dos 3 grupos de ligacdo (Tabela 4) ocorrendo a formacdo de
nimero maior de individuos ou menor. Segundo Cruz (2006), em populagdes F,
tamanhos proximos de 100 e 200 individuos podem ser utilizados para uma recuperacao
completa do genoma, no caso de saturacdo de 5 e 10 cM, respectivamente. No caso de
populacBes de retrocruzamento, as amostras devem ter o tamanho minimo de 200
individuos nos niveis de saturacdo de 5 e 10 cM. As repeticGes que apresentaram
namero de grupos de ligacdo diferente de 3 foram descartadas devida a falta de
informacgdo ou informacdes errdneas geradas a partir dessas amostras. Exemplos de
formacgéo de grupos de ligacdo com numero diferente do desejado pode ser visto na
figura 9.

Observando-se a Figura 9 tem-se idéia do que acontece quando ndo se tem
namero de individuos e de marcas adequados. Os grupos que originalmente
comportariam as 11 marcas ndo foram identificados, e no lugar deles foram identificados
2 grupos com 11 marcas e 2 grupos com numero diferente de marcas, um com 6 marcas

€ 0 outro com 5 marcas.
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Verificou-se que, a medida que o numero de individuos aumenta, 0 nimero de
grupos de ligacdo recuperado tende a ser igual ao nimero de grupos de ligacéo
estabelecido no genoma original utilizado para a simulacéo.

% GL 1 Marca % GL 2 Marca % GL 3 Marca % GL 4 Marca
A w12 |« 7 |« 23 A
00 |
ES-)
1500 __|] - 200 | z1.00 |
w12 1400 ]
I % 24 H =2
12.00__|| - —
BERL 1500 __| o
2000
— 3
1500 | | %25 m—
| xs | =3 1a.00 __|
13,00 ] | e
1600 Y
2700 __| | =26 1a.00__||
16
— 14.00 | H =5
0 w27
2z00__|| _ _
1200 __|
| 7 1 2500 |
1700 __|)
¥ 28
18
son I 1400 |
=13
I %29
1400 __|] a00 |
w20 | =30
2000 __|
24.00 __||
| = 21
| =21
1100 __|] 23.00__|
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Figura 9: Representacdo da fragmentacdo dos 3 grupos de ligacdo originais em 4
grupos de ligacdo. Observe que o grupo de ligacdo 1 foi dividido em dois grupos, tendo, cada

um, 5 e 6 marcadores.

A inversdo na ordem dos marcadores também é um fator importante a ser
verificado, corroborando com a confiabilidade dos dados obtidos. As inversdes podem
se dar de varias formas, havendo casos em que o grupo de ligacdo é recuperado, mas
com alteragdes da ordem de uma ou mais marcas, (Figura 10). Além disso, as inversdes
podem acontecer, também, dentro de grupos de ligacdo ja invertidos, dificultando a

decisdo de considerar, para fins de analise, este grupo de ligag&o.
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Figura 10: Representacdo da inversdo de marcadores em um grupo de ligacdo. A seta indica o
par de marcadores invertidos no grupo de ligacéo.

Um fator a desqualificar um determinado tamanho da populacéo para analise é a
juncéo de grupos de ligacdo. Essa juncdo pode ser total, em que um grupo inteiro se liga
a outro grupo inteiro, ou parcial, quando um grupo de ligacdo se liga a parte de outro
grupo de ligacdo. Na Figura 11 é apresentada uma situacdo em que um grupo de ligacéo
formado possui parte dos 3 grupos previamente estabelecidos.

Em trabalhos de simulacdo é possivel inferir sobre a qualidade do mapa,
considerando o ordenamento e as distancias entre marcadores. Entretanto, na pratica os
mapas sdo estabelecidos sem que se possa avaliar a sua verdadeira adequacdo e
capacidade de representagdo do fendmeno genético estudado. Certamente que fazer a
juncdo de mapas de alta qualidade, permitird obter maior acurdcia no mapa consenso.
Mas guanto que um mapa de baixa qualidade podera reduzir a acuracia, e se 0 mapa de
alta qualidade aumentar esta acurécia € digno de investigacao.
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Figura 11: Representacdo de um grupo de ligacdo oriundo da jungdo de trés grupos de

ligag&o.

4.1.2 Estratégias para obtencao de mapas consenso

No procedimento de construcdo de mapas consenso foram descartados os mapas
que apresentaram numero de grupos de ligacdo diferente de 3, que é 0 nUmero de grupos
de ligacdo que se tem no genoma original, e 0s que apresentavam jun¢do de grupos de
ligacdo. Na tabela 4 estdo apresentados o nimero de repeticbes que recuperou 0s 3
grupos de ligacdo para tamanhos de populacdo de 100, 200 e 400 individuos, assim
como numero de inversdes apresentados em cada um destes tamanhos de populacéo.
Segundo Young (1994), amostras com menos de 50 individuos, provavelmente, terdo
baixa resolucdo de mapeamento. Assim espera-se que a medida que se aumenta o
numero de individuos, a qualidade dos mapas aumente, como pbde ser constatado que 0
maior nimero de ocorréncias para populacdes que ndo recuperaram 0s 3 grupos de
ligagdo foram as populages com 100 individuos.

Foram construidos dois tipos de mapas consenso:
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1 — Entre populacdes de mesmo tamanho — por meio da unido dos mapas
provenientes de 3 tipos de populagdes (F, co-dominante, F, dominante,
retrocruzamento) com a mesma saturagéo (5, 10 ou 15 cM) e mesmo tamanho populagao
(100, 200 ou 400).

2 - Dentro de populagbes de mesmo tamanho — pela juncdo de mapas
provenientes da mesma populacdo com a mesma saturagdo e diferentes tamanhos
populacionais.

Os mapas consenso foram construidos como indicado na Figura 12, que ilustra os
modos de obtencdo dos mapas consenso obtidos a partir da saturacdo de 5 cM com o0s
diferentes tipos de populacdo (F, dominante, F, co-dominante e retrocruzamento) e
diferentes tamanhos populacionais. O mapa consenso 1 entre populac6es foi obtido pela
unido de todos os mapas construidos a partir dos dados indicados pelo nimero um, 0s
mapas consenso 2 e 3 foi feito o mesmo e assim subseqlientemente para todas as
repeticdes. Para 0 mapa consenso 1, dentro de populagdes efetuou-se a unido dos mapas
construidos com os dados indicados por 1, 2 e 3, para 0s mapas consenso 2 e 3 repetiu-se
0 mesmo processo e também para todas as repeticdes. O processo repetiu para as
saturacdes de 10 e 15 cM.

Para cada mapa consenso foram realizados 10 repeticdes, sendo que 5 delas
foram provenientes de mapas que em sua construcao utilizou-se a analise multiloco e 5
que ndo utilizou andlise multiloco. O nimero de repeticbes de cada mapa consenso
obtido, como descrito no processo (Figura 12), variou de acordo com o numero minimo
de recuperacdo dos 3 grupos de ligacdo dentro de cada grupo de mapas utilizados na
integracéo.

55



Saturagdo  Tipode Tamanho da
do genoma  Populagéo populagéo

Consenso 1 dentro
populacdes

F, dominante -
Consenso 1 entre populacdes

Consenso 2 dentro

5cM populacées

F, co-dominante

Consenso 2 entre populagdes

Retrocruzamento

Figura 12 —Integracdo entre populagdes — unido dos mapas com tamanho populacional 100 das
diferentes populagdes gerando o consenso 1 entre populagdes, 0 mesmo processo se repetiu para
0s mapas construidos com populagdo de 200 e 400 individuos. Integracdo dentro de populagdes
— juncdo dos mapas construidos com populacdo F, dominante de tamanhos 100, 200 e 400
individuos dentro de uma mesma populagédo gerando 0 mapa consenso 1 dentro de populagdes, o

mesmo se repetiu para as populagdes F, co-dominante e de retrocruzamento.

4.1.3 Genomas utilizados para comparacéao

Os genomas utilizados para comparagdo com 0s mapas consenso foram gerados a
partir de saturacdes de 5, 10 e 15 cM e populac¢des de 1000 individuos. Para cada um
destes niveis de saturacdo foi gerado mapas com andlise multiloco e sem analise
multiloco. Estes mapas foram considerados ideais e utilizados como referéncia
(“genoma ideal”). As comparagdes foram feitas entre os mapas consenso construidos a
partir de um “genoma original” com o mesmo nivel de saturacdo que foi gerado o
“genoma ideal” (Figura 13). Somente para as correlacbes de Spearman que foram

apresentadas as comparagdes entre o “genoma simulado” e “genoma original”.
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Figura 13 — la(com analise multiloco) e 1b(sem analise multiloco) mapa ideal usado para
comparacdo, saturacdo 5 cM; 2a(com analise multiloco) e 2b(sem anélise multiloco) mapa ideal
usado para comparacgdo, saturacdao 10 cM; 3a(com analise multiloco) e 3b(sem analise multiloco)

mapa ideal usado para comparacdo, saturacdo 15 cM.

4.2 Comparacdo de Genomas

4.2.1 Correlagéo de Spearman entre medidas de distancia

A correlagdo de Spearman foi utilizada para a identificacdo de inversédo de
posicdo de marcas dentro de cada um dos trés grupos de ligacdo formados no
mapeamento. A avaliacdo das inversdes foram realizadas em repeticdes em que foram
recuperados os trés grupos de ligagdo. Na Tabela 4 esta o numero de inversdes
identificadas pela correlagdo de Spearman dos “genomas analisados” em relagdo ao
“genoma original” ¢ na Tabela 5a e 5b estdo as correlacbes de Spearman do “genoma
consenso” em relagdo ao “genoma ideal” para 0S mapas consenso entre e dentro de

populages, respectivamente.

58



Valores de correlacdo de Spearman iguais a unidade indicam que a ordem das
marcas no grupo de ligacdo obtido no mapeamento das populagdes segregantes néo foi
alterado em relacdo a ordem previamente estabelecida no genoma o qual foi utilizado
para a geracdo das populacdes. Valores de correlacgdo de Spearman diferentes da
unidade, ou seja, menores do que 1, indica que a ordem das marcas no grupo de ligacéo
obtido no mapeamento das populacdes segregantes foi alterada em relacdo a ordem
previamente conhecida no genoma o qual foi utilizado para a geracéo das populagdes.

Por se tratarem de populacdes hipotéticas, foi considerado ndo ser necessaria a
especificacdo das repeticbes e em quais grupos de ligacdo ocorreu inversdo sendo
relatados apenas o nimero de repeticdes que recuperaram trés grupos de ligacdo e
quantos destes grupos apresentaram inversdes, independentemente do numero de
inversdes ocorridas dentro de cada repeticao.

Para o nivel de saturacdo de 5 cM, para o “genoma analisado”, os tamanhos de
populacdo de 100 individuos apresentam repeticdes com valores de correlacdo de
Spearman diferente da unidade para F, co-dominante e retrocruzamentos em mapas
construidos com analise multiloco. Para populagdes de tamanho 200 e 400 individuos
ndo foram observados valores diferentes de um. Sendo que a presenca de marcas
invertidas no grupo de ligacdo somente nas populagdes de menor tamanho 100 e 200
individuos, o0 mesmo fato foi observado quando obteve-se os mapas consenso, o qual se
justifica pela presenca de maior nimero de marcas invertidas nos “genomas analisados”.

Para o nivel de satura¢do de 10 cM, para o “genoma analisado”, o tamanho de
populacdo de 200 individuos apresentou inversdo na ordem das marcas para populacdo
co-dominante e retrocruzamentos, para mapas construidos com e sem analise multiloco.
Um resultado inesperado foi observado para as populagfes geradas a partir do genoma
de saturacdo de 15 cM, na qual ndo foram observadas inversdes nos genomas analisados.

A inversdo de ordem nas marcas dentro de grupos de ligacdo foi maior tanto
qguanto menores foram os tamanhos de populac¢des utilizadas na constru¢do dos mapas.
Portanto, a utilizacdo de populacbes de tamanhos inadequados nos trabalhos de
mapeamento pode levar a problemas relacionados a posicionamento de marcas nos
grupos de ligacdo encontrados, podendo por exemplo, levar a resultados equivocados
nos processos de mapeamento de QTL e selecdo assistida por marcadores moleculares
(Silva, 2005).
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Em uma avaliacéo rapida poderia se afirmar que o nivel de saturagcdo de 15 cM
seria mais indicado para constru¢cdo de mapas consenso quando comparados com 0s
niveis de saturacdo de 5 e 10 cM, uma vez que 0s mapas consenso construidos com este
nivel de saturacdo apresentaram menor numero de marcas invertidas. Mas a avaliacdo na
qualidade da saturacdo e do tamanho populacional em formar bons mapas ndo deve ser
apenas em fungdo da correlacdo de Spearman. Deve-se considerar, também, que este
nivel de saturacdo foi o que apresentou maior numero de repeti¢ces que ndo recuperaram
0s 3 grupos de ligacéo.

Para os mapas consenso gerados pela integracdo dos diferentes mapas analisados
entre populacdes de mesmo tamanho, foram observadas apenas 3 inversdes entre todos
0s mapas analisados, sendo duas delas nas populagdes com tamanho populacional de
100 individuos e saturacdo de 10 cM e a terceira no tamanho populacional de 200
individuos e saturacdo de 5 cM, as quais ndo podem ser consideradas como indicativo de
pior qualidade dos mapas consenso gerado, pois 0s genomas analisados j& apresentavam
inversBes nestes niveis estudados. Fato interessante de ressaltar, para populacéo F;, co-
dominante com saturacdo 5 e 10 cM e tamanho populacional de 100 e 200 individuos e
para populacdo de retrocruzamento com saturacdo de 10 cM e tamanho populacional
200 estas apresentavam inversdes no genoma analisado e ap6s a integracdo entre as
populacbes nas respectivas saturagdes 0s mapas consenso gerados ndo apresentaram
inversdes recuperando a qualidade dos mapas ( Tabela 5a).

Para os mapas consenso gerados dentro de populac@es de diferentes tamanhos,
foi observado um nimero maior de inversGes quando comparado com 0S mapas
consenso entre populacgdes, quatro inversées nas populagdes F, dominante e duas nas
populacbes de retrocruzamento. Quando se compara o0 numero de inversées dos mapas
consenso com 0s genomas analisados observa-se que, Nos mapas consenso, 0 numero de
inversdes para populagdes de retrocruzamento se manteve e para F, dominante o nimero
foi maior, apresentando trés inversdes a mais que nos genomas analisados. Quanto as
populagdes F, co-dominantes ndo foram observadas inversdes nos mapas consenso,

recuperando a qualidade de alguns mapas.(Tabela 5b)
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Tabela 4. Dados de populagdo F, co-dominante, dominante e retrocruzamento.
Saturacdo do genoma 5, 10 e 15 cM, tamanho da popula¢do, nimero de repeticGes com
3 grupos de ligacdo e nimero de inversdes nas populacdes

Popu Saturacao Tamanho da Repeticoes Correlagdo de Spearman
lacdo  do genoma populagdo  Multiloco> S/multiloco= Multiloco+ S/multiloco==
100 5 5 1 0
5 200 5 5 0 0
400 5 5 0 0
@ 100 5 5 0 1
§ 10 200 5 5 1 0
I= 400 5 5 0 0
3
g 100 4 5 0 0
N 15 200 5 4 0 0
400 5 5 0 0
100 5 5 0 0
5 200 5 5 1 0
400 5 5 0 0
)
s 100 4 5 0 0
£ 10 200 5 5 0 0
S 400 5 5 0 0
LE.I
100 4 4 0 0
15 200 5 5 0 0
400 5 5 0 0
100 5 5 1 0
5 200 5 5 0 0
o 400 5 5 0 0
35
Q £ 100 4 5 0 0
gy 10 200 5 5 1 0
g g 400 5 5 0 0
o
o 100 4 3 0 0
15 200 4 4 0 0
400 5 5 0 0

*Repeticdes em que foi utilizada andlise multiloco para constru¢do dos  mapas

**Repeticdes em que ndo foi utilizada analise multiloco para construgdo dos mapas
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Tabela 5a. Mapas consenso entre populages. Saturacdo do genoma, tamanho da

populacdo, nimero de repeticbes com 3 grupos de ligacdo e nimero de inversdes nas

populagdes.

Saturacéo Tamanho da Repeticdes Correlagdo de Spearman
do genoma populagdo Multiloco* S/multiloco~ Multiloco* S/multiloco~

100 5 5 0 0

5 200 5 5 1 0

400 5 5 0 0

100 4 5 1 1

10 200 5 5 0 0

400 5 5 0 0

100 4 3 0 0

15 200 4 4 0 0

400 5 5 0 0

*Repeti¢des em que foi utilizada analise multiloco para construgdo dos mapas

**Repeti¢des em que ndo foi utilizado analise multiloco para construgdo dos mapas

Tabela 5b. Mapas consenso dentro de populacdes. Saturacdo do genoma, tamanho da

populacdo, nimero de repetices com 3 grupos de ligacdo e nimero de inversdes nas

populacdes
Saturacéo Tamanho da Repeticdes Correlacdo de Spearman
do genoma populacado Multiloco* S/multiloco~ Multiloco* S/multiloco*
Co-dominante 5 5 0 0
5 Dominante 5 5 2 0
Retrocruzamento 5 5 1 0
Co-dominante 4 5 0 0
10 Dominante 5 5 2 0
Retrocruzamento 5 5 1 0
Co-dominante 4 3 0 0
15 Dominante 4 4 0
Retrocruzamento 5 5 0 0

*Repeti¢des em que foi utilizada analise multiloco para construgdo dos mapas

**Repeti¢des em que ndo foi utilizado analise multiloco para construcdo dos mapas
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4.2.2 Tamanhos do grupos de ligacéo

Com relagdo ao comprimento médio de cada grupo de ligacéo, foi obtida a média
aritmética dos comprimentos dos grupos de ligagdo dos mapas consenso obtidos a partir
de mapas construidos com e sem andlise multiloco. Os valores dos comprimentos
médios sdo apresentados nas Tabelas 6a e 6b.

O comprimento esperado nos grupos de ligacao apos a integracdo dos mapas das
populacdes F, co-dominante, F, dominante e retrocruzamento era de 50 cM quando se
integrou mapas com saturagdo de 5¢cM e de 100 e 150 cM quando houve a integracéo de
mapas com 10 e 15 cM de saturagdo, uma vez que estes sdo 0s comprimentos de cada
grupo de ligacdo no nivel de saturacdo do genoma utilizado para a simulacdo das
populacdes.

Na avaliacdo dos comprimentos médios dos grupos de ligacdo foi realizada a
andlise de variancia seguida do teste comparativo de médias (teste de Tukey), em que as
diferencas entre médias foram avaliadas com nivel de significancia de 0,05. O teste de
Tukey permitiu a avaliacdo estatistica do efeito do tamanho da populacdo no
comprimento médio dos grupos de ligacdo formados no mapeamento das populacbes
simuladas.

Para os mapas consenso entre populacdes (Tabela 6a), observou-se que, em
geral, que a medida que aumenta o tamanho da populacdo segregante aumenta o
tamanho dos genomas tendendo a aproximar-se cada vez mais do tamanho do genoma
original. Uma explicagéo para a aproximacdo do tamanho médio dos grupos de ligagédo
ao valor esperado do genoma original é que a medida que aumenta o tamanho da
populagdo segregante ocorre a reducdo da amplitude de variacdo dos tamanhos de
grupos de ligacdo obtidos entre as repeti¢des. Esta reducdo da amplitude de variacdo dos
tamanhos de grupos de ligacdo em torno da média pode ser observada pela reducdo do
desvio padrdo (Tabela 9a) com o aumento do numero de individuos nas populacbes
segregantes. A excecéo foi para os mapas de saturacdo de 10 cM com tamanho 100, 200
e 400 construidos com analise multiloco, os quais 0s tamanhos médios dos grupos de
ligacdo diminuiram com o aumento do tamanho da populacéo. Esse resultado poderia ser

explicado, pela imprecisdo das estimavas da andlise multiloco. Mais mesmo assim, a
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medida que aumentou o0 nimero de individuos, o desvio padrdo entre as classes decaiu.
Por exemplo, para a saturacdo de 10 cM tem-se que o desvio padrédo foi de 3,864 e
0,746 para os tamanhos de populagdo de 100 e 400 individuos.

Além da explicacdo em termos estatisticos, ha uma explicacdo biologica dada
pela melhoria das estimativas das freqiéncias de recombinacdo a medida que se aumenta
0 tamanho das populacdes segregantes utilizadas no mapeamento, consequentemente
melhorando as estimativas de freqiiéncia de recombinacdo, melhor a recuperacdo dos
mapas integrados.

O teste de médias permitiu a avaliacdo estatisticas dos efeitos do tamanho da
populacdo na recuperacdo do tamanho dos grupos de ligacdo formado na integracdo dos
mapas genéticos. Com o aumento no numero de individuos das populagdes, para 0s
mapas construidos com e sem analise multiloco foi observado uma diferenca
significativa entre pelo menos uma das classes de médias, pelo teste de tukey a 5%, seja
entre as médias dos grupos de ligacdo ou das médias gerais do comprimento dos grupos
de ligacdo. Isso foi observado principalmente entre as populacdes de 100 e 400
individuos. Dentro de cada grupo analisado observa-se que as populacdes com 400
individuos obtevou-se uma média mais ajustada aos valores observados nos mapas
“ideais”. O que pode ser corroborado com a queda do desvio padrdo e do estresse
quando se aumenta o nimero de individuos na populacdo, os menores valores de desvio
padrdo sdo observados neste tamanho populacional. Por exemplo, para a saturacdo de
10 cM, sem analise multiloco, tem-se que o desvio padrao foi de 4,476 e 0,630 para 0s
tamanhos de populacdo de 100 e 400 individuos, respectivamente. Podendo levar a uma
inferéncia que mesmo para integracdo de mapas o tamanho da populacdo influéncia na
maior confiabilidade da reconstituicdo dos mapas, maior nimero de individuos maior
confianca nos processos de integragdo e tamanho dos grupos de ligagéo.

Para os mapas consenso dentro de populacdo ndo foi observado um padréo nas
médias dos grupos de ligacdo (Tabela 6b), uma vez que a integracdo ocorreu entre
mapas construidos com populacGes de diferentes tamanhos. A realizacdo do teste de
Tukey (P<0,05) permitiu a avaliacdo estatistica dos efeitos do tipo de populacdo na
integracdo de mapas genéticos. Para as populacdes F, co-dominates e F, dominante
houve diferenca significativa entre as médias gerais de quase todos 0s niveis de
saturacdo estudados com e sem analise multiloco, com excecdo para 0s mapas com

saturacdo de 5 cM, utilizando anélise multiloco.
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Tabela 6a. Mapa consenso entre populacdes. Média aritmética do comprimento, em cM,
de trés grupos de ligacdo em trés tamanhos de populagdo com marcadores eqiidistantes

a b, 10 e 15 cM com/sem andlise multiloco para construcdo dos mapas genéticos.

Com analise multiloco Sem analise multiloco
© . I L T
o o6 Grupos de ligagdo = Grupos de ligagdo s
W =5 (O] o
O
© £ © © ©
- © S — —
2 EQ 3 =
g 85 1 2 3 2 1 2 3 2
41.447 37.530 43.014 40.664 | 47.00808 49.226 49.61462 48.616
100 (o) (b) ® (b) @ @ @ (ab)
200 40.326 37.664 40.624 39.539 | 46.58598 49.137 47.20846 47.643
5 ®) (b) ® (b) @ @ @ (b)
400 52.390 50.715 51.777 51.627 | 52.66906 50.490 52.15622 51.771
@ @® @ @® @ @ @ @
100 92.096 95.608 88.006 91.903 | 90.07396 88.004 87.01572 88.364
@1 @ @ @® (b) ® () (b)
200 82.604 78.732 80.139 80.491 | 104.7658 106.93 104.0996 105.26
10 @ (b) @ (b) ) ) @ @
82.676 85.239 84.509 | 104.5164 107.33 97.9616 103.27
400 85-(311 (ab) @ (ab) @ @ (ab) @
106.84 108.33 101.40 105.52 | 114.0468 109.24 114.4249 112.57
100 @ @ @ () @ ) (b) ©)
109.06 110.89 110.79 110.24 | 117.2177 115.23 118.8223 117.09
15 200 @ @ @ (ab) @ ) @ @
400 114.86 113.83 114.01 114.23 | 118.8172 118.70 118.214 118.57
@ @ ) ) @ @® (ab) @®

" indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da analise de
médias feita pelo teste de Tukey a 5%. Nas colunas, dentro de cada nivel de saturacdo, médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey.
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Tabela 6b. Mapa consenso dentro de populacdes. Média aritmetica do comprimento, em

cM, de trés grupos de ligacdo em trés tipos de populagdo com marcadores equidistantes

a5, 10 e 15 cM com/sem analise multiloco para construgdo dos mapas genéticos.

Com analise multiloco

Sem analise multiloco

. ‘© L ©
9 S Grupos de ligagdo s Grupos de ligagdo S
o o & ) )
[§]
S T = 8 o
2 88 g 45
S =8 1 2 3 s 1 2 3 s
SE 143035 42265 40516 41.939 | 46.782 46591 46.589 46.654
"8 (@) () (ab) (ab) (@) @) (@) (b)
%
5 & S | 41924 40121 39570 40.462 | 50.121 49.767 50.396 50.274
S (a) (a) (b) () () (@) (a) @
E E | 43699 40305 44573 42.863 | 47.974 49727 48605 48.902
x N (@) (@) (@) @) (@) @) (@) (ab)
8 £ | 83328 80668 83.028 82398 | 86392 86093 86.253 86.246
s (a) (@) (a) (@) (b) () (b) ©
0 £ £ | 77711 75114 75974 76.266 | 92429 93.969 92.768  93.055
s (a) (@) (b) () (ab) (@ (ab) ()
2 8
S 2 | 83167 79.491 83.167 82.123 | 96.798 96.262 95.351  96.137
< F (a) (@) (a) (@) (a) (@) (a) (@
fN £ | 11292 11445 11264 11334 | 11845 11695 120.05 118.48
s (a) (@ (a) (@ (a) (@ (a) (@
15 & £ ] 10941 10537 10958 108.12 | 117.96 11495 117.95 116.96
s () () (a) () (a) (@ (ab) ()
€ 2 | 112142 11150 10877 11056 | 11588 11577 11588 115.84
< § (a) (ab) (a) (ab) (a) (a) (b) ()

" indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da analise de
médias feita pelo teste de Tukey a 5%. Nas colunas, dentro de cada nivel de saturagdo, médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey.
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4.2.3 Meédia das distancias entre marcas adjacentes

A média das distancias entre marcas adjacentes ao longo de cada grupo de
ligacdo foi obtida calculando duas médias aritméticas sucessivas. A primeira média foi
calculada apenas entre os valores de distancia encontrados dentro de cada grupo de
ligacdo. A segunda foi obtida pela média aritmética das médias anteriormente obtidas.
Neste processo, s6 foram utilizadas repeticbes que possuiam os trés grupos de ligagédo
reconstituidos. As demais repeticdes foram desconsideradas para efeito de analise.

Segundo Hospital et al. (1992), marcadores sdo mais Uteis quando sua posi¢do no
mapa € conhecida. Com isso, tem-Se que, quanto menor a Vvariancia e,
conseqlientemente, o desvio das distancias entre marcas, melhor serd a capacidade de
localizagéo e, por consequiéncia, mais eficiente o trabalho de mapeamento.

O método de mapeamento proposto por Lander e Botstein (1989) emprega pares
de marcadores vizinhos para obter o maximo de informacéo da ligacdo de QTLsS, dentro
do segmento de cromossdémico analisado. Esses autores investigaram acuracia do
método por simulacdo, e os resultados indicaram a existéncia de uma probabilidade
razoavel de deteccdo de QTL que explique pelo menos 5% da variancia. Em média, um
QTL com capacidade para explicar 5 ou 10% da variancia € mapeado com um intervalo
de 40 ou 20 cM, respectivamente. QTLs com maiores efeitos genotipicos serdo
localizados com maior preciséo.

A distancia média de marcas adjacentes dentro de cada grupo de ligagdo esperada
nos grupos de ligacdo apds a integragdo dos mapas das populagdes F, co-dominante, F;
dominante e retrocruzamento era de 5 cM quando se integrou mapas gerados a partir do
genoma original com saturacdo de 5¢cM, de 10 e 15 ¢cM quando houve a integracdo de
mapas gerados com 10 e 15 cM de saturacdo do genoma original.

Analisando o efeito do tamanho da populacdo dentro do nivel de saturacdo de 5
cM, para mapas consenso integrados dentro de populacgdes (Tabela 7a), verificou-se que
ocorre aproximacao do valor de distancia média entre as marcas adjacentes ao valor
esperado de 5 cM & medida que aumenta o tamanho de populagdo de 100 para 400
individuos. Uma explicacdo para esse resultado é a reducdo da amplitude da variagdo
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dos valores de distancia média obtidos entre as repeti¢des. Esta reducdo da amplitude de
variacdo dos valores de distancia em torno da média pode ser observada pela reducéao
dos valores de desvio padrdo (Tabela 9a) a medida que se aumentou o nimero de
individuos das populagdes segregantes Por exemplo, para a populacdo de 100 individuos
com analise multiloco o desvio padrdo foi de 0,464 ao enquanto que para a de 400
individuos foi de 0,163. Excecdo a este comportamento foi observada para as
populacBes de 200 individuos em que a distancia média entre os grupos de ligacao
diminuiram em relacdo a populagéo de 100 individuos, porém o desvio padrdo, decaiu.

Pelo teste de média para os tamanhos de populacdo de 5 cM, as médias gerais das
populacBes de 200 e 400 individuos se diferiram significativamente, ao passo 0s
tamanhos de populacdo de 100 e 200 individuos ndo diferiram significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para 0os mapas consenso gerados a partir da saturacdo de 10 e 15 cM, como
observado para os de 5 cM, houve uma tendéncia a aproximacéo do valor de distancia
média entre as marcas adjacentes ao valor esperado de 10 e 15 ¢cM com o aumento do
nimero de individuos da populacdo de mapeamento de 100 para 400 individuos. Por
exemplo para o grupo de ligacdo 1 dos mapas gerados com andlise multiloco e saturacéo
10 cM foi obtida a distancia média de 9,007 e 10,451, para os tamanhos de populacéo
de 100 e 400 individuos, respectivamente. Também os valores de desvio padrdo geral
diminuiram com o aumento do tamanho das populac6es (Tabela 9a). Por exemplo, para
0 mapa oriundo de saturacdo 15 cM, sem andlise multiloco, o desvio padrdo foi de
0,572 e 0,197 para os tamanhos populacionais de 100 e 400 individuos, respectivamente.
Excecdo a este padrdo foi encontrada no nivel de saturacdo de 10 cM, com anélise
multiloco para a construcdo dos mapas genéticos em que houve uma queda das
distancias médias entre as marcas.

E interessante observar que, com o aumento do tamanho da populago, existe a
tendéncia clara a diminuicdo da amplitude de variagdo nos valores das meédias das
distdncias entre marcas adjacentes, para 0s mapas gerados sem analise multiloco. Esta
diminuicdo pdde ser observada tanto nos valores pertencentes ao mesmo grupo de
ligag&o, quanto na media geral de cada tamanho populacional.

Visscher et al. (1996), utilizando técnicas de simulacgéo, avaliaram a eficiéncia da
introgressdo de genes em populagdes de retrocruzamento derivadas de linha
endogdmicas. ApoOs a obtencdo dos dados, ficou constatado que marcadores foram
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eficientes tanto para introgresséo de alelos quanto para selecdo de geno6tipos receptores,
simultaneamente. Ao serem consideradas marcas espagadas de 10 e 20 cM, houve
vantagem de uma a duas geracdes de selecdo de retrocruzamentos, em relagdo ao tempo
gasto no melhoramento classico, quanto a selecdo fenotipica.

Considerando que o teste de médias ( P<0,05) indicou diferenca entre as médias
gerais das populacdes de 100 e 400 individuos para os mapas gerados com analise
multiloco com saturacdo 15 cM e sem andlise multiloco para satura¢es de 10 e 15 cM,
o teste ndo foi significativo entre os tamanhos populacionais para o nivel de saturacédo de
10 cM com anélise multiloco.

Para os mapas consenso integrados dentro de populagéo (Tabela 7b), a distancia
média das marcas tende a ser menor para 0s mapas construidos com andlise multiloco
guando comparados com 0s mapas construidos sem analise multiloco, e que os valores
das estimativas das distancias médias entre as marcas adjacentes tende a se aproximar
mais do valor original nos mapas construidos sem analise multiloco.

A realizacdo do teste de Tukey (P<0,05) permitiu a avaliacdo estatistica dos
efeitos do tipo de populacdo na integracdo de mapas genéticos. Para as populacdes F;
co-dominates e F, dominante houve diferenca significativa entre as médias gerais de
quase todos 0s niveis de saturacdo estudados com e sem analise multiloco, com excecéao
para 0s mapas com saturacdo de 5 e 15 cM, quando foi utilizada analise multiloco e ndo
foi utilizada analise multiloco

Da interpretacdo dos resultados dos mapas consenso integrados com 0s mapas
provenientes dos varios tamanhos de populacBes nos trés niveis de saturacdo de genoma
com relacdo a distancia média das marcas adjacentes nos grupos de ligacdo, pode-se
inferir que a precisdo obtida na estimativa das distancias é maior tanto quanto maiores
foram os tamanhos de populagdes utilizadas no processo de mapeamento, independente

do nivel de saturagdo do genoma por marcas moleculares.
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Tabela 7a. Consenso entre populacBes. Média das distancias, em cM, entre marcas
adjacentes nas repeticdes que recuperaram trés grupos de ligacdo, em trés tamanhos de
populacdo quando se trabalhou com marcadores equidistantes a 5, 10 e 15 cM com/sem
analise multiloco para construcdo dos mapas genéticos.

Com analise multiloco

Sem anélise multiloco

E o ® o S
o o6 Grupos de ligacéo 5 Grupos de ligacéo 5
|, £ 'C O o
O
c S8 o o
2 £3 3 3
S mg 1 2 3 = 1 2 3 S
100 | 41448 37530 14,3014 14,0664 | 4,70082 49226 4,96146 4,8616
(01 (b) (b) (b) (@1 @ @ (ab)
4,9137
200 | 40328 37664 4,0624 39539 | 4,65862 4 4,72086  4,7644
5 (b) (b) (b) (b) @ @ @ (b)
a0 | 2239 50715 51778 51627 | 52669 50490 521562 5,1771
@ @ @) @ @ @ @ @
100 | 88611 92005 83426 8,8014 | 9,00738 8,8004 8,70158  8,8364
(@1 @ @ @ (b) (b) (b) (b)
200 | 82604 78732 80138 18,0491 | 10,47656 10,693 10,40996 10,526
10 @) @) @ @) @ @ @ @
a0 | 85611 82676 85239 84509 | 1045164 10,733 9,79614 10,327
@ @ @ @ @1 @ (ab) @
100 | 11,404 10,924 11,442 11,257 | 10,68436 10,833 10,14072 10,552
@1 @ (b) (b) (@1 @ @ (b)
15 00 | 11,721 11523 11,882 11,709 | 10,90644 11,089 11,07916 11,024
@) @ @ @ @ @ @ (ab)
a0 | 11,881 11,870 11,821 11,857 | 11,48622 11,383 11,40104 11,423

@

@

(ab)

@

@

@

@

@

! indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da anélise de
médias feita pelo teste de Tukey a 5%. Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
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Tabela 7b. Consenso entre populagdes. Média das distancias, em cM, entre marcas
adjacentes nas repeticdes que recuperaram trés grupos de ligacdo, em trés tamanhos de
populacdo quando se trabalhou com marcadores equidistantes a 5, 10 e 15 cM com/sem
analise multiloco para construcdo dos mapas genéticos.

Com analise multiloco

Sem anélise multiloco

L © L ©
9 S Grupos de ligagdo = Grupos de ligagdo s
o> o g ) )
g T3 8 O
2 8¢2 3 3
g =22 1 2 3 = 1 2 3 2
SE | 4303 4226 4051 4193 | 46782 4.6591 4.6589 4.6654
© 8 (@ @ (ab) (ab) (@ @ (@ (b)
5 f-é 4192 40121 3934 4046 | 50121 50307 5.0396 5.0275
3 @) (@) (b) (b) (@) @) (@) (@)
g £ | 4369 4030 4459 4286 | 4.8374 49727 4.8604 4.8902
& N (@ @ (@ @ (@ @ (@ (ab)
g § 8.333 8.083 8.303 8.2398 | 85962 8.6733 8.6042 8.6246
8 @ @ @ @ (b) (b) (b) ©
10 $E | 77711 7511 7597  7.6266 | 9.2429 9.3969 9.2768  9.3055
8 (@) (@) (b) (b) (ab) (@) (ab) (b)
=8
SE2 | 8316 7971 8349 82123 | 9.6798 9.6262 9.5351 9.6137
x N (@) (@) (@) (@) () (@) () (@)
§§ 11.292 11.445 11.264 11.334 | 11.745 11.915 11.883 11.848
"8 @ @ @ @ @ @ @ @
15 LL”-§ 10.941 10.537 10.958 10.812 | 11.796 11.495 11.795 11.696
8 @ (b) @ (b) @ @ (ab) (ab)
§ £ | 11142 11150 10.877 11.056 | 11.588 11.577 11.588 11.584
@ N @ (ab) @ (ab) @ @ (b) (b)

indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da anélise de
médias feita pelo teste de Tukey a 5%. Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
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4.2.4 Estresse

O estresse expressa 0 grau de concordancia dos valores de distancia entre cada
par de marcas adjacentes nos grupos de ligacdo simulados em relagdo as distancias nos
respectivos pares de marcas no genoma de referéncia. Para obtencao dos valores médios
de estresse, foi feita uma média aritmética dos valores de estresse obtidos nas repeticdes
em que houve a integracdo dos 3 grupos de ligagcdo. Os valores obtidos séo apresentados
nas tabelas 8a e 8b, juntamente com os resultados das comparacGes feitas entre as
médias (Tukey a 5%).

Vale salientar que os valores de estresse apresentam significados diferentes em
niveis de saturacdo diferentes, ou seja, devem ser comparados niveis de estresse entre
genomas com o0 mesmo nivel de saturagao.

Analisando o efeito da integracdo de mapas dentro de populacdes (Tabela 8a) do
nivel de saturacdo de 5 cM nota-se uma reducao dos valores de estresse medio a medida
que aumenta o tamanho da populacdo segregante. Isto foi observado para todos o0s
grupos de ligagdo com exce¢do para 0s grupos de ligacdo um e dois construidos com
analise multiloco para os tamanhos populacionais de 100 e 200 individuos, em que
houve um aumento do estresse com o tamanho da populacdo de 100 para 200. Porém, 0s
valores de média geral de estresses decairam com aumento da populacdo, com
estimativas de estresse médio de 30,616 e 17,332 observadas para os tamanhos
populacionais de 100 e 400 individuos respectivamente, nos mapas construidos com
anélise multiloco.

Para os niveis de saturagdo de 10 e 15 cM verificou-se, assim como para o nivel
de saturacdo de 5 cM, uma reducdo nos valores de estresse médio a medida que se
aumenta o tamanho das populacGes segregantes para todos os grupos de ligagéo. Por
exemplo, o grupo de ligagdo 3, para mapas construidos sem analise multiloco com
saturacdo 10 cM, tem-se que o estresse medio foi de 23,225 e 14,335 para os tamanho
populacionais com 100 e 400 individuos, respectivamente. Além da reducdo dos valores
de estresse médio, também ocorreu uma reducdo na amplitude de variacdo dos valores
de estresse entre repeticbes a medida que se aumentou o tamanho da populacéo
segregante, o que é representado pela reducdo dos valores de desvio padrdo (Tabela 9a).
Esse resultado demonstra uma maior confiabilidade no mapeamento de populacdes com

maior ndmero de individuos. Por exemplo, o desvio padrdao geral para 0s mapas
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consenso com saturacdo de 15 cM construidos com andlise multiloco foi de 8,120 e
0,915 para os tamanhos de populacéo de 100 e 400 individuos.

A reducédo dos valores de estresse com o0 aumento do tamanho das populagdes
dentro do nivel de saturacdo do genoma € evidenciada pelas diferencas significativas
obtidas com a utilizacdo do teste de comparacdo das médias gerais dos grupos de
ligagdo, onde os maiores valores associados as menores populacBes, diferem
significativamente das maiores médias associadas as menores populacgdes.

Para os mapas consenso integrados dentro de populacdes (Tabela 8b) observa-se
que o estresse foi menor em populagdes F, co-dominante quando comparados com 0s
demais tipos de populacdo, apesar do teste de Tukey ndo ter se mostrado significativo
para os diferentes tipos de populagdes.

Quanto ao nivel de saturacdo de 5 cM os testes de média entre os grupos de
ligacdo ndo se mostraram significativos, tanto para mapas construidos com e sem anélise
multiloco. Porém, na média geral para os mapas sem analise multiloco a populacdo F,
co-dominante se diferiu estatisticamente da populacdo de retrocruzamento. Neste nivel,
a variacdo foi de 17,123 (b) a 24,866 (a), nas populacbes F, co-dominante e de
retrocruzamento.

Analisando os tamanhos de populacdo de 10 e 15 cM observa-se que nao ha
diferencas significativas dos testes de médias entre os grupos de ligacdo das diferentes
populacgdes. Por exemplo, para mapas construidos com andlise multiloco na saturacdo de
10 cM, o estresse médio foi de 12,977 (a), 17,428 (a) e 18,569 (a), nas populacbes F, co-
dominante, F, dominante e de retrocruzamento, respectivamente. Diferenga significativa
no teste de Tukey a 5% somente foi identificada para a média geral dos mapas gerados
sem andlise multiloco e saturacdo de 10 cM.

Pelos testes estatisticos, podemos inferir que os estresses gerados pela integracao
de mapas consenso dentro de populacdes de diferentes tamanhos, ndo diferem
significativamente entre os grupos de ligacdo das diferentes populacdes analisadas,

dentro de cada nivel de saturagdo estudado.
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Tabela 8a. Mapa consenso entre populacfes.Valores do estresse médio (%) em funcao
do tamanho da populacdo em populagdes quando se trabalhou com marcadores
eqlidistantes a 5, 10 e 15 cM com/sem anélise multiloco para constru¢do dos mapas

genéticos.
Com analise multiloco Sem analise multiloco
< N T . T
S o IS5 Grupos de ligagdo = Grupos de ligagdo s
S 8= 8 R
2 Ea 3 3
I sg 1 2 3 s 1 2 3 s
100 | 29,109 31164 31576 30,616 | 26,84676 25164 30,42114 27,477
@ (ab) @ @ @ @ @ @
200 | 29441 33,716 23,151 28,769 | 22,56018 22,503 20,14644 21,736
5 @ @ (ab) @ (ab) (ab) (ab) (b)
a0 | 16,169 17,803 17,933 17,332 | 17,00442 18319 17,87746 17,733
(b) (b) (b) (b) (b) (b) (b) (b)
100 | 29,853 26,202 40,330 32,128 | 24,7922 21,492 23,39118 23,225
@) () (@) () (@) (a) (@) (@
200 | 20,168 14,135 15816 16,706 | 20,2913 16,736 16,98234 18,003
10 @) () (b) (b) () (b) (a) (@
a0 | 20629 13605 18957 17,730 | 14,04318 14,617 14,34616 14,335
@) () (b) (b) (b) (a) (a) (b)
100 | 24744 21678 24850 23,757 | 26,98212 32,197 27,82516 29,001
@) () (@) () () (a) () (@)
15 00 | 18770 19,074 19,066 1897 | 24,5673 26,695 23,5768 24,946
@ @ @ (b) @ (ab) (b) (b)
a0 | 15,680 16,392 15673 15915 | 22,8167 24,502 235061 23,608

@

@

@

(b)

@

(b)

(b)

(b)

"indica que dentro dos paréntesis estéo letras correspondentes ao resultado da anélise de
médias, pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Nas colunas, médias
seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey.
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Tabela 8b. Mapa consenso dentro populagdes.Valores do estresse médio (%) em funcao
do tamanho da populacdo em populagdes quando se trabalhou com marcadores
eqlidistantes a 5, 10 e 15 cM com/sem anélise multiloco para construcdo dos mapas

genéticos.
Com analise multiloco Sem analise multiloco
] . © . . <
9 S Grupos de ligagdo = Grupos de ligagdo s
g T3 8 O
Z 82 3 3
g =22 1 2 3 = 1 2 3 2
8 E 20265 16540 19134 18.646 | 16.448 14.918 20003 17123
*s (@ (@) (@ (@) (@ (@) (@
. £ 21.081 27.771 25.087 24.646 | 19.590 22.230 17.242 19.687
b @) (@) (@ (@) (@ (@) (@ (ab)
[VN
,§ $ | 18.743 20660 27.585 22.329 | 24.028 24.052 26.520 24.866
N (@ (@) (@ (@) (@ (@) (@ (@)
© § 12.977 16.727 16.202 15.302 | 15.623 14.255 12.931 14.270
s @) @) @ @) @) ) @ (ab)
10 EF | 17.428 20.303 20.800 19.510 | 16.929 14.612 16.343  15.961
8 (@ (@) @) (@) (@ (@) @) (@)
29
2 | 18569 21.057 18.755 19.460 | 14.291 12.089 13.333 13.238
@ N @) @) @ @) ©) ) @ ()
©f | 16374 16.233 16.016 16.208 | 24.374 23.875 23554 23.934
=S @ ) @ (b) @ @) @ ()
15 § 18.308 22.072 18.816 19.732 | 23.545 28.088 24.206 25.280
2 @ ) @ ) @ @) @ ()
g g | 20008 18118 19.873 19.363 | 25.010 26.649 25296 25.652
@ N @ ) @ ) @ @) @ ()

Yindica que dentro dos paréntesis esto letras correspondentes ao resultado da analise de médias,
pelo teste de Tukey ao nivel de significAncia de 5%. Nas colunas, médias seguidas de uma

mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey.
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4.2.5 Desvio padréo e variancia entre marcas adjacentes

Uma forma adicional de observar o comportamento dos comprimentos médios
dos grupos de ligacdo, média das distancias entre as marcas adjacentes e os valores de
estresse médio € através da analise do desvio-padrdo. Na tabela 9a sdo apresentados 0s
desvios padrdes gerais do comprimento médio dos grupos de ligacdo (*), média das
distancias entre marcas adjacentes (**) e estresse médio (***). Com o aumento no
nimero de individuos em um mesmo nivel de saturacdo do genoma espera-se que 0
desvio-padrdo diminua. Desta forma, torna-se evidente a tendéncia de reducdo na
amplitude de variagdo observada nas medias com o aumento do tamanho populacional.

Para os mapas consenso entre populacdes (Tabela 9a), o desvio padrédo do
comprimento dos grupos de ligacdo e da média das distancias entre marcas adjacentes
observa-se que o desvio padrdo decaiu com o aumento da populacdo para os 2 tipos de
mapas integrados, a Unica excecado foi para a saturacdo de 5 cM e tamanho populacional
de 200 individuos para os mapas construidos sem analise multiloco o qual apresentou
desvio padrdo maior em relacdo a populacdo de 100 individuos.

O desvio padrédo geral do estresse também decaiu com o aumento da populacéo,
com excegdo para a saturacdo de 5 cM e mapas construidos com anélise multiloco e
tamanho populacional 200, que se mostrou maior que desvio padrdo do tamanho
populacional 100 individuos.

A partir das distancias entre marcas adjacentes obtidas nos grupos de ligacéo foi
estimada a variancia amostral. Como em quadros anteriores, para cada grupo de ligacéo
séo dadas médias aritméticas, nesse caso, sdo obtidas varianicas em cada repeti¢do, em
que houve a formacdo de trés grupos de ligagdo no mapeamento das populacdes
completamente informativas simuladas.

Os valores de variancia encontrados na analise dos mapas obtidos da integragéo
de mapas das populacdes simuladas sdo referentes aos erros do genoma com saturacao e
tamanho populacional dos quais eles foram comparados “genoma ideais”, pois 0S
genomas utilizados para geragdo das populacOes segregantes tinham seus marcadores
distribuidos de forma equidistante dentro dos trés grupos de ligagéo.

Os valores de variancia podem ser interpretados de forma que quanto menores 0s

valores de variancia mais equidistantes estardo distribuidas as marcas dentro dos grupos
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de ligacéo e, consequientemente, menor o erro. Portanto, quanto menores os valores de
variancia, mais proximos estardo os valores do esperado, indicando uma boa
recuperacdo do genoma com o mapeamento das populagdes segregantes ou uma menor
tenséo entre a ordem das marcas.

Analisando o efeito do tamanho da populacéo, verificou-se reducdo da média da
variancia em relacdo as distancias entre marcas adjacentes. Em relagdo a confiabilidade,
quanto menores os valores de variancia dos valores entre marcas adjacentes, maior a
confiabilidade dos dados, sendo assim, com o0 aumento do tamanho populacional temos
maior confiabilidade dos dados.

Além da reducdo na média das variancias, observou-se reducdo na amplitude de
variacdo dos valores de varidncia dos diferentes tamanhos populacionais, a medida que
aumentou o tamanho da populacao.

Para mapas consenso dentro de populacBes (Tabela 9b), os valores de variancia
foram menores para populacdes F, co-dominantes nos 3 niveis de saturacéo analisados,
quando comparados com os valores de populagdes F, dominante e de retrocruzamento.

Quanto ao desvio padrdo, ele foi menor nos mapas simulados sem analise
multiloco quando comparado nos mapas simulados com analise multiloco nos niveis de
saturacdo de 10 e 15 cM. Caso contrario ocorreu para saturacdo de 5 cM, em que apenas
a populagéo F, dominante manteve este padréo.
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Tabela 9a. Mapa consenso dentro populagdes.Valores de desvio padrdo em funcdo do
tamanho da populacdo, média das distancias entre marcas adjacentes, estresse médio e
variancia em populagdes quando se trabalhou com marcadores equidistantes a 5, 10 e 15
cM com/sem analise multiloco, para construcdo dos mapas genéticos.

Com analise multiloco Sem analise multiloco
o o X X o]
5o S, X B B S X B B S
T 88 200 ©o ©o c 2o ©o ©o «
5 33 35 25 @5 ¢ 2E 35 35 &
B £ @ @ oh] a <6 <6 @
S 2 af a8 as& £ A AS A >
100 | 4642 0464 6687 1312 | > 0341 6633 1798
s 200 | 3321 0332 9.077 1.025 | 5319 0531 5270 0.811
400 | 1633 0.163 2.845 0.677 | 1.640 0.164 2.474  0.694
100 | 15707 1570 14.707 3.864 | 9257 0.925 6.453  4.479
o 20 | 4813 0481 4828 1177 | 7.770 0777 4911 1941

400 | 3016 0391 4070 0746 | 4353 9% 4019 0630

100 10.273 1.0273 8.120 3.197 5723 0.572 4.480 3.047

15 200 4.624 0.462 2.809 1.144 3.384 0.338 2.422 0.797

400 1.801 0.180 1.932 0.915 1.979 0.197 1.404 0.551

Desvio padrdo do comprimento médio dos grupos de ligacao (*)
Desvio padrdo da média das distancias entre marcas adjacentes (**)
Desvio padréo estresse médio (***)
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Tabela 9b. Mapa consenso dentro populagbes.Valores de desvio padrdo em fungédo do
tamanho da populacdo, média das distancias entre marcas adjacentes e estresse médio e
variancia em populagdes quando se trabalhou com marcadores equidistantes a 5, 10 e 15
cM com/sem analise multiloco, para construcdo dos mapas genéticos.

Com analise multiloco

Sem analise multiloco

o ] ¥ X 8

18« 18,\ X i ; g X i : 8

T 88 2o Q9o 909 c 29 929 @909 S

5 33 35 25 @5 ¢ 2E 35 35 &

B 2 @ @ oh] a <6 <6 @

S 8 a8 af af S A A A >
8£w| 21148 02114 43085 02095 | >77%8 03779 45305 03943
ie

: L‘c'g‘% 2.8877 02887 89998 1.0891 | 2.1651 0.2165 5.3032 0.7182

c
29
8% | 28877 02683 63779 07845 | 52089 05298 7.6075 1.2791
xS
-
SEw| 48494 04849 50489 06052 | 3.8451 03845 3.7909 0.7224
.-
o]
=
o W | 44200 04420 11094 28776 | 22737 02273 26315 1.7424
a
2 S
85 | 44618 04462 48170 16091 | 3.8123 03812 23247 1.3456
xS
-
SEw| 31061 03106 24014 08361 | 27822 02782 22996 0.8121
.-
5
15 S| 48059 04805 40111 16669 | 3.2567 0.3256 3.3002 1.1080
8
29
8% | 34973 03497 3.058 17179 | 16124 01612 1.2086 0.8122
S

Desvio padrédo do comprimento médio dos grupos de ligacéo (*)

Desvio padrdo da média das distancias entre marcas adjacentes (**)

Desvio padréo estresse médio (***)
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4.3 ASPECTOS TEORICOS DA ANALISE MULTILOCO

Para obtencdo dos mapas consenso pela metodologia proposta fez-se uso da
analise multiloco, e para seu entendimento, alguns questionamentos devem ser
formulados:

e A reutilizacdo da analise multiloco para integracdo dos mapas poderia estar
influenciando nas estimativas de distancias entre as marcas.
e Existe diferenca da integracdo entre mapas construidos com e sem analise

multiloco.

e Como explicar a ocorréncia de um resultado inesperado: distancia negativa em
um mapa integrado.

Mapas genéticos sdo ferramentas Uteis em varios campos da pesquisa genética,
tanto no aspecto da pesquisa basica quanto na aplicada. A constru¢cdo de um mapa
genético é essencialmente a procura de um arranjo linear de marcadores a partir de
valores de recombinacdo. A distancia de mapa entre dois marcadores é definida como
namero significativo de eventos de recombinacédo, envolvendo uma dada cromatide, em
uma dada regido por meiose, € expressa por centimorgans (cM). A relacdo entre
distdncia de mapa e frequéncia de recombinacdo (e vice-versa) é expressa por uma
funcdo de mapeamento genético. Diferentes fungGes de mapeamento correspondem a
diferentes graus de interferéncia assumidos no crossing-over (Stam,1993). Para a
construcdo de um mapa genético com 100 marcadores, por exemplo, ndo sdo necessarias
apenas 99 estimativas de distancias, apesar de que apenas estes valores serdo descritos
nas representacoes graficas dos grupos de ligaces. Todas as estimativas, num total de
n(n-1)/2 (igual a 4950, quando n é igual a 100), devem contribuir para melhor
representar a distancia entre os pares de marcas e ratificar o ordenamento estabelecido.
A incorporacéo destas estimativas & normalmente feita por procedimento denominado de

analise multiloco.
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Modelos de multilocos diferem de modelos dois-locos porque toda a informacéo
dos intervalos entre dois locos de um grupo de ligagdo é considerada. Por exemplo,
informacgdes sobre intervalos entre os locos A e B e entre B e C serdo incluidas para a
estimacdo de todas as distancias do mapa entre A e C se a ordem dos locos é ABC.

Em andlise de ligacdo multilocos é comum assumir que a interferéncia é nula,
possibilitando maior tratabilidade matematica a analise de mapeamento, porém existem
fortes evidéncias bioldgicas de que, na maioria dos casos a interferéncia se manifesta,
principalmente, quando os locos estdo pouco espacados. Uma aproximacao para modelo
que pressupde interferéncia ndo nula é aquela em que a porcentagem de recombinacéo €
expressa por uma fungdo de mapeamento particular, como a de Kosambi. Entretanto,
deve-se ter em mente que as varias funcbes de mapeamento ndo pressupdem a
porcentagem de recombina¢do conjunta, ou seja, ndo sdo probabilidades de multilocos,
para mais de trés locos (Goldstein et al, 1995).

Funcdes de mapeamento s&o importantes ferramentas em um modelo multiloco
util. Entretanto, a adequacdo das fun¢Ges de mapeamento depende se 0 que se assumiu
fundamentalmente na funcdo de mapeamento é verdadeiro ou falso. Muitas tentativas

tém sido desenvolvidas para a construcao de um modelo multilocos (Liu, 1998).

Deve ser entendido que as funcdes de mapeamento sdo formulas que expressam
a porcentagem de recombinacdo entre duas marcas como funcéo da distancia entre elas.
Elas tém sido comumente utilizadas para construcdo de mapas genéticos. Como as
porcentagens de recombinacao ndo sdo aditivas as funcGes de mapeamento sao utilizadas
para resolver esse problema.

A primeira funcdo de mapeamento foi proposta por Haldane (1919), desde ent&o
muitas outras tém sido propostas e discutidas.

Sturtevant (1913) e Morgam (1928), em seus primeiros trabalhos com
mapeamento genético em Drosophila utilizaram a porcentagem de recombinag¢do como
estimativa da distancia no mapa. Para um pequeno segmento do genoma € considerado
que a chance de que ocorra um duplo ou multiplos crossing-overs € baixa. Neste caso a
porcentagem de recombinacdo estimada tem a mesma expectativa que o ndmero
esperado de crossing-overs. Isto quer dizer que esta funcdo de mapeamento sé pode ser

utilizada quando um pequeno segmento do genoma € analisado. Quando um segmento
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maior é analisado 0 numero esperado de multiplos crossing-overs aumenta e a funcao de
Morgan néo é apropriadamente aplicada.

A funcdo de mapeamento de Haldane é baseada no fato de que ndo ha
interferéncia e que os eventos de crossing-over possuem uma distribuicdo de Poisson. A
derivacdo original da funcdo de Haldane foi puramente matematica. Contudo essa
funcdo tem sido muito usada e estudada nas Ultimas décadas sendo que derivagdes mais
bioldgicas tem sido desenvolvidas.

Quando a porcentagem de recombinacdo € pequena, a distancia no mapa
utilizando tanto a funcdo de Haldane como a porcentagem de recombinacdo é
aproximadamente igual. Quando o tamanho do segmento aumenta o numero de
multiplos crossing-over aumenta e as distancias no mapa sdo ajustadas para multiplos
crossing-over através da funcdo de mapeamento de Haldane.

A funcdo de mapeamento de Kosambi é uma extensdo da funcédo de Haldane. Ela
é baseada em observacdes empiricas, mostrando que a interferéncia existe e crossing-
over ndo ocorrem randomicamente.

A base da funcdo de mapeamento de Kosambi € que a interferéncia depende do
tamanho do genoma. A interferéncia é ausente quando o segmento € suficientemente
grande (ex. ¢ =1 quando r = 0,5). A interferéncia aumenta quando o comprimento do
segmento decresce (ex. ¢ = 0 quando r = 0,0).

A funcdo de Kosambi fornece uma medida de distancia genética que geralmente
ajusta dados melhor que a funcdo de Haldane, porque ela leva a interferéncia em conta
na estimacdo. Por isso ela € mais popular na literatura.

Para obtencdo de mapas genético, mapas consenso e mapa integrado é
indispensavel a utilizacdo da analise multiloco. Os efeitos que esta analise provoca
devem ser melhor esclarecidos para que sua adocdo seja feita de forma criteriosa.
Informacdes sobre esta técnica é escassa na literatura e merece atencdo especial no
contexto deste trabalho.

Deve ser lembrado que no mapeamento genético sdo necessarias algumas etapas
béasicas tais como:

e Teste de segregacdo dos marcadores individuais.
e Calculo da porcentagem de recombinacdo entre pares de marcadores, obtendo

uma matriz Dpyym .
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e Agrupamento dos marcadores baseado em critério de LOD minimo e
Recombinagdo maxima.

e Ordenamento, com base em algum critério, geralmente de menor sarf.

Assim, ap6s todas as etapas de mapeamento concluidas, € comum apresentar, por
exemplo, um mapa hipotético com o seguinte grupo de ligacao

A5 B 7 C 8 D3 E

Construido o mapa com 5 marcadores, existirdo dez estimativas de distancia
entre os pares de marcadores, sendo apresentadas no mapa apenas quatro delas. De
maneira geral, com m marcadores tem-se m(m-1)/2 estimativas das quais m-1 s&o
utilizadas na representacao grafica. Destaca-se o fato de que o valor de rgc é exatamente
aquele obtido entre pares de marcadores e se encontra na matriz D, ou seja, henhuma
outra informacédo contribui para a distancia grafica entre B e C. Entretanto, valores de
(rac-ras) ou de (rep-rcp), Sob certas pressuposicdes, também fornecem valor da medida
rec €, portanto, pode-se questionar qual seria a melhor estimativa para rgc.

Para definir a melhor estimativa deve-se considerar alguns aspectos, tais como:

a) Aspecto bioldgico

Este é definido em funcdo da existéncia de um fendmeno denominado de

interferéncia. Na hipotese de que este fenbmeno aconteca, tem-se que

rac=fag + I'sc - 2C rag fec , €m que ¢ é o coeficiente de coincidéncia

De maneira geral, tem-se que:
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Desta forma, pode-se entender que rgc = rac - 'as SOmente se aplica nos casos em que
c=0, ou seja, h4 interferéncia total nas regiées consideradas.

Percebe-se que varias outras estimativas de rgc poderdo ser obtidas, mas dependerdo
fundamentalmente da pressuposicdo do valor da interferéncia. Assim, o pesquisador
deve estar preocupado em como incorporar estas estimativas num processo de analise

multiloco, uma vez que o valor da interferéncia é desconhecido.

b) Aspecto estatistico

Outro aspecto a ser considerado é o fato de que as estimativas do valor de r séo
obtidas a partir de populacdes de tamanho relativamente pequeno, de forma que o valor
obtido podera estar associado a um grande desvio padrédo, dependendo além do tamanho
da populacéo, do tipo de marcador, do tipo de populacédo e até mesmo da fase de ligagéo.
Assim, mesmo nos casos em que a interferéncia seja total, € possivel ndo ter rac = ras +
I'ec, POiS 0s erros associados a cada estimativa podera provocar a perda da aditividade.

Assim, pode-se questionar qual seria a melhor maneira de estimar rgc. Levar
apenas em consideracdo as informacdes de A e B ou incorporarmos as informagdes dos
demais locos, sabendo dos problemas inerentes a precisdo e o desconhecimento da

interferéncia.

4.3.1. Metodologia de analise multiloco
Na literatura ha duas metodologias citadas, a de minimos quadrados e da maxima
verossimilhanga, para efetuar a analise multiloco. Nestas metodologias é considerada

uma medida D de discrepancia entre as distancias observadas e seus valores esperados,

dada por:

D= (ml-rlz)z + (m1+m2- r13)2 + ... + (m4-r45)2

84



Distanicas estimadas

Distancia paramétrica

Como os valores de m; ndo sdo igualmente precisos, os termos da soma de D
devem receber pesos apropriados. Na metodologia baseada em minimos quadrados, o
peso a ser utilizado é o valor de LOD. Na metodologia de méxima verossimilhanca, o
peso recomendado é a inversa da variancia de rj;.

Neste momento € necessaria uma abordagem sobre o uso de pesos, pois como ja
foi tratado anteriormente, em uma analise multiloco, deve-se pressupor a existéncia, ou
n&o, da interferéncia e utilizar uma funcdo de mapeamento no processo de estimacédo de
valores de m; que melhor se ajustam na funcdo D, por um critério de minimizacao
(minimos ponderados) ou maximizagdo (maxima verossimilhanca).

Para uma populagdo F,, tomada como ilustragdo, e marcadores co-dominantes,

tém-se que o contetdo médio de informacéo é dado por:

2(1-3r+3r?)
r(1—r)(1-2r +2r?

Ccn=

O indice de informatividade de Fisher ¢, portanto:
I(r) = Nc(r)
e a variancia dada por:

1 1
YO0 " N

Se os valores de rj;sdo transformados por uma fungéo de mapeamento, tem-se novas

estimativas de variancia, dada por :
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a) Para a transformacéo pela funcéo de Haldane, em que :
1
h=—=In1-2r
5 1-2r)

Tem-se que:

1

=a_202W0

V(h)

b) Para a transformacao pela funcdo de Kosambi, em que:

oL f1-er
4 | 1+2r

Tem-se

1
(1-4r)?

V (k) V(r)

Assim, um quadro comparativo de valores de peso, considerando uma populagéo F,, de

tamanho 100, e marcadores co-dominantes, € apresentado a seguir:

Tabela 10 : Valores de V(r) em funcdo de Morgan, Haldane e Kosambi

funcéo r=0,02 r=0,05 r=0,10 r =0,15 r =0,20 r =0,40

Morgan 5,88 14,74 29,73 45,24 61,53 146,88
Haldane 6,38 18,20 46,46 92,33 170,94 367206
Kosambi 5,90 15,04 32,26 54,63 87,21 93665

* valores de V(r), devem ser multiplicados por 107

Verifica-se, portanto, que pares de marcadores com pequenos valores de

distancia (abaixo de 5 cM), os pesos estabelecidos pelas diferentes funcdes séo
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equivalentes. Mas, para valores acima de 10, funcdo como a de Haldane pode ponderar
de forma bem diferenciada daquela obtida por Kosambi e Morgan. Deve ser lembrado
que, apesar dos pesos serem diferentes, os valores de distancia sdo bem proximos da

faixa de 0 a 20, como € ilustrado a sequir:

Tabela 11: transformacéo dos valores de r (Morgan)

Funcéo 0,02 0,05 0,10 0,15 0,20 0,49
Haldane 0,02 0,053 0,112 0,178 0,255 1,956
Kosambi 0,02 0,05 0,101 0,155 0,212 1,149

A seguir serdo tratados alguns casos para ilustrar o efeito da ponderacdo nas

analises multiloco

Casol- Trés marcadores e Interferéncia total

Como ilustracdo é considerado o esquema:

12

my m;

Sera inicialmente, admitido:

Sendo:ri=r,=r ro,=2r
pL=p2=p Pr=0

De forma que:
D = py(My —1)? + 6(my ~M; —r12)° + Py(Ma-1)°

de onde resulta o sistema de equacdes:
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p+0 0 m; r(p+20)

B p+o m; "(p+29)

e a solucédo

m=mp=r

Assim, por exemplo, ser; =5, r, =5 e ry, = 10 tem-se 0s resultados
a) usando Morgan

m; = m, =5, ou seja, a analise multiloco confirma os valores de distancia entre pares de
marcadores

b) Usando Haldane

m; = 5,48
m,=5,48

Transformando os valores para porcentagem de recombinagdo, tem-se:
r=05[1-e?]
tem-se

mp; = 5,19
m,=5,19

Note que os valores obtidos na analise multiloco s&o mais elevados. A distor¢éo foi
provocada pelo fato de se admitir a interferéncia nula, numa situacdo em que a
interferéncia era total.

¢) Usando Kosambi

Mgy = 5,05
Myo = 5,05

Transformando os valores para porcentagem de recombinagdo, tem-se:
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4k

0,5 g -
r=0, 4k

e t1
m; = 5,03
m2:5,03

Os valores na analise multiloco sdo mais elevados e a distorcdo é provocada pelo
fato de se admitir que a coincidéncia seja igual a 2r1, numa situacdo em a coincidéncia
era nula ou interferéncia total.

Veja que ao pressupor a existéncia de interferéncia o valor hy; #hy + hoe ko #kg +
k,, alterando as estimativas de m; e my.

De forma generalizada, tem-se parar; =r

ro=Kkr erp=(k+1)r

e independente de p1, p2 € P12, Se verifica

Caso 2- Varios marcadores com interferéncia total

Como ilustracéo, seja a matriz de distancia dada a seguir obtida de uma populagéo F»

de tamanho 200, com marcadores co-dominantes.

D= 0 5 10
0 5
0
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O agrupamento e ordenamento serdo dados por

Apo6s andlise multiloco, por meio da metodologia baseada na méaxima

verossimilhanga sdo, obtidos os resultados:

a) Usando a porcentagem de recombinacéo

Mapa Original: [1]—5,0—[2]— 5,0—[3]—5,0—[4]

Apbs analise multiloco:

[1]—5,0—[2]—5,0—[3]—5,0—[4]

b) Usando a fungéo de Haldane
Apos analise multiloco: [1] —5,53—[2]}— 5,56—[3]—5,53— [4]
Convertendo em porcentagem de recombinacao, tem-se:
[1] —5,24—[2]— 5,26 —[3]—5,24— [4]
Novamente s&o encontrados valores alterados em relagéo aos originais
¢) Usando a funcdo de Kosambi

Apos analise multiloco

[1] —5,08—[2]— 5,07—[3]—5,08— [4]

Convertendo em porcentagem de recombinagao tem-se:

[1] —5,06—[2]— 5,05—[3]—5,06— [4]

Nota-se que variagdes sdo geradas pela analise multiloco em razdo do

estabelecimento de uma fungéo de mapeamento ndo apropriada.

Em um outro exemplo, em que 0 mapa sera menos saturado, pode-se considerar:
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0 15 30 45

D= 0 15 30
o 15
0

O agrupamento e ordenamento, numa analise multiloco proporciona o seguinte

resultado:

Apbs analise multiloco, tem-se:

a) Usando a porcentagem de recombinacéo
[1]—15—[2] —15—[3]—15—[4]

b) Usando a funcdo de Haldane
Em Haldane:
[119,19—[2]— 20,17—[3]—19,19 —[4]

e, em porcentagem de recombinacéo:

[1}-15,93—[2]—16,6— [3]—15,46— [4]

Neste exemplo verifica-se uma alteracdo mais pronunciada dos valores encontrados pela

analise multiloco que pressup0s interferéncia nula.

¢) Usando a funcdo Kosambi

Em Kosambi:

[1]—16,23—2]— 16,64— [3]—16,23—[4]

e, em porcentagem de recombinagéo:

[1}-15,68—[2]— 16,05—[3]—15,68—[4]
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Observa-se que considerando interferéncia total ou seja ¢=0, dependendo da
funcdo que se utiliza no processo de mapeamento, a distancia entre as marcas pode ser
viesada e que este viés tende a ser maior em mapas menos saturados. A fungdo de

Haldane, nos exemplos considerados, proporcionou maiores discrepancias.

Caso 3 — Varios marcadores — Interferéncia Nula

Nas situacGes a seguir serdo considerados casos que a interferéncia é nula e,
portanto, a melhor opcdo de analise multiloco seria, com o uso da funcdo de Haldane. As
discrepancias geradas por ndo se adotar esta funcdo de mapeamento podera ser

observada pelo leitor.

Como ilustracéo, seja a matriz:

0 5 95 1355

D= 0 5 9,5
0 5
0

O agrupamento e ordenamento, proporcionariam o seguinte resultado:

Se for considerada a andlise multiloco, baseada no método da maxima
verossimilhanga, seriam obtidos os seguintes resultados:
a) Baseado em porcentagem de recombinagéo

Mapa original:
[1]—5,0—[2]—5,0—[3]—5,0—[4]
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Apbs analise multiloco:

[1]—4,51—[2}— 4,82— [3]—4,51— [4]

Ao assumir interferéncia total numa situacdo que ela é nula proporcionaria uma

subestimacéo diferenciada nos valores de distancia
b) Baseado em Haldane:
Mapa Original:
PAT [1]—5,0—[2}— 5,0 [3]—50—[4]

Mapa em Haldane:
[1]—5,27—[2}— 5,27— [3]—5,27— [4]

Mapa em Porcentagem de Recombinagdo: [1]—5,0—[2}— 5,0—[3]—5,0—[4]

O mapa gerado com funcdo de mapeamento adequada (Haldane), reproduz

exatamente o mapa de ligacdo verdadeiro.
c) Baseado em Kosambi:
Mapa Original: [1]—5,0—[2]— 5,0—[3]—5,0—[4]

Mapa em Kosambi: [1]—4,83—[2]—4,81—[3]—4, 83— [4]

Mapa em Porcentagem de Recombinagdo: [1]—4,81—[2}— 4,80— [3]—4,81— [4]

Apesar de menores magnitudes, as alteracbes provocadas pela fungdo de

Kosambi sdo manifestadas no mapa gerado.

Para uma situacdo menos saturada, pode-se ilustrar:
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0 15 255 32,85

D= 0 15 295
0 15
0

O agrupamento e ordenamento, proporcionaram o seguinte resultado:

15 15 15

Se for considerada a analise multiloco, baseada no método da maxima

verossimilhanga, seriam obtidas os seguintes resultados:

c) Baseado em porcentagem de recombinacgéo

Mapa original:  (1)-15.0-(2)-15.0-(3)-15.0-(4)

Apds analise multiloco: (1)-11.96 -(2)-12.75-(3)-11.96 -(4)

Verificam-se discrepancias consideraveis de cerca de 3 ctM em razdo do uso

inadequado da funcdo de mapeamento

d) Baseado em Haldane:

Mapa Original: (1)-15.0-(2)-15.0-(3)-15.0-(4)

Mapa em Haldane: (1)-17.83-(2)-17.83-(3)-17.83-(4)

Mapa em Porcentagem de Recombinacéo: (1)-15.0-(2)-15.0-(3)-15.0-(4)

O mapa foi perfeitamente reconstituido em funcdo do mapeamento adequado
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e) Baseado em Kosambi:

Mapa Original: (1)-15.0-(2)-15.0-(3)-15.0-(4)

Mapa em Kosambi:  (1)-14.55 -( 2 )-14.29 -( 3 )-14.55 -( 4)

Mapa em Porcentagem de Recombinacdo: ( 1)-14.15-(2)-13.91-(3)-14.15-(4)

Discrepancias em torno de 2 cM ocorreram em razéo do uso da fungéo de
Kosambi, numa situacdo em que a interferéncia € nula.

Observa-se que quando se considera interferéncia nula c=1, ocorre um viés nas
estimativas da freqiiéncia de recombinagdo que tende a diminuir a distancia entre as
marcas principalmente ap6s andlise multiloco, o que confirma o fato observado nos

mapas simulados para o processo de integracao.

Caso 4- Vérios marcadores — Coincidéncia igual a 2r

0 5 99 1460

0 S 7,5
0 5
0

O agrupamento e ordenamento, proporcionou o seguinte resultado:

Se for considerada a analise multiloco, baseada no método da maxima

verossimilhanga, seriam obtidas os seguintes resultados:
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f) Baseado em porcentagem de recombinacgéo

Mapa original:  (1)-5.0-(2)-5.0-(3)-5.0-(4)

Mapa em Morgan : (1)-4.86-(2)-4.98 -(3)-4.86-(4)

Apos analise multiloco: (1)-4.86-(2)-4.98-(3)-4.86-(4)

g) Baseado em Haldane:

Mapa Original: (1)-5.0-(2)-5.0-(3)-5.0-(4)

Mapa em Haldane: (1)-5.47 -(2)-5.50 -(3)-5.47 -(4)

Mapa em Porcentagem de Recombinagéo: (1)-5.18-(2)-5.20-(3)-5.18-(4)

h) Baseado em Kosambi:

Mapa Original (1)-5.0-(2)-5.0-(3)-5.0-(4)

Mapa em Kosambi : (1)-5.02 -(2)-5.02 -(3)-5.02-(4)

Mapa em Porcentagem de Recombinagéo: (1)-5.0-(2)-5.0-(3)-5.0-(4)

Observa-se que quando se considera coincidéncia c=2r, a distancia entre as

marcas também diminui em uma propor¢do maior quando se considera interferéncia
nula.

Outra situacdo a ser considerada é o efeito da imprecisdo das estimativas da
porcentagem de recombinagdo que pode conduzir a erros grosseiros na estimativa da
porcentagem de recombinacdo e, principalmente, tornar o proprio ordenamento e

agrupamento, originalmente estabelecido, de baixa confiabilidade.

Como ilustracdo sera considerada a matriz:
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Ja foi relatado que a situacdo em que r = 5 cM, retrata um mapa de agrupamento e

ordenamento perfeito cuja analise multiloco, baseada em porcentagem de recombinacao

conduz a valores exatamente iguais ao mapa original.

Entretanto, os valores de r da matriz sdo estimativas e, portanto, apresentam desvios

padrdo de modo a dificultar tanto a obtencdo das melhores estimativas multiloco do

mapa quanto o ordenamento. Assim, serdo consideradas varias situagdes enfatizando o

efeito da impreciséo de apenas um valor da matriz, denotado por r, sobre o ordenamento

€ mapeamento.

Nos exemplos apresentados anteriormente, foi enfatizado os problemas inerentes a

incorporacgdo de informac@es conjunta, tendo em vista o desconhecimento prévio da taxa

de interferéncia e do verdadeiro ordenamento entre locos. Fatores adicionais referem-se

a precisdo das estimativas e a proporcionalidade dos pesos de ponderacdo dados a eles,

tendo em vista as diferentes funcbes de mapeamento.

Tabela 12 — ordem dos marcadores variando apenas uma estimativa de r.

r Ordem

Mapa (Anélise Multiloco em % Recombinacao)

1 1-2-3-4

(1)-5.0-(2)-1.0-(3)-5.0-(4)*
(1)-6.43-(2)-1.45-(3)-6.43 -(4)**
(1)-5.27 -(2)-4.51 -(3)-5.27 -( 4 )***
(1)-6.37-(2)-1.48-(3)-6.37-(4 )****

2 1-2-3-4

(1)-5.0-(2)-2.0-(3)5.0-(4)

(1)-6.06 -( 2)-2.66 -( 3)-6.06 -( 4)
(1)-5.36 -(2)-4.35-(3)-5.36 -( 4)
(1)-5.94 -(2)-2.65 -(3)-5.94 -( 4)

3 1-2-3-4

Estimativas imprecisas
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4 1-2-3-4 (1)5.0-(2)4.0-(3)50-(4)
(1)-5.47 -(2)-4.54-(3)-5.47 -(4)
(1)-5.2-(2)-4.64-(3)-5.47-(4)
(1)-5.3-(2)-4.39-(3)-5.3-(4)

5 1-2-3-4 (1)5.0-(2)50-(3)50-(4)
(1)-5.24 -(2)-5.26 -(3)-5.24 -( 4)
(1)-5.0-(2)-5.0-(3)-5.0-(4)
(1)-5.06 -( 2)-5.05 -( 3)-5.06 -( 4)

6 1-2-3-4 (1)5.0-(2)6.0-(3)50-(4)
(1)-5.03-(2)-5.87 -(3)-5.03 -(4)
(1)-4.75-(2)-5.45-(3)-4.75 -(4)
(1)-4.85-(2)-5.62-(3)-4.85-(4)

7 1-2-3-4 (1)50-(2)-7.0-(3)50-(4)
(1)-4.86 -(2)-6.38 -(3)-4.86 -(4)
(1)-4.45-(2)-5.98 -(3)-4.45 -( 4)
(1)-4.68-(2)-6.1-(3)-4.68-(4)

8 1-2-3-4 (1)50-(2)-80-(3)50-(4)

(1)-4.71-(2)-6.81-(3)-4.71-(4)
(1)-4.12-(2)-6.58 -(3)-4.12 (4)
(1)-452-(2)-6.51-(3)-452-(4)

9 1-2-3-4 (1)50-(2)-9.0-(3)50-(4)

(1)-459-(2)-7.17 -(3)-4.59 -(4)
(1)-3.37-(2)-7.17(3)-3.77-(4)
(1)-4.39 -(2)-6.86 -(3)-4.39 -(4)

10 4-3-12 (4)-5.0-(3)-10.0-(1)-5.0-(2)
(4)-419-(3)-7.74-(1)-3.1-(2)
(4)-3.6-(3)-9.78-(1)- -0.27-(2)
(4)-4.01-(3)-7.6-(1)-2.82-(2)

*Mapa original sem anélise multiloco ~ **Mapa ap6s analise multiloco — Haldane

*** Mapa com anélise multiloco - Morgan **** Mapa ap6s anélise multiloco-Kosambi




Como observado os resultados obtidos pela técnica de analise multiloco estaréo
sujeitos a perda de acuracia na medida em que a pressuposi¢do sobre a interferéncia for
equivocada e a precisdo das estimativas for baixa proporcionando, inclusive, o
estabelecimento de um ordenamento dubio. A tabela 12 apresenta varia¢es de um Unico
valor de r em um mesmo agrupamento. As estimativas de distancia entre os pares de
marcas variam em funcdo da alteragdo deste Unico valor de r, que pode provocar
alteracbes drésticas nos agrupamento como imprecisdo das estimativas, inversdo de
marcas e mesmo distancias negativas entre os pares de marcas, COmo no caso em que r e
igual a 10. A incorporacdo de toda a informacdo genética, na analise genémica de uma
ou varias populacGes, € a maneira mais segura de inferir sobre as marcas moleculares

associadas.

4.3.2 Comparagdo dos mapas consenso obtidos entre populagdes

construidos com e sem analise multiloco

Apbs analise de cada um dos tipos mapas gerados nos itens, anteriormente
discutidos, analisou-se os resultados obtidos nos dois tipos de mapas consenso obtidos
(com e sem analise multiloco). O objetivo foi comparar os efeitos da analise multiloco
na construgdo de mapas consenso, uma vez que 0s mapas simulados e consenso, obtidos
com analise multiloco se mostraram menores, mais distantes dos valores do genoma
original. Quanto aos valores de estresse, desvio padrdo e variancias para mapas
construidos com analise multiloco ndo se mostraram discrepantes, devido as

comparac0es realizadas com o genoma ideal.
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4.3.2.1 Comprimento dos grupos de ligacéo

Como ja mencionado, o comprimento médio esperado para cada grupo de ligacdo
apos o0 mapeamento das populacGes era de 50, 100 e 150cM, uma vez que esse é 0
comprimento de cada grupo de ligacdo no nivel de saturacdo do genoma utilizado para a
simulacéo das populacdes.

A média dos comprimentos de grupos de ligacdo estd plotada nos Graficos 1a,
1b, 1c. Com variagdo encontrada entre as medidas do comprimento, ao realizar o Teste
de Tukey (5%), foi observada diferenca estatistica significativa entre as situacoes
analisadas.

A andlise referente ao comprimento médio do grupo de ligacdo, ao se observar o0s
gréaficos 1a, 1b e 1c, nota-se que o tamanho dos grupos de ligacdo gerados pela anélise
multiloco € inferior a aqueles obtidos pelos mapas construidos sem analise multiloco.
Observa-se ainda que para os niveis de saturacdo de 5, 10 e 15 cM, pelo teste de Tukey
(P<0,05) o comprimento dos mapas gerados, com e sem analise multiloco, pelas
populacBes de tamanho 100 e 200 individuos se mostraram significativos em todos os
niveis de saturacao estudados. Para os mapas gerados com tamanho populacional de 400

individuos o teste de média ndo foi significativo.
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Gréfico 1a. @ mapas em que foi utilizada a analise multiloco ® mapas construidos sem analise
multiloco, referentes aos tamanhos de populacdo e comprimento médio dos grupos de ligacao, e
Teste Tukey a 5% de significancia, saturacdo do mapa 5 cM.

@ indica as letras correspondentes ao resultado da anélise de médias feita pelo teste de Tukey a
5%, em que, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Grafico 1b. ® mapas em que foi utilizada a analise multiloco ® mapas construidos sem analise
multiloco, referentes aos tamanhos de populagdo e comprimento médio dos grupos de ligacéo, e
Teste Tukey a 5% de significancia, saturacdo do mapa 10 cM.

® indica as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey a
5%, em que, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Gréfico 1c. Y) mapas em que foi utilizado a analise multiloco ® mapas construidos sem anélise
multiloco, referentes aos tamanhos de populagdo e comprimento médio dos grupos de ligacéo, e
Teste Tukey a 5% de significancia, saturacdo do mapa 15 cM.

® indica as letras correspondentes ao resultado da anélise de médias feita pelo teste de Tukey a
5%, em que, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

4.3.2.2 Média das distancias entre marcas adjacentes

A comparacdo feita utilizando os valores de média das distancias entre marcas
adjacentes para os varios tamanhos de populacdo utilizados para constru¢do de mapas
com e sem andlise multiloco estdo representados nos graficos 2a, 2b, e 2c,

respectivamente.
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Gréfico 2a.%) mapas em que foi utilizada a analise multiloco ® mapas construidos sem anélise
multiloco, referentes aos tamanhos de popula¢do e média das distancias de marcas adjacentes, e
Teste Tukey a 5% de significancia, saturacdo do mapa 5 cM.

® indica as letras correspondentes ao resultado da anélise de médias feita pelo teste de Tukey a
5%, em que, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Grafico 2a.") mapas em que foi utilizada a analise multiloco ® mapas construidos sem analise
multiloco, referentes aos tamanhos de populacéo e média das distancias de marcas adjacentes, e
Teste Tukey a 5% de significancia, saturacdo do mapa 10 cM.

® indica as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey a
5%, em que, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Grafico 2a.") mapas em que foi utilizada a analise multiloco ® mapas construidos sem analise
multiloco, referentes aos tamanhos de popula¢do e média das distancias de marcas adjacentes, e
Teste Tukey a 5% de significancia, saturacdo do mapa 15 cM.

@ indica as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey a
5%, em que, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Na analise referente a média das marcas adjacentes, nota-se que a média
das distancias das marcas geradas pela analise multiloco é inferior a aqueles obtidos
pelos mapas construidos sem analise multiloco. Para o nivel de saturacdo de 5 e 10 cM,
o0 teste de Tukey se mostrou significativo entre as duas classes estudas para populacbes
de tamanho 100 e 200 individuos. O teste de Tukey somente ndo foi significativo para

populacBes de tamanho 400 individuos nos 3 niveis de saturacao estudados.

4.3.2.3- Estresse

Os valores de estresse obtidos sdo apresentados a seguir, nos Graficos 3a, 3b e
3c, juntamente com o resultado de comparac@es feitas com teste de médias. Analisando
os efeitos do tamanho da populacéo observou-se claramente a tendéncia de reducéo dos
valores de estresse médio a medida que aumenta o tamanho da populacdo nas duas
situagdes avaliadas e que o estresse tende a ser maior nos mapas construidos com anélise
multiloco e saturagdo 5 cM e o inverso foi observado para saturagdo de 15 cM com o

teste de Tukey significativo para todos os trés pares de classes avaliados (100, 200 e

104



400). Para a saturacdo de 10 cM o teste somente se mostrou significativo para mapas

com construidos com 100 individuos.
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Gréfico 4a.Y) mapas em que foi utilizada a analise multiloco ) mapas construidos sem
analise multiloco, referentes médias dos estresses, e Teste Tukey a 5% de significancia,
saturacdo do mapa 5 cM.

® indica as letras correspondentes ao resultado da anélise de médias feita pelo teste de
Tukey a 5%, em que, medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si.
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Gréfico 3b.!). mapas em que foi utilizada a anélise multiloco ® mapas construidos sem
analise multiloco, referentes médias dos estresses, e Teste Tukey a 5% de significancia,
saturacdo do mapa 10 cM.

® indica as letras correspondentes ao resultado da anélise de médias feita pelo teste de
Tukey a 5%, em que, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si.
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Gréfico 3c.!). mapas em que foi utilizada a anélise multiloco ) mapas construidos sem
analise multiloco, referentes médias dos estresses, e Teste Tukey a 5% de significancia,
saturacdo do mapa 15 cM.

®) indica as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de
Tukey a 5%, em que, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si.

Pelas analises observou-se que as diferencas entre 0s mapas consenso gerados
com e sem andlise multiloco sdo maiores para tamanhos menores tamanhos de
populacdo e a medida que o tamanho da populacdo aumenta esta diferenca tende a se

anular.

4.4 — Integragédo de Mapas Genéticos

Mapas de ligagdo tem uma ampla variedade de aplicacBes tanto na genetica
guantitativa como na genémica. Numerosos mapas genéticos baseados em varios tipos
de marcas genéticas tem se acumulado nos ultimos anos. Classicamente, um Unico tipo
de cruzamento é utilizado para construir mapas de ligagcdo, resultando em uma
populacdo segregante (Maliepaard et al. 1997; Wu et al. 2002), ou alguns tipos
especificos de populacdo tais como RIL, retrocruzamentos, duplo-hapldides. Programas
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bem estabelecidos de computadores, tais como MAP-MAKER, LINKAGE-1 e GQMOL
(Lander and Green 1987; Suitter et al. 1983 e Cruz 2008), tem sido muito utilizados para
andlise destes dados. Mapas genéticos saturados tém sido construidos para diversas
espécies de plantas cultivadas (Paterson et al.2000).

Existem pelo menos duas fontes de multiplos mapas. Primeiro, 0 mapeamento de
populages surge a partir de diferentes cruzamentos experimentais usando independentes
materiais (ex. Sewell et al. 1999; Lombard and Delourme 2001). Segundo, quando alelos
segregam em ambos os pais de espécies de fecundacdo cruzada, o mapa de ligacdo
especifico para cada pai é frequentemente construido, tal como na estratégia de
mapeamento do pseudocruzamento teste (ex. Grattapaglia and Sederoff 1994; Marques
et al. 1998; Testolin et al. 2001). O problema seria entdo como combinar multiplos
mapas genéticos em um Gnico mapa com grande conteudo de informacao.

Stam (1993) considera uma metodologia no programa computacional “JoinMap”’
para integrar mapas individuais de ligagdo resultante de diferentes experimentos. Este
método como dito anteriormente tem sido amplamente utilizado por diversos
pesquisadores. O procedimento basico empregado pelo JoinMap € comecar com
estimativas de freqiéncia de recombinacdo individuais derivadas de diferentes
experimentos. Estas estimativas sdo linearmente combinadas dentro de uma Unica
estimativa usadas como peso.

Hu et al (2004) consideram um método de integracdo de mapas baseado em
estimativas de verossimilhanca. Este método propGe uma estimativa da funcdo de
verossimilhanga comum que combina informagdes entre todos os cruzamentos, para
obter uma estimativa comum de recombinagéo.

Programas como MapMaker e Carthagene ndo informam qual metodologia
utilizam para integracdo de mapas genéticos bem como os artigos que fizeram uso destes
programas computacionais, apenas informam qual programa utilizou e os comandos
computacionais utilizados para se obter o0 mapa integrado.

Em vista das dificuldades de entendimento das metodologias propostas dos
processos utilizados para integracdo dos mapas genéticos encontrados na literatura e da
caréncia de pesquisa sobre a confiabilidade destes mapas gerados pelos diferentes
programas e métodos, foi proposto um método de integracdo de mapas genéticos
derivado de diferentes cruzamentos, implementado no programa de analises gendmicas
GQMOL (Cruz 2008).
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Um mapa genético é essencialmente um arranjo linear de marcadores a partir de
valores de recombinacdo. O método proposto baseia neste principio e tem como
principal ferramenta para integracdo de mapas genético de ligagdo a analise multiloco,
assim como no método de Stam (1993). Em contraste com JoinMap, que estima a
informacdo sobre a recombinacdo em um dado cruzamento a partir dos valores de LOD
e entdo combina estimativas entre os cruzamentos assumindo uma distribui¢&o binomial,
0 método proposto considera a informacdo de recombinacdo com base nos valores de
variancia, as quais dependem ou sdo influenciadas pelo tipo de populagéo utilizado,
tamanho da populacéo, tipo de marcador, da freqiiéncia de recombinacéo e da fase de
ligagé&o.

O grande problema da utilizacdo do método proposto por Hu et al. (2004) é que
eles ndo apresentaram um programa computacional especifico para construcdo de mapas
genéticos integrados, 0 que restringe substancialmente a utilizacdo desta metodologia.
Segundo Hu et al (2004), a metodologia proposta se mostrou, por simulagdes, mais
eficiente que o método proposto por Stam (1993) quando marcas dominantes ou uma
mistura de marcas co-dominantes e dominantes estao presentes em diferentes mapas que
sdo utilizados na integracdo. Porém, para o emprego de sua metodologia somente a fase
de ligacdo mais provavel pode ser usada. Entretanto, isto seria mais eficiente com
tamanho maior de progénies, onde a fase incorreta pode ter probabilidade muito menor
que a fase correta, e ter pequeno efeito na probabilidade total. Entretanto, quando o
tamanho da progénie é pequeno, escolhendo a fase mais provavel, pode-se introduzir um
desvio (viés) devido aos efeitos do pequeno tamanho da amostra. Pequenos tamanhos de
amostra podem conduzir a viés levando a incongruéncia da posi¢do das marcas como
observado em Trigo (Daryl et al 2004).

Silfverberg-Dilworth et al. (2006) também relataram que alguns casos de
inversdo na ordem das marcas pode ocorrer, quando marcas entdo muito intimamente
ligadas. O problema na identificacdo de inversdes em um mapa integrado seria como
identifica-las, uma vez que ndo ha um mapa referéncia. Quando se trabalha com espécies
de fecundacdo cruzada, tal como na estratégia de mapeamento do pseudocruzamento, as
comparagOes podem ser feitas com os mapas individuais construidos para cada pai como
realizada por Doligez et al. (2006).

Pelo método proposto foi testada a integracdo de mapas que somente possuiam

marcadores ancoras. Foram gerados 0s mapas consenso entre populagdes, na menor
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distancia entre as marcas 5 ¢cM no genoma original. O numero de inversdes foi
relativamente baixo para integracdo entre mapas provenientes de populagdes de
diferentes tamanhos, apenas uma em trinta repeticdes.

A proposta de se obter um mapa genético integrado basicamente envolve trés
passos: alinhamento, ordenamento e integracao.

Na literatura o processo de alinhamento entre mapas, tem sido considerado como a
identificagdo das marcas consideradas ancoras entre diferentes mapas. Este alinhamento
entre mapas ¢ feito “a mao” sem ajuda de um programa computacional como descrito
em Doligez et al. (2006) e N’Diaye et al. (2008) (Figura 14) Nestes trabalhos foram
integrados mapas genético de macgd e uva, respectivamente e utilizaram o programa
Carthagene. O alinhamento também recebe nomes diferentes com a mesma finalidade na
literatura como: comparacdo da ordem das marcas, ordem de leitura e consenso entre

mapas.
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Figura 14- Alinhamento entre mapas genéticos de maca apresentado por N’Diaye et
al.(2008)

O processo de alinhamento de mapas proposto neste trabalho é um processo simples
do qual se institui uma distancia arbitraria entre as marcas em que uma delas é
considerada como a primeira do mapa e as demais marcas posicionadas em relacdo a
primeira. Neste mapa alinhado estdo presentes todas as marcas inclusive os marcadores

ancoras repetidas vezes. (Figura 15)
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Figura 15 — Em azul grupo de ligacéo 1 de diferentes experimentos e em verde
mapa alinhado  em que todos os marcadores sao representados inclusive os ancoras

repetidas vezes.

O proximo passo para integracdo de mapas seria 0 ordenamento das marcas, no
qual consiste simplesmente em organizar o mapa alinhado instituindo uma distancia
média entre cada par de marcas. Assim, no mapa ordenado passa a estar presente todas

as marcas inclusive os marcadores ancoras apenas uma vez. (Figura 16)
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Figura 16 - Mapa ordenado. Em azul grupo de ligacéo 1 de diferentes experimentos
e em verde mapa ordenado pela metodologia proposta.

Ordenado e alinhado os diferentes mapas genéticos, se processa a integracdo dos
mapas genéticos pela analise multiloco. Uma vez adotada a analise multiloco, deve
lembrar que as fungdes de mapeamento passam a exercer papel fundamental no
resultado a ser obtido. A adocdo de uma, entre as diferentes fun¢bes de mapeamento,
depende das pressuposicOes a respeito da distribuicdo da permuta, do grau de
interferéncia e do comprimento do segmento cromossomico considerado.

Para o0 estudo de mapas integrados e comprovacéo da funcionalidade da metodologia
proposta foram utilizadas populagdes F, co-dominante e retrocruzamento com tamanhos
de 100, 150, 200 e 400 individuos, com 21 marcas por grupo de ligagdo e marcadores
equidistantes 5 cM, em um total de quatro simulagdes para F, co-dominante e quatro

para retrocruzamentos,(Figura 17a e 17Db).
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Figura 17a - Genomas estudados no processo de integracdo de mapas de populacdes F;
co-dominante com tamanhos de 100(a), 150(b), 200(c) e 400(d) individuos.
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Figural7b - Genomas estudados no processo de integracdo de mapas de populagdes de
retrocruzamentos com tamanhos de 100(a), 150(b), 200(c) e 400(d) individuos.
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Quando se trabalha com varios mapas genético de uma determinada espécie, para
integracdo entre os grupos de ligagdo de diversos mapas construidos com diferentes
técnicas € necessario que entre 0s mesmos grupos de ligacdo tenha pelo menos um
marcador que seja ancora. Assim, 0 passo inicial para o processo de integracédo seria a
identificacdo destes marcadores que sdo ancoras. ldentificados os marcadores ancora o
passo seguinte seria obter o mapa alinhado, em sequiéncia o0 mapa ordenado e,por fim, o
mapa integrado efetivo.

Cada genoma simulado foi fragmentado em quatro novos mapas de modo que foram
obtidos trés mapas com oito marcadores e um com nove marcadores, cada um destes
mapas contendo quatro marcadores ancoras entre os quatro mapas (Figura 18), foram

alinhados, ordenados, integrados e em seguida comparados com o0 mapa de origem.

‘ Genoma original ‘

Genoma simulado

I | | 1

Mapa 1 Mapa 2 Mapa 3 Mapa 4

N

Mapa integrado L

sewouab ap ogderedwo)

Figura 18 — Resumo do processo de estudo de mapas integrados

A integracdo de mapas gera um mapa com todos os marcadores com a melhor
ordem, cujas distancias entre 0os marcadores ancora e ndo ancoras sao estimadas por
andlise multiloco. A veracidade das informagdes do mapa dependerd do tipo de
populacdo, do tipo de marca molecular e, principalmente, do nimero de individuos
considerados na obtencao da porcentagem de recombinacao entre pares de marcas.

Na tabela 13, estdo os tipos e tamanhos de mapas utilizados no processo de
integracdo, bem como a distdncia média de cada mapa, a variancia, correlacdo de

Spearman e o estresse avaliados em relagcdo ao mapa de origem.
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Tabela 13: Tipos e tamanhos de mapas utilizados no processo de integracdo, distancia média de cada mapa, a variancia, correlacédo de

Spearman e o Estresse avaliados em relacdo ao mapa de origem .

Tamanho Tipo de Mapa Populacao Tamanho dist média Variancia r Estresse
Spearman

100 integrado co-dominante 99.581 4.979 4.4891 1 16.4315
100 ordenado co-dominante 89.4225 4.4711 2.4412 1 0.4237
150 integrado co-dominante 97.1799 4.859 1.6399 1 13.3624
150 ordenado co-dominante 88 4.4 1.1766 1 0
200 integrado co-dominante 78.9327 3.9466 1.0607 1 11.1122
200 ordenado co-dominante 72.71 3.6355 0.7025 1 0
400 integrado co-dominante 87.9047 4.3952 1.057 1 13.3325
400 ordenado co-dominante 79.99 3.9995 0.6434 1 0
100 integrado retrocruzamento 78.8587 3.9429 4.2338 1 10.6942
100 ordenado retrocruzamento 71.96 3.598 3.4173 1 0
150 integrado retrocruzamento 82.6401 4.132 11.3211 1 15.2943
150 ordenado retrocruzamento 74.19 3.7095 8.0796 1 0.4861
200 integrado retrocruzamento 97.7246 4.8862 3.0727 1 17.6581
200 ordenado retrocruzamento 87.14 4.357 2.1534 1 0
400 integrado retrocruzamento 99.3229 4.9624 2.2587 1 51.9245
400 ordenado retrocruzamento 80.89 4.4939 1.9859 1 47.483
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As correlagbes de Spearman se mostraram constantes em todos 0s mapas
integrados, tanto nas populacfes F, co-dominantes como nas de retrocruzamento, néo
apresentaram valores diferente da unidade em nenhum dos mapas integrados quando
foram comparados com os mapas dos quais originaram. O que pode ser considerado um
bom indicativo de confiabilidade do processo de integracdo dos mapas.

Para populac6es F, co-dominates, pelos mapas integrados, observa-se que quanto
maior a populacdo maior é tendéncia de aproximacdo do tamanho do grupo de ligacdo
do mapa integrado ao tamanho do mapa dos quais foram fragmentados. O mesmo ocorre
com a distancia média das marcas. Quanto a variancia pode-se observar que ha uma
queda da variancia com o aumento da populacdo; 0 mesmo ndo ocorre com 0 estresse
que decresce somente até o tamanho populacional de 200 individuos.

Segundo Soller e Beckmann (1983), quando marcadores co-dominantes estdo
disponiveis, analises baseadas em geracdes F, serdo mais Uteis que aquelas com base em
geragdes de retrocruzamento, por fornecerem informacGes tanto em relacdo a
dominancia quanto ao efeito maior do QTL identificado. Isso também pode ser uma
explicacdo para a necessidade de maior tamanho de populacdo para a obtencdo de mapas
mais confiaveis em populagdes de retrocruzamentos.

Para as populagdes de retrocruzamento observa-se que ocorreu o inesperado, com
0 aumento do nimero de individuos houve aumento no tamanho dos grupos de ligagdo e
das distancias médias entre as marcas. Estas medidas se afastaram daquelas observadas
para 0s mapas dos quais eles se originaram, o que pode ser verificado com 0 aumento do
estresse com o0 aumento da populagdo, mas se aproximaram das medidas do mapa
original que era de 100 cM e marcadores equidistantes a5 cM.

Outro fato a ser destacado refere-se a construgdo dos mapas ordenados que em
quase todas as situacdes eles apresentaram estresse zero ou bem proximo de zero. A
unica excecéo foi para a populacéo de retrocruzamento de tamanho 400 que apresentou
um estresse elevado, ou seja, 0s mapas reconstituidos sdo exatamente iguais aos mapas
de origem quando o estresse foi zero ou o estresse € muito pequeno em relacdo ao mapa
dos quais eles foram originados. Este fato pode levar a conclusdes equivocadas, pois
poderia-se pensar que 0s mapas ordenados seriam mais indicados para integracdo dos
mapas geneticos. Isto ndo seria uma realidade, pois quando se obtém o mapa integrado

efetivo, deve-se lembrar que ele foi submetido a uma anélise multiloco, ou seja, a ordem
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bem como as distancias entre as marcas foram analisadas em conformidade com todas as
marcas presentes no grupo de ligacéo.

Como discutido anteriormente o programa mais utilizado para integracdo de
mapas genéticos é o JoinMap que utiliza a metodologia proposta por Stam (1993) . Yan
et al. (2005), utilizando mapas genéticos construidos para os sete grupos de ligacdo dos
pais de uma progénie diploide de rosas, obteveram o mapa integrado entre as dois
progénies. Para comparar a metodologia proposta com a de Stam (1993), foi realizada a
integracdo dos mapas referentes ao grupo de ligacdo trés da espécie estudada, assim
como realizado por Yan et al (2005), porém se utilizou o mddulo integracdo de mapas
genéticos do programa computacional GQMOL (Cruz 2008), baseado na proposta deste
trabalho. (Figura 19)
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Figural9. A- Mapa integrado GQMOL e B - Mapa integrado JoinMap (Yan et
al. 2005)
Para integrar os mapas a primeira marca do grupo A3 foi chamada de X1 e

subseqlientemente até X14, o mesmo foi realizado para 0 B3 que a, primeira marca foi
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chamada de X15 até a ultima X28, as marcas consideradas como ancoras receberam a
mesma nomeclatura nos dois mapas. Em seguida ocorreu a integracdo dos mapas.

Quando se compara 0s mapas integrados pelos dois programas computacionais,
observa-se que ha pequenas diferencas entre as distancias das marcas, comparacées mais
detalhadas sd@o dificeis uma vez que os autores aproximam as distancias no mapa para
nameros inteiros e também ndo apresentaram os marcadores com distancia inferior a
dois cM, para melhor visualizagdo. A maior diferenca observada entre os dois mapas é a
inversdo em dois pares de marcas X7 com X23 e X27 com X12 que no mapa
apresentado pelo JoinMap se apresentaram na mesma posicao.

Diferencas na construcdo de mapas genéticos pelos diferentes programas sao
relatados na literatura. Sewell et al. (1999) trabalhando com mapas genéticos de pinus,
relataram que 0s mapas genéticos obtidos pelo JoinMap séo ligeiramente diferentes dos
mapas obtidos pelo MAPMAKER. Qi et al. (1996) relataram que as diferencas também
foram observadas em mapas de ligacdo construidos para cevada, e foi atribuida a
maneira que cada programa calcula as distancias, quando a interferéncia real difere da
assumida.

Doligez et al (2006) integraram diferentes mapas de ligacdo com o programa
Carthagene usando dados provenientes de familia de irmdos completos em uva com
tamanhos de 96, 45, 112, 139 e 153 individuos, o total do comprimento do mapa
integrado de leitura foi 1485 cM com média de distancia inter-locus de 6,2 cM. Os
mesmos mapas foram integrados com o programa JoinMap, e 0s mapas integrados nos
dois programas foram comparados e foram observadas algumas diferencgas entre eles,

principalmente inversdes entre algumas marcas.

5- CONCLUSOES

Para obtencdo de informacdes suficientes, de modo que sejam gerados mapas
integrados confidveis, as analises devem ser associadas a utilizagdo de tamanho de
amostra e nimero de marcas adequadas. Mapas com distor¢Ges serdo obtidos com uma
utilizacdo inadequada de individuos, mesmo que com uma grande quantidade de marcas

e vice-versa. Recomenda-se ndo utilizar informacdes de popula¢des com 100 individuos
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OuU menos para a geragao de mapas e integracdo de mapas, tanto em populagées F, como
de retrocruzamento, pois neste nivel é observada maior ocorréncia de inversdes bem
como maiores problemas quanto a recuperagdo dos grupos de ligag&o.

A confiabilidade dos mapas consenso aumenta com o aumento do numero de
individuos. Entretanto a partir do tamanho 200 individuos ndo se observa grandes
melhorias na qualidade dos mapas.

Para obtencdo de mapas simulados, consenso e integrados a analise multiloco
pode influenciar nas distancias entre as marcas, gerando um maior viés nas estimativas a
medida que a saturacdo do mapa diminui. O viés também ¢ influenciado pelo tipo de
funcdo de mapeamento utilizado e, para mapas pouco saturados, a funcdo de
mapeamento de Haldane gera maiores variancias, sendo menos indicada para mapas
consenso e integrados.

O processo proposto de integracdo de mapa se mostrou eficiente para as
populacOes estudadas, foram gerados mapas que apresentavam pequena tensao interna
guando comparados com os mapas dos quais eles se originaram. A Integragdo de mapas
se mostrou dependente do tipo de populacdo utilizada, tamanho da populacéo, tipo de

marcador utilizado, da frequiéncia de recombinacao e da fase de ligacao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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