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RESUMO

GOOD GOD, Pedro Ivo Vieira, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2008. Mapeamento Genético em Familias de Meio-Irmaos por
Simulagao Computacional. Orientador: Everaldo Gongalves de Barros.
Co-Orientadores: Cosme Damiao Cruz e Maurilio Alves Moreira.

O presente trabalho teve como objetivo central estudar a construgéo de
mapas genéticos em Familias de Meios-Irmaos (FMI) por meio de simulagao
computacional para elucidar suas limitagées e vantagens na analise genémica.
Para esse fim, os seguintes cendarios de simulagdo foram empregados: (1)
Estudo dos efeitos do tamanho populacional em progénies de Meios-Irmaos
para N = 50, 100, 200, 300, 500 e 1000; (2) Estudo dos efeitos dos graus de
saturagao (5 cM, 10 cM e 15 cM) do genoma com marcas moleculares; (3)
Estudo dos efeitos dos niveis de informagao alélica ou o conteludo de
informacao polimérfica (PIC), com s = 2, 3, 4, 5 e 6 alelos equi-freqlientes
presentes na populacdo de mapeamento. Os diferentes cenarios foram
combinados entre si e simulados em 100 repeticdes, gerando um total de 3000
populagdes para analise. Foram utilizados os seguintes critérios para a
determinagao de acuracia do mapeamento genético: (i) numero de grupos de
ligacdo recuperados; (ii) tamanhos dos grupos de ligacdo; (iii) distancias
médias entre marcadores adjacentes nos grupos de ligagao; (iv) variancias das
distancias entre marcas adjacentes nos grupos de ligagao;(v) estresse; e, (vi)
correlagdo de Spearman. Verificou-se que, aliado ao tamanho populacional e o
grau de saturagao, a informatividade teve papel fundamental no mapeamento
em FMI. Populagbes com N = 50 e 100 ndo sédo recomendadas para o
mapeamento em FMI, para quaisquer niveis de polimorfismo. Quando o nivel
de polimorfismo na populagao € minimo (s = 2), tamanhos populacionais de N
< 300 ndo sao suficientes para a obtencdo de mapas fidedignos,
principalmente para mapas com baixo grau de saturagdo, quando ocorre um
aumento relativo de inversées de marcas no mapa de ligagdo. Mapas menos
saturados apresentaram menor recuperagdo de genomas, menores estimativas
de correlacdo de Spearman e maiores varidncias das distancias entre marcas

adjacentes, principalmente para baixo nivel de polimorfismo. Como conclus&o
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geral, pode-se dizer que néao é recomendavel o uso de popula¢gées com N = 50
e 100 mesmo com alto nivel de polimorfismo. Para N = 200 & possivel obter
mapas com certa fidelidade desde que o numero de alelos segregando na
populagdo base seja igual ou maior do que 4, a semelhanga do que ocorre em
Familias de Irmaos Completos para acasalamentos entre genitores

completamente informativos.
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ABSTRACT

GOOD GOD, Pedro Ivo Vieira, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2008. Genetic mapping in half-sib families by computer simulation.
Adviser: Everaldo Gongalves de Barros. Co-Advisers: Cosme Damiao Cruz
and Maurilio Alves Moreira.

This study aimed at investigating the genetic mapping in half-sib families
(HSF) through computer simulation to elucidate its limitations and advantages in
genomic analysis. The following scenarios of simulation were used: (1) Study
the effects of population size in HSF for N = 50, 100, 200, 300, 500 and 1000;
(2) Study the effects of saturation degrees (5 cM, 10 cM and 15 cM) of the
genome with molecular markers; (3) Study the effects of levels of information by
polymorphism information content (PIC), with s = 2, 3, 4, 5 and 6 alleles equi-
frequents in the mapping populations. All the possible combinations among
these various scenarios were simulated in 100 repetitions each. This generated
a total of 3000 populations for analysis. We used the following criteria for
determining the accuracy of genetic mapping: (i) number of linkage groups
recovered, (ii) sizes of linkage groups, (iii) average distance between adjacent
markers in linkage groups, (iv) variance of the distances between adjacent
markers in the linkage groups, (v) stress, and (vi) Spearman's correlation. The
results show that besides population size and degree of saturation, PIC has a
critical role in the mapping of HSF. Populations with N = 50 and 100 are not
recommended for the mapping in HSF, for all levels of PIC. When the level of
PIC in the population is minimal (s = 2), population sizes of N <300 are not
sufficient to obtain reliable maps, especially for those with a low degree of
saturation, in which case there occurs an increase in inversions of molecular
markers in linkage map. Maps less saturated showed lower genome recovery,
lower estimates of correlation of Spearman and higher variance of distances
between adjacent markers, especially for low level of PIC. As a general
conclusion, we do not recommended the use of populations with N = 50 and
100 even with a high level of PIC. For N = 200 one can get maps with some

fidelity provided that the number of segregating alleles in the base population is

xiii



equal to or greater than 4, similarly to that which occurs in Full-Sib Families

from matings between fully informative parents.
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1. INTRODUGAO

A anadlise de dados gendmicos € considerada uma das grandes
vertentes da genética moderna. Podem ser considerados como dados
genOdmicos aqueles oriundos de bancos de dados genéticos tais como
sequéncias de nucleotideos, bancos de cDNA, ESTs e microarrays, além de
dados provenientes de marcadores polimérficos de DNA tais como RAPD,
AFLP, RFLP, SSR e SNP. Dada a grande quantidade de informacéao existente
com respeito a estes dados, torna-se imprescindivel o desenvolvimento e a
validacao de ferramentas e metodologias adequadas para a sua analise. Tais
ferramentas sdo desenvolvidas com base em modelos genéticos e
fundamentadas a partir de pressuposicoes matematico-estatisticas.

Na genética moderna, o ramo que se ocupa com a sondagem e a
validagao de conceitos estatisticos na analise de genomas € conhecido como
estatistica genémica (LIu, 1998). De acordo com SCHUSTER & CRuUz (2004),
genObmica € a denominagdo dada a ciéncia que estuda o genoma de forma
completa e que integra as areas da genética mendeliana, citogenética, genética
molecular, genética de populagdes, genética quantitativa e a bioinformatica.
Mais especificamente, a area tratada como gendémica classica envolve o estudo
de marcadores genéticos e suas aplicagbes na construgcdo de mapas
genéticos, como a analise de ligagdo, o ordenamento de genes e a formagéao
de grupos de ligagao, o mapeamento de locos para caracteristicas qualitativas
e quantitativas e a selegao assistida por marcadores (SAM).

O estudo de genomas inteiros, com a utilizagdo de marcadores
genéticos na analise de caracteres quantitativos, teve inicio a partir do século
XX, quando foram estabelecidos os primeiros mapas genéticos intra-especifcos
em Drosophila melanogaster (PAYNE, 1918) e em Phaseolus vulgaris (SAX,
1923). O conceito de mapa genético permitiu uma visdo global do arranjo linear
de genes e locos genéticos nos grupos de ligacdo, que por sua vez
correspondiam ao arranjo linear das sequéncias nucleotidicas nos

Cromossomeos.



O conceito basico para o estabelecimento de mapas genéticos encontra-
se na teoria de ligacdo ou da segregagao nao independente entre locos que
estdo proximamente localizados em um cromossomo (LIu, 1998). Estabelecer
grupos de ligagcdo com apenas dois locos tornou-se, a principio, tarefa de
relativa facilidade. No entanto, para o estabelecimento de mapas genéticos
mais complexos, os procedimentos sdo computacionalmente dispendiosos e
exigem um aparato estatistico mais avanc¢ado.

Dentre as principais dificuldades encontradas para a confec¢do dos
primeiros mapas geneticos, pode-se destacar a limitacdo em se obter
marcadores genéticos consistentes e adequados para a analise de ligagdo. Os
marcadores morfoldgicos foram os primeiros a serem utilizados para esse fim.
Embora os marcadores morfoldgicos tenham possibilitado o desenvolvimento
de mapas genéticos no inicio do século passado, eles apresentam uma série
de restricbes para este tipo de abordagem, incluindo baixo nivel de
polimorfismo, pouca estabilidade ambiental, e numero limitado de locos
disponiveis para estudos de mapeamento (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).

Este panorama mudou com o desenvolvimento de marcadores
moleculares. Os primeiros marcadores moleculares desenvolvidos
concentraram-se na detec¢gdo do polimorfismo de isoenzimas. Em seguida,
marcadores moleculares baseados na anadlise direta de seqléncias
polimérficas de DNA foram desenvolvidos. O marcador RFLP, baseado na
analise de fragmentos de restricdo, foi um dos primeiros a ser utilizado no
mapeamento de caracteristicas de interesse e no estabelecimento de mapas
genéticos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).

A partir do estabelecimento da técnica de PCR, uma grande variedade
de marcadores moleculares foi desenvolvida. Os marcadores RAPD, AFLP,
SSR e SNP sao atualmente os mais utilizados, muito embora diferentes tipos
de marcadores estejam em desenvolvimento constante. A grande vantagem
dos marcadores moleculares € possibilitar a detecgdo de um alto nivel de
polimorfismo se comparados aos marcadores morfolégicos, além da
estabilidade genética inerente destes marcadores. Em paralelo aos avangos na

tecnologia de marcadores moleculares, o desenvolvimento de softwares



analiticos e a proliferagcdo de metodologias genético-estatisticas permitiram o
desenvolvimento de mapas genéticos cada vez mais fidedignos.

No melhoramento genético de plantas e animais, os mapas genéticos
podem ser utilizados como ferramentas poderosas para a analise gendémica.
Mapas genéticos podem ter importantes aplicagdes praticas ho melhoramento,
através da deteccdo e mapeamento de regides e locos controladores de
caracteristicas qualitativas e/ou QTLs (LANDER & BOTSTEIN, 1989). Através da
selecédo assistida por marcadores moleculares (SAM) é possivel aumentar a
acuracia da selegdo, principalmente para caracteristicas de baixa
herdabilidade, dificii mensuragcdo ou fortemente influenciadas por fatores
ambientais. Atualmente, a detec¢édo de locos controladores de caracteristicas
de interesse também esta associada a estudos de clonagem e caracterizagdo
de genes, através do mapeamento fino de regides gendmicas, além da
identificacdo de genes candidatos, relacionados a rotas metabdlicas
especificas.

Para o mapeamento genético, os delineamentos genéticos-
experimentais utilizados podem ser classificados de acordo com o tipo de
amostragem feita em uma populagdo base. Dados derivados da geragao F
heterozigota, oriunda do cruzamento entre linhagens divergentes, produzem os
chamados cruzamentos controlados ou populagdes endogémicas, que incluem
os retrocruzamentos, a geracgéo F;, e F,, RILs, NILs e o uso de duplo-hapléides
via cultura de anteras. Dados obtidos de familias derivadas de genitores
amostrados a partir de uma populacao referéncia, incluindo familias de meios-
irmaos e irmaos completos, sdo denominados de populagdes exogamicas ou
populacgdes naturais.

O mapeamento genético em genealogias exogamicas apresenta
determinadas peculiaridades em relacdo aos cruzamentos gerados a partir de
linhagens endogamicas (MALIEPAARD et al. 1997). Em populagdes segregantes
derivadas de linhagens endogamicas todos os locos estardo segregando para
apenas dois alelos. Com relagao a fase de ligagado do duplo heterozigoto, esta

pode ser claramente determinada com base na analise da segregacao dos



gametas recombinantes na populagao ou diretamente através da genotipagem
dos genitores.

Contrariamente, na descendéncia de cruzamentos entre dois individuos
nao idénticos de uma populagdo exogamica o numero de alelos segregando
por loco marcador podera variar além de dois, ndo sendo também uniforme o
numero de alelos para diferentes locos em uma mesma analise. Da mesma
forma, a fase de ligacdo usualmente €& desconhecida, sendo possivel
determina-la apenas de forma estocastica (MALIEPAARD et al. 1997).

Em determinadas espécies de plantas ndo € possivel obter populacdes
segregantes derivadas de linhagens endogédmicas, devido a auto-
incompatibilidade, depressdo endogamica ou longo periodo juvenil. Dessa
forma, em tais espécies €& preciso empregar delineamentos genéticos de
populagdes exogamicas como Familias de Meios-Irmaos e Familias de Irmaos
Completos.

O presente trabalho teve como objetivo central estudar a construgéo de
mapas genéticos em Familias de Meios-Irmaos por meio de simulagao
computacional para elucidar suas limitagbes e vantagens em diferentes
cenarios. Determinados aspectos foram abordados de acordo com os objetivos

especificos dispostos a seguir:

(1) Estudar os efeitos do tamanho populacional;

(2) Estudar os efeitos dos niveis de saturagcdo do genoma com marcas;

(3) Estudar os efeitos dos niveis de informagao alélica — através do
conteudo de informagéo polimérfica (PIC) (BOTSTEIN et al. 1990) — na
populagdo de mapeamento;

(4) Determinar o relacionamento entre diferentes variaveis que medem a
acuracia de mapas genéticos nas condigdes simuladas;

(5) Comparar a acuracia e condigdes de mapeamento em Familias de

Meios-Irmaos com outros delineamentos experimentais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Construcao de Mapas Genéticos de Ligagao

A analise genbmica exige elevado numero de marcadores genéticos. Na
construgcado de mapas de ligagao estao envolvidas varias etapas metodoldgicas
necessarias para a sua obtencéao (Figura 1). O ponto inicial (i) € a determinagao
de qual delineamento genético-experimental sera utilizado para a detecgcido de
ligacdo entre marcas. A discussdo com relacdo aos diferentes tipos de
delineamentos experimentais que podem ser utilizados e suas implicagdes no
mapeamento genético sera abordada de forma pormenorizada no proximo
tépico. Na segunda etapa (i) sao obtidos os escores dos marcadores
moleculares nos individuos da populacido de mapeamento, sendo fundamental
levar em conta o conhecimento de técnicas de genética molecular e as bases
genéticas de funcionamento dos diferentes tipos de marcadores moleculares,
conforme discutido mais pormenorizadamente em FERREIRA & GRATTAPAGLIA
(1995) e .

Na terceira etapa (iii), também denominada de analise de loco unico ou
modelo de loco unico, sdo determinadas as frequéncias alélicas e genotipicas
dos marcadores na populagao de mapeamento. Em populagbes exogamicas, o
teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e o valor do conteudo de informagéao
polimorfica (PIC) podem ser importantes para a caracterizagéo individual dos
locos marcadores. Como sera destacado ao longo deste trabalho, em Familias
de Meios-Irméos, o valor do PIC assume papel relevante na determinacao da
qualidade dos dados para mapeamento.

Ainda na terceira etapa, o teste de Xz € realizado para avaliar a
segregacao individual das marcas (SCHUSTER & CRuUz, 2004). O objetivo do
teste é verificar se as frequéncias genotipicas observadas para cada loco
marcador seguem um padrdo de segregacdo mendeliano. A ocorréncia de
segregacao distorcida ou ndo mendeliana pode indicar que o modelo de

segregacao adotado € inapropriado, que os dados sdo de baixa qualidade ou



que o processo de amostragem foi ndo aleatorio (Liu, 1998; FERREIRA, 2006). A
utiizacdo de marcas com segregacao distorcida proporciona estimativas
viesadas das distancias e reduz a acuracia de mapas genéticos, sendo
recomendada a sua eliminagdo na andlise de ligagdo (KAO et al. 1999) ou a
adocao de procedimentos biométricos apropriados para a sua utilizagdo, como
proposto por FERREIRA (2006).

(1) Delineamentos Genético- * Populagdes Endogamicas ou
Experimentais e Populagdes de Exogamicas;
Mapeamento » Tamanho da Populagéo.
(i1) Genotipagem por meio de * Tipos de marcadores e relagdo de
Marcadores Moleculares dominéncia entre alelos;

* Nimero de Marcadores.

|

(iii) Modelo de Loco Unico * Freqiiéncias Alélicas e Genotipicas
na Populag@o de Mapeamento ;
* Conteudo de Informagado Polimérfica

(PIC);
l « Teste y* para Segregacdo Individual.
(iv) Estimacg@o da Freqiiéncia « Teste y* para Segregagdo Conjunta;
de Recombinagio (Modelo de * Método da Méaxima Verossimilhanga;
Pares de Locos) * Determinacdo da Fase de Ligacdo.
(v) Formagéo dos Grupos de * Fungdo de Mapeamento (Haldane,
Ligagdo Kosambi, etc.)
* LOD Escore Minimo;

* Distancia Maxima de Ligacao.

|

(vi) Ordenamento das Marcas I— * Algoritmos de Ordenamento (SARF,
RCD, etc.).

(vii) Analise Multilocos * Método dos Minimos Quadrados;
* Método da Maxima Verossimilhanca.

Figura 1. Principais etapas metodoldgicas utilizadas na construgdo de mapas
genéticos



Apds a analise individual de marcas, € necessario verificar a hipotese de

ligagéo génica entre pares de marcas e efetuar o calculo das distancias entre
marcas (iv). O teste apropriado para verificar a hipotese de ligagdo é o teste y°

conjunto. Entretanto, este teste € apenas qualitativo e quando detectada a
evidéncia de ligacado deve-se calcular a porcentagem de recombinagao entre os
pares de marcadores. Como citado por ROCHA et al. (2004), embora outras
metodologias possam ser utilizadas para obter estimativas das freqiéncias de
recombinagao, o Método da Maxima Verossimilhanga é o mais utilizado para a
analise genética de ligagdo. No mapeamento genético, este método &
empregado tanto na obtengcdo das estimativas das frequéncias de
recombinagdo quanto na estimacao de pardmetros no mapeamento de QTL
(SCHUSTER & CRUZ, 2004).

A formacao de grupos de ligacao (v) é feita com base em um processo
iterativo que utiliza como critérios a frequéncia maxima de recombinag¢ao (rmax)
e 0 LOD escore minimo (LODp,) para inferir se dois locos estao ligados. Com
base na matriz de distancias entre pares de marcas e no valor de LOD escore
relativo ao calculo da distancia, os marcadores sao agrupados em um processo
em que se utiliza a propriedade transitiva de ligagdo em que: se o loco A esta
ligado ao loco B e este estiver ligado ao loco C entdo A estara ligado a C
independente da distancia entre A e C. Embora sejam critérios empiricos, a
freqiéncia maxima de ligacdo e o LOD escore tém sido sistematicamente
utilizados para a construgao de grupos de ligagao. Segundo SCHUSTER & CRUZ
(2004) a utilizagdo do rmax € LODpin apresenta a vantagem de ser possivel
obter um padrédo de agrupamento uUnico e consistente, de modo que cada
marcador se apresente em apenas um unico grupo de ligagdo ou esteja
segregando de forma independente em relagdo aos demais marcadores.
Destaca-se ainda que, quanto mais informativo for o conjunto de dados, maior
sera a aproximagao do numero dos grupos de ligagdo em relagcdo ao numero
hapléide de cromossomos da espécie (Liu, 1998). Um grande numero de

marcadores ndo ligados € sinal de baixa qualidade dos dados, cobertura



insuficiente de marcadores no genoma ou a utilizagdo de um numero reduzido
de individuos (SCHUSTER & CRuz, 2004).

Outro ponto importante a destacar no processo de agrupamento é a falta
de aditividade das distancias entre pares de marcas quando expressas pela
porcentagem de recombinagao. Para facilitar o agrupamento e o ordenamento
dos locos em um grupo de ligagéo o critério de otimizagao a ser utilizado séo
as funcbes de mapeamento genético. As duas principais fungbes de
mapeamento utilizadas sdo as de HALDANE (1919) e de KosAwmBI (1944). O
objetivo das fungbes de mapeamento é estabelecer a relagdo entre distancia
de mapa e frequéncia de recombinagao entre os pares de marcas, resolvendo
o problema da aditividade. Cabe ressaltar que diferentes fungdes de
mapeamento correspondem a diferentes graus de interferéncia assumidos na
permuta entre regides adjacentes (SCHUSTER & CRuz, 2004). A funcdo de
Haldane é obtida considerando interferéncia nula. A fungao de Kosambi admite
a existéncia de interferéncia.

Apods a formagdo preliminar dos grupos de ligagdo, uma questdo que
surge € verificar se os marcadores encontram-se na melhor ordem possivel.
Nesta etapa (vi) o melhor ordenamento pode ser obtido por meio de critérios e
algoritmos de ordenamento. O principal critério utilizado para se identificar a
melhor ordem consiste em se adotar a ordem que proporciona a menor soma
das distancias, conhecido como SARF (Sum of Adjacent Recombination
Fractions). Um dos processos para se identificar a menor soma € gerar todas
as ordens possiveis entre marcadores no mesmo grupo de ligagdo. Entretanto,
embora a andlise de todas as ordens seja conclusiva, ela se torna inviavel
quando o numero de marcadores se torna excessivamente grande. Um
algoritmo que contorna este problema foi desenvolvido por DOERGE (1996),
denominado de RCD (Rapid Chain Delineation). Neste método, permutas
sucessivas sao realizadas agrupando-se e invertendo (permutas) intervalos de
dois, trés ou quatro marcadores. A ordem sera alterada se, apds a permuta, a
SARF for reduzida. Neste caso, a permuta é dita eficiente e o processo é
reiniciado com base na nova ordem. Se a permuta nado reduz a SARF, ela é

dita ineficiente e o processo prossegue baseando-se na ordem inicial,



avancando sucessivamente em permutas duplas, triplas e quadruplas. Com
base neste método é possivel reduzir consideravelmente o nimero de ordens
geradas para a obtengao do ordenamento 6timo entre marcas, em um mesmo
grupo de ligacao.

Depois de definidos os grupos de ligagdo, uma ultima abordagem é
estimar as freqtiéncias de recombinacdo multipoint ou multilocos entre pares de
marcas. A analise multilocos considera todos os marcadores ligados em um
grupo de ligacao, resultando em uma analise unica para cada grupo de ligacéo
(LyNcH & WALSH, 1998). A vantagem de se utilizar andlise multilocos reside na
obtencdo de estimativas mais precisas das distancias entre marcas, uma vez
que se utiliza simultaneamente a informacédo de todos os locos envolvidos.
Para a obtencdo das estimativas de distdncias com base em modelos
multilocos s&o empregados o Método dos Minimos Quadrados ou o Método
Maxima Verossimilhanga. De forma geral a analise multilocos esta
condicionada a funcdo de mapeamento utilizada. A escolha de uma, dentre as
diferentes funcdes disponiveis, depende das pressuposicoes a respeito das
distribuicdes de permuta, do grau de interferéncia e do comprimento do
segmento cromossémico analisado, conforme descrito por SCHUSTER & CRUZ
(2004) e Liu (1998).

2.2. Delineamentos Experimentais no Mapeamento Genético e na
Analise de QTL

Uma populagao utilizada para o mapeamento genético e a detecgao de
QTL é denominada de populagdo de mapeamento. De acordo com a literatura,
as populacgdes de mapeamento sdo organizadas de acordo com a amostragem
genética feita para se detectar gametas recombinantes e a maneira como o
desequilibrio de ligagao é gerado entre o marcador e o QTL (LYNCH & WALSH,
1998; WELLER, 2001). Assim, as populagbes de mapeamento sao classificadas
em dois tipos: (1) Populagbes segregantes derivadas da geragdo Fi
proveniente de cruzamentos entre linhagens endogamicas divergentes —

denominadas de populacdes derivadas de cruzamentos controlados ou



populagdes endogémicas; (2) Populagbes segregantes derivadas de
amostragens tomadas a partir de uma populagdo base, sem a utilizacdo da
geracédo Fq e linhas divergentes — denominadas de populagbes naturais ou

exogamicas (Figura 2).

Populagdes Endogémicas Populagdes Exogamicas
(Cruzamentos Controlados) (Populagdes Naturais)
[ [
I [ [ | I I |
F, RC || DH | | RIL FIC FMI Gef;;;g;ias

Figura 2. Populagbes de mapeamento e delineamentos experimentais
utilizados no mapeamento genético e na andlise de QTL.
Adaptado de WELLER (2001)

2.2.1. Populagdes Endogamicas

As populacdes derivadas de cruzamentos controlados apresentam como
caracteristica marcante o cruzamento entre linhagens endogéamicas
divergentes. Dessa forma é obtida uma geragao F¢ heterozigota para todos os
locos marcadores. Nessas condi¢gdes os genodtipos dos parentais e a fase de
ligacdo podem ser determinados precisamente, além do numero de alelos
segregantes ser fixado em dois (MALIEPAARD et al. 1997).

Cruzamentos entre linhagens endogamicas oferecem a condigéo ideal
para a detec¢cao e o mapeamento de QTLs. Essa condigao é dada por meio de
uma F4 idéntica geneticamente em todos os individuos e por apresentar, em
consequéncia, desequilibrio de ligagdo completo em todos os genes que
diferem entre as duas linhagens. Dessa forma, a associagao entre os
marcadores genéticos e a caracteristica pode ser estudada pela comparagao
do desempenho fenotipico de individuos provenientes de geragoes
subseqientes a Fi. Em adicdo, tais dados s&do obtidos de delineamentos
experimentais que podem ser considerados como provenientes de uma unica
grande familia, pois todos os individuos partilham os mesmos gendtipos dos

parentais. Como resultado, o efeito de substituicdo do QTL e a dominancia
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podem ser diretamente estimados. Segundo Xu & ATCHLEY (1995) o modelo
linear que descreve tais conjuntos de dados € chamado de modelo fixo.

A partir da geragao F1, diferentes delineamentos genéticos podem ser
utilizados, destacando-se os retrocruzamentos, duplo-hapléides, RILs, NILs,
geracgao F; e F,. Assim, o uso de populagdes endogamicas é mais aplicavel em
espécies autdbgamas, principalmente em plantas, casos em que é possivel a
obtencao de familias numerosas, derivadas de autofecundacao (MALIEPAARD et
al., 1997).

2.2.2. Populag6es Exogamicas

Para muitas espécies, como espécies florestais ou de ciclo longo ou
mesmo a espécie humana ou espécies alégamas, a facilidade de obtengéo e
manipulacado de linhagens endogadmicas a partir de cruzamentos controlados
esta fora de alcance. Em tais casos deve-se entdo voltar para a analise e
utilizagao de populagdes exogamicas.

As populagbes de mapeamento derivadas de cruzamentos exogamicos
sdo obtidas por meio da escolha de genitores a partir de uma populagéo
segregante (Figura 3). A descendéncia obtida dos genitores de cruzamentos
exogamicos € estruturada em familias para a analise de ligagédo genética e a
deteccdo de QTLs. Se individuos sdo amostrados de maneira aleatodria
diretamente da populacéo segregante € bem provavel que o loco marcador e o
QTL estejam em equilibrio de ligacdo. Entretanto, se os individuos séo
organizados em familias derivadas dos genitores, o desequilibrio de ligacéo é
garantido dentro das familias.

Dentre os delineamentos experimentais utilizados para o mapeamento
de QTL em cruzamentos exogamicos pode-se destacar o uso de familias de
irmaos completos e de familias de meios-irmaos. De acordo com WELLER
(2001) trés tipos basicos de delineamentos experimentais sao propostos: (1) o
delineamento de pares de irmé&os (sib-pair analysis) que emprega a analise de
varias familias de irm&os completos, pouco numerosas, que tem sido aplicado

em larga escala na espécie humana; (2) o delineamento de irmaos completos,
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utiizado para a analise de familias de irmaos completos com progénie
numerosa; e, (3) o delineamento de meio-irméos, também conhecido como
delineamento de filhas (daugther design) no melhoramento animal, que
emprega a anadlise de familias de meio-irmaos de grande tamanho e que tem

sido largamente utilizado no mapeamento de QTLs em gado de leite.

Populagao
Segregante — > Selecio de Genitores
P1 Gametas da
Populacdo
A, Ay Ax —'—
Familias de :
Meios- X
Irmaos: B, B, B, -
P1 P2
Familias de A A, Ay — — Ay
Irmaos .
Completos: X s
B, B, B; — +— B,
Genealogias Mistura de Familias,
Complexas: Delineamentos baseados em mais

de uma geragio, etc.

Figura 3. Esquema demonstrando o processo de obtencdo de delineamentos
experimentais utilizados na construgdo de mapas genéticos e na
analise de QTL em cruzamentos exogamicos

No melhoramento de plantas, familias de meio-irmaos e de irmaos
completos prestam-se ndo somente a estudos gendmicos, mas também podem
ser utilizadas como populagdes de melhoramento. Em geral, no melhoramento
de plantas, a utilizagcado de familias de meio-irmaos é obtida por meio da

descendéncia de uma arvore ou planta matriz, quando o enfoque esta em
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espécies frutiferas ou perenes, ou em espécies que apresentam alogamia.
Alternativamente, a utilizagdo de familias de irmaos completos tem grande
potencial de uso em plantas perenes, pelo acasalamento de clones elite.

Pode-se considerar que a utilizagdo de uma Unica e numerosa familia
informativa € a condicao ideal para se detectar QTLs, entretanto, quando isso
nao € possivel pode-se utilizar a informagédo combinada de varias familias para
se proceder a analise, como utilizado na analise de pares de irmaos (WELLER,
2001).

O delineamento conhecido como pseudocruzamento-teste foi utilizado
com grande impacto pela primeira vez no trabalho de GRATTAPAGLIA &
SEDEROFF (1994). Este delineamento baseia-se no uso de uma unica familia de
irmaos completos derivada de genitores heterozigodticos. Entretanto, nesta
estratégia as meioses sdo analisadas separadamente para cada genitor, de
maneira que mapas genéticos diferentes sao obtidos quando considerados os
diferentes genitores.

Genealogias mais complexas podem ser utilizadas na analise de QTLs
em cruzamentos exogamicos. Em alguns casos, o uso de mais de uma
geracao permite aumentar a precisao experimental no mapeamento de QTL. O
delineamento de netas (grand-daugther design), como é conhecido no
melhoramento animal, utiliza a primeira geracdo de meio-irméos para se
realizar a genotipagem dos individuos por meio de marcadores moleculares e,
na segunda geragao familiar, ou netos, sdo avaliadas as caracteristicas de
interesse. Este procedimento permite uma melhor avaliacdo das caracteristicas
quantitativas, levando a estimativas mais precisas na deteccdo de QTLs
(WELLER, 2001).

As populagdes exogamicas sdo também de interesse por razbées outras
que as limitagbes experimentais. Por exemplo, QTLs detectados por
cruzamentos controlados usualmente representam diferengas fixas entre
linhas, ou muitas vezes entre espécies, e a relevancia destes resultados para
QTLs segregando dentro de populagdes permanece incerta. Esta fundamental
distingdo de que os cruzamentos controlados detectam QTLs responsaveis por

diferengas entre populagbes enquanto cruzamentos exogamicos detectam
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QTLs responsaveis por variagdo dentro de populagdes tornam tais abordagens
mais complementares do que competitivas (LYNCH & WALSH, 1998).

A utilizagao da variacio dentro da populacédo, em oposicao as diferencas
fixas entre populagdes, resulta em uma redugdo significante do poder de
deteccdo de QTLs. Com linhagens endogamicas, todos parentais F4 tém
genatipos idénticos (incluindo a mesma fase de ligagcéo), dessa forma todos os
individuos sao informativos, e o desequilibrio de ligagdo é maximizado.
Adicionalmente, os efeitos dos QTLs sdo expressos como médias (o valor
médio de cada gendtipo do QTL). Em contrapartida, os efeitos dos QTLs sao
expressos como variancias em cruzamentos exogamicos. Uma vez que a
variancia é estimada com precisdo menor do que a média, as estimativas para
populagdes exogadmicas sao tidas como menos precisas (LYNCH & WALSH,
1998).

2.3. Informatividade no Mapeamento Genético e na Anadlise de QTL

A importdncia da aplicagdo de delineamentos experimentais para
estudos de ligagao reside na obtengao do maximo conteudo de informagéo das
estimativas de ligagdo de acordo com os recursos disponiveis (DA & LEWIN,
1995). A principal diferenga que pode ser estabelecida entre cruzamentos
controlados e cruzamentos exogamicos é a uniformidade genética dos
individuos que formam a geragéo parental. Nos cruzamentos controlados sao
utilizados individuos contrastantes entre si, porém, geneticamente uniformes.
Nos cruzamentos exogamicos a geragao parental € geneticamente variavel,
pois € oriunda da amostragem feita a partir de uma populagado de referéncia.
Esta distingdo tem muitas consequéncias, como ja mencionadas. No entanto,
pode-se destacar o conteudo de informagdo obtido nos cruzamentos
exogamicos. Se nas populagdes derivadas de linhagens endogaémicas o
conteudo de informagdo € o mesmo para um determinado delineamento
experimental, nas populagbes exogamicas apenas uma fracdo dos
cruzamentos efetuados podem ser totalmente informativos (LYNCH & WALSH,
1998).
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De acordo com HASEMAN & ELSTON (1972) e MARTINEZ & VULKANOSIVIC
(2000), para o caso geral de sistemas multialélicos com quatro ou mais alelos,
havera basicamente, trés categorias e sete distintos tipos de acasalamentos ou
diferentes tipos de pares de irmaos que caracterizam a heranga de marcas
individuais. Assim, considerando-se um loco A com alelos i, j, k e |, ter-se-&0 os

seguintes tipos:

1) Cruzamento entre genitores homozigotos:

I. AAFAA

1. AA-AA,

2) Cruzamento entre genitores homozigotos e heterozigotos:
. AA-AA;

V. AA-A AL

3) Cruzamento entre genitores heterozigotos:

V. AA-FAA

VI. AA-AA

VII. AA-AA

Observa-se que o tipo | de envolve apenas um alelo, os tipos II, lll e V
dois alelos, os tipos IV e VI trés alelos, e o tipo VII quatro alelos. Independente
do numero total de alelos em um loco, no maximo quatro alelos poderao estar
segregando em determinado acasalamento (MARTINEZ & VULKANOSIvIC, 2000).
Na analise de segregacdo, deve-se considerar que somente acasalamentos
que envolvam pelo menos um dos genitores heterozigoto sejam informativos
para fins de mapeamento. Dessa forma, apenas cruzamentos dos tipos lll, IV
(cruzamentos entre genitores homozigotos e heterozigotos) e V, VI, e VI
(cruzamentos entre genitores heterozigotos) sédo informativos.

Além da heterozigosidade observada entre genitores de um cruzamento
exogamico, deve ser verificada adicionalmente a existéncia de individuos
informativos na prole. Segundo DA & LEWIN (1995) um marcador é considerado
informativo quando a origem dos alelos nos individuos em uma progénie pode

ser inequivocamente determinada. Em outras palavras, um marcador é
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considerado informativo quando é possivel associar os alelos da progénie a
cada genitor que lhe originou.

Para que um genitor seja informativo para a andlise de QTL, ele deve
ser heterozigoto tanto para o marcador quanto para um QTL ligado a esse
marcador. Somente nesta situagcdo a associacdo marcador-QTL pode ser
detectada na progénie (BEARzOTI, 2003). Assim, apenas uma fracdo da
amostra da geracdo parental em cruzamentos exogamicos deve observar a
condigdo de duplos heterozigotos. Ao contrario, em cruzamentos controlados, a
geracado F1 é heterozigota para todos os locos que diferem entre as linhas
parentais, o que implica na informatividade total dos cruzamentos.

Um segundo ponto a ser destacado € de que existem apenas dois alelos
segregando em qualquer loco nas populagdes derivadas de cruzamentos
controlados, ao passo que em cruzamentos exogamicos podem estar
segregando até quatro alelos em um determinado loco. Adicionalmente, nas
populagdes exogamicas, os individuos podem diferir quanto a fase de ligacao
entre o marcador e o QTL. Assim, em um parental portador da marca A; pode
estar associado o alelo Q; do QTL. De outro modo, um outro individuo podera
produzir gametas com a associagdo A; — Q;, caracterizando uma mistura de
fases de ligagcéo. Assim, em populagdes exogamicas o estudo da associagao
marcador-QTL deve ser efetuado examinando separadamente cada
cruzamento parental reduzindo poder e precisdo no mapeamento (BEARZOTI,
2003).

Em cruzamentos exogadmicos — para a analise de um loco unico —
podem ser estabelecidas trés categorias de acasalamentos segundo o grau de
informatividade nas progénies (LYNCH & WALSH, 1998) (Tabela 1): (1) familias
derivadas de cruzamentos completamente informativos; (2) familias derivadas
de ‘retrocruzamentos’ ou familia com loco informativo; e (3) familias derivadas
de ‘intercruzamentos’ ou com loco parcialmente informativo. Deve-se ressaltar
que o grau de informagao pode se referir ao marcador, ao QTL ou a ambos.
Para que uma quantidade minima de individuos seja informativa quanto ao
marcador, é necessaria a utilizacdo de marcadores altamente polimérficos.

Embora em algumas situagdes seja possivel escolher individuos informativos
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quanto aos marcadores, ndao ha garantias de que esses individuos sejam
informativos quanto aos QTLs.

Como descrito por LYNCH & WALSH (1998) uma familia completamente
informativa € derivada do cruzamento A/A; vs. AA.. Nesse tipo de cruzamento,
os genitores sao heterozigotos para diferentes alelos, possibilitando que a
progénie seja completamente informativa na distingdo da origem destes alelos.
Assim, é possivel comparar os valores da caracteristica na progénie por meio
do contraste A; vs. A; e do contraste Ax vs. A. Nesse tipo de cruzamento a

razéo esperada é de 1:1:1:1.

Tabela 1. Tipos de cruzamentos quanto ao grau de informagao na progénie

Categoria Cruzamento Caracteristica

Toda progénie € informativa na

i AJA X AA
Completamente Informativo 77 KB distinggo dos alelos de cada genitor

A progénie é informativa somente na
Retrocruzamento AjAj x AAg disting&o dos alelos do genitor
heterozigoto

AA: X AA - Apenas individuos homozigotos s&o
1Y) 1Y)

Intercruzamento . : ol
informativos na progénie

Fonte: LYNCH & WALSH (1998)

Em uma familia de retrocruzamento (A/A; vs. AcAx) apenas os alelos de
um unico genitor podem ser distinguidos. Assim, apenas o contraste entre A,
vs. Aj pode ser determinado na progénie. Nesse caso, a razdo de segregacgéo
esperada é de 1:1.

No ultimo caso, em familias de intercruzamentos (A/A; vs. AiAj), apenas a
progénie homozigota é informativa, pois nao € possivel distinguir nos individuos
heterozigotos a procedéncia dos alelos de cada genitor. A razao de segregagao
esperada para estes cruzamentos € de 1:2:1.

O caso especial em que ambos os genitores podem ser genotipados
refere-se apenas a Delineamentos de Irmaos Completos. Entretanto, em
Delineamentos de Meios-Irmaos, apenas o0 genitor comum pode ser
genotipado. Assim, apenas genitores heterozigotos do tipo A/A; sé&o
informativos para a analise de ligacdo e deteccdo de QTL. Nesse sentido, a

razao de segregacao e a informatividade para Meios-Irmaos assemelha-se a
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familias derivadas de retrocruzamentos, como descrito acima. Na
descendéncia de cruzamentos em Familias de Meios-Irmaos, apenas as
progénies Ai- e Aj- serdo informativas e as progénies AA; serdo né&o
informativas. A razdo de segregacado esperada em FMI para o genitor
informativo é de 1:1.

Na analise de dois de locos em Familias de Irmaos Completos,
diferentes combinagbes de razdo de segregagdo podem surgir, pois cada
marcador podera segregar de forma diferente. Por corolario, diferentes
conteudos de informacao serédo obtidos na analise de dois locos. Assim, para
cada situacado devera ser utilizada uma fungcéo de verossimilhanga especifica
para o calculo das frequéncias de recombinacgao. Estas fungbes estdo descritas
em detalhes no trabalho de BHERING et al. (2008). Em Familias de Meios-
Irméaos, a analise de ligagcado para dois locos envolve apenas a combinagao
Unica de segregacao do tipo (1:1)(1:1). Ao contrario do observado para em FIC,
apenas uma unica funcao de verossimilhanca sera necessaria para o calculo

das freqUéncias de recombinagao.

2.3.1. Medidas de Informatividade

Como mencionado anteriormente, em cruzamentos exogamicos nem
sempre toda a progénie derivada de um acasalamento pode ser util para a
analise de ligacdo. O conteudo de informagao esta relacionado ao numero e
frequéncias dos alelos amostrados, ao sistema de acasalamentos e a estrutura
das familias utilizadas (DA & LEWIN, 1995). Assim, diferentes trabalhos foram
desenvolvidos com o objetivo de se determinar o conteudo de informacéao
derivado de diferentes delineamentos e para diferentes genealogias
populacionais (DA & LEWIN, 1995; Guo & ESLSTON, 1999; Guo et al. 2002;
RiJsDIUK & SHAM, 2002; ROCHA et al. 2004).

Véarias medidas sao utilizadas para se determinar o grau de
informatividade em cruzamentos exogamicos. Neste trabalho sera destacado o
PIC e o Conteudo de Informagdo de Fischer. O PIC ou Conteudo de

Informagao Polimérfica (BOTSTEIN et al. 1980) permite avaliar o grau de
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polimorfismo ou heterozigosidade de um loco unico e é calculado com base na
freqiéncia alélica do loco em analise. O PIC apresenta um papel relevante na
selecdo de genitores e marcadores informativos, sendo mais utilizado para
avaliar a qualidade a priori de dados para o mapeamento. Segundo DA & LEWIN
(1995), esse indice pode nao ter aplicabilidade direta na avaliagao do conteudo
de informagdo em mapas genéticos uma vez que é necessario utilizar pelo
menos dois locos para que seja feita a analise de ligagao.

O Conteudo de Informacéao de Fischer (WEIR, 1996), ou Conteudo Médio
de Informacédo, corresponde ao negativo da derivada segunda da funcéo de
verossimilhanga para o calculo da frequéncia de recombinac&o. O inverso da
informacéo de Fischer fornece a variancia da estimativa da frequéncia de
recombinagdo. A informacdao de Fisher é calculada com base no valor da
frequiéncia de recombinacdo e assume estimadores particulares para diferentes
populagdes de mapeamento, como pode ser constatado no trabalho de ROCHA
et al. (2004). O Conteudo de Informacdo de Fischer tem sido usado
sistematicamente para avaliar o grau de informatividade em populagbes de
mapeamento e em trabalhos de simulagao para verificar a acuracia de mapas
genéticos (LIU, 1998; ROCHA et al. 2004).

2.4. Mapeamento de QTL - Definicao e Modelo

Um carater quantitativo € tradicionalmente definido como uma
caracteristica que esta sob controle de um sistema poligénico e que demonstra
variagdo continua entre e dentro de populagdes sob o efeito do ambiente.
Devido ao fato de uma grande quantidade das caracteristicas de importancia
ser de heranga quantitativa, a procura por genes controlando caracteristicas
complexas ou quantitativas é vital no desenvolvimento e aplicacdo da
informacédo gendmica (Liu, 1998). Os locos que controlam caracteristicas
quantitativas e que servem para inferir a respeito da arquitetura genética destas
caracteristicas tém sido comumente referidos como QTL (Quantitative Trait
Loci). Ao processo de procura e localizagdgo de QTL é chamado de

mapeamento de QTL.
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O mapeamento de QTL envolve a construgédo de mapas genémicos e a
analise de associagédo entre caracteristicas e marcadores polimérficos. Uma
associagado significativa entre as caracteristicas e o0s marcadores pode
evidenciar a presenga de um QTL proximo de um marcador. Dessa forma, o
mapeamento de QTL é a combinagdo do mapeamento de ligagéo e a analise
tradicional da genética quantitativa. O modelo genético utilizado para
caracteristicas quantitativas na analise de QTL emprega uma abordagem um
pouco modificada, pois leva em conta a possibilidade de se explicar
caracteristicas complexas ao nivel de locos individuais ou segmento
cromossOmico, ao invés de fazer unicamente o uso de parametros como as
variancias entre e dentro de populagdes (FALCONER & MACKAY, 1996).

A adocgado do modelo genético na identificacdo de QTL permite estudar
questdes especificas da arquitetura genética dos locos relacionados a
caracteristica quantitativa, desde a estimagdo de parametros como médias e
variancias a inferéncias do tipo de agao génica, fenbmenos de ligagéo,
interacbes epistaticas e gendtipo-ambiente. Embora os gendtipos do QTL nao
possam ser observados, as estimativas dos pardmetros do modelo podem ser
estimadas pelo contraste entre médias dos individuos nas classes genotipicas

dos marcadores (LIu, 1998).

2.5. Métodos de Mapeamento de QTLs em Populagdes Exogamicas

Segundo CHURCHILL & DOERGE (1998) ha trés relevantes hipdteses

utilizadas na deteccao de QTL, sendo:

H,: n&o ha QTL presente;
H(f : 0 QTL esta presente, porém nao ligado ao marcador;

H ,: 0 QTL esta presente e ligado ao marcador.

O problema estatistico do mapeamento de QTL pode ser visto sob trés
aspectos. O primeiro é a detecgdo dos fatores genéticos que possuem efeitos
na caracteristica de interesse e que estdo segregando na populagdo. O
segundo se refere a localizagao de QTLs relativos aos locos dos marcadores

genéticos. O terceiro diz respeito a estimagdo dos efeitos dos QTLs e suas
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interagcbes. Esses problemas s&o interdependentes, mas a distingéo entre eles
€ util para facilitar o entendimento dos procedimentos de inferéncia utilizados
no mapeamento de QTL (CHURCHILL & DOERGE, 1998).

Metodologia de HASEMAN & ELSTON (1972)

A utilizacdo de modelos aleatérios foi proposta, inicialmente, por
HASEMAN & ELSTON (1972) para a utilizagdo em conjuntos de dados que
correspondem a pares de irmaos, obtidos de uma populagdo de referéncia.
Esta metodologia, baseada em marcas simples, é efetuada por meio de uma
regressao linear simples do quadrado das diferengas fenotipicas entre dois
irmaos, em funcéo da proporg¢ao de genes idénticos por descendéncia (IBD) do

QTL entre os dois irméos (7;). O principio envolvido no método € de que
quanto maior z,, menor sera a diferenca entre o par de irmaos. Assim, uma

associacao negativa significativa indica um QTL ligado ao marcador em
questao.

O método de pares de irmaos de HASEMAN & ELSTON (1972) é
considerado um método robusto tanto no sentido genético quanto no sentido
estatistico, uma vez que o modelo genético do QTL nao precisa ser conhecido
em detalhes, bem como os testes estatisticos ndo sdo grandemente alterados
quando a distribuicdo da variancia residual ndo é normalmente distribuida
(AMos & ELSTON, 1989). Entretanto, o método pode ser considerado limitado,
pois o efeito genético do QTL e a taxa de recombinacéo entre o QTL e o loco
marcador estdo confundidos, de forma que ndo podem ser estimados
individualmente. Assim, o método permite apenas que se detecte a ligagao
entre 0 QTL e o marcador, ndo permitindo, entretanto, estimar se a variagéao
observada é devida a um QTL de grande efeito localizado distante do marcador
ou devido a um QTL de pequeno efeito localizado préximo ao marcador
(MARTINEZ et al., 1999).

Atualmente, numerosas variagbes da metodologia de HASEMAN &
ELSTON (1972) podem ser encontradas na literatura e incluem: uso de

diferengas, uso de somas, uso de somas ao quadrado, uso de observagdes
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individuais. Alternativamente pode-se usar na estimagcdo a metodologia de
maxima verossimilhnanca em substituicdo ao método dos quadrados minimos

(VISSCHER & HOPPER, 2001).

Metodologia de FULKER & CARDON (1994)

A metodologia de FULKER & CARDON (1994) baseia-se no procedimento
de mapeamento por intervalo. Nesta metodologia s&o utilizados dois
marcadores flanqueando o QTL para estimar separadamente a posi¢ao do QTL
e o seu efeito sobre a caracteristica analisada. Assim, esta metodologia
procura separar a variancia devido ao QTL e o parametro de ligagao e, ainda,
localizar o QTL em uma posi¢ao especifica do cromossomo.

Na metodologia de FULKER & CARDON (1994), aplica-se o mesmo
principio de HASEMAN & ELSTON (1972) para cada um dos dois marcadores que
flanqueiam o QTL. Assim, s&o utilizadas duas equagdes e duas incognitas
devem entado ser estimadas. O primeiro passo da analise € estimar a propor¢ao

de genes idénticos por descendéncia do QTL (z,) em um par de irmé&os, a

partir da proporcao IBD dos marcadores que estido flanqueando o intervalo em
que se supde estar o QTL. No segundo passo da analise, uma regressao é
efetuada da maneira que HASEMAN & ELSTON (1972) propuseram, exceto que a
proporcdo de IBD utilizada € aquela estimada no primeiro passo. O
mapeamento por intervalo é entdo conduzido para todos os n—1 intervalos,
considerando-se um cromossomo com n marcadores.

Embora a metodologia de FULKER & CARDON (1994) apresente maior
poder estatistico o método de estimagao utilizado é o dos minimos quadrados,
a semelhanca da metodologia de HASEMAN & ELSTON (1972), e nao otimiza,
portanto, a utilizagdo de todas as informagdes contidas nos dados.
Metodologias mais poderosas, como o método da maxima verossimilhanga,
tém a vantagem de considerar as informagdes contidas nos dados, com base

na pressuposicao de suas propriedades distribucionais.

Metodologia de GOLDGAR (1990)
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GOLDGAR (1990) desenvolveu um método de IBD multiplos baseado na
maxima verossimilhanga para estimar a variancia genética causada por uma
determinada regido do cromossomo. Embora tal método considere as
vantagens relacionadas as fungdes de distribuicbes dos dados, além de
considerar marcadores flanqueadores para definir um segmento
cromossomico, ele ndo se baseia na teoria de mapeamento por intervalo e,
portanto, tal método pode apenas estimar a varidncia devido ao QTL, mas nao

a sua exata posicao (MARTINEZ, 1999).

Metodologia de Xu & ATCHLEY (1995)

Para incrementar o poder de detecgdo do QTL e fornecer estimativas de
sua posicao, XU & ATCHLEY (1995) desenvolveram o mapeamento por intervalo
para a metodologia de GOLDGAR (1990) em familias de irm&os completos. A
metodologia foi desenvolvida com base em um procedimento geral para o
mapeamento do QTL, assumindo uma unica distribuicdo normal dos valores
genotipicos do QTL e colocando no modelo os efeitos do QTL e o efeito do
sistema poligénico (devido aos demais genes) ambos como variaveis ao acaso.
Assim, é possivel mapear um QTL com sucesso e estimar a sua variancia com

precisao.

2.6. Eficiéncia e Poder Estatistico na Estimacdao no Mapeamento de
QTL

Segundo Liu (1998), a inferéncia estatistica inclui testes de hipoteses e a
estimagao de parametros. Para se avaliar o desempenho e a acuracia de uma
metodologia de estimagao é necessaria a analise da qualidade das estimativas
fornecidas. Assim, o teste de hipoteses € usualmente considerado como uma

inferéncia qualitativa enquanto que a estimacao um processo quantitativo.
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Dentre as possiveis maneiras de se avaliar a qualidade das inferéncias
pode-se usar a construcdo de intervalos de confianca e a determinacdo do
poder do teste estatistico.

O poder do teste € definido como a probabilidade de se rejeitar a
hipétese de nulidade quando a hipotese alternativa é verdadeira. Ele também é
comumente denominado de poder estatistico. O poder é definido como:

Poder =1-3
onde, B: é a probabilidade de um falso negativo (erro tipo Il) ou a probabilidade

de aceitar a hipétese de nulidade como verdadeira quando ela é falsa. Ela é a
propor¢do do teste estatistico que cai na regido de aceitagdo quando a
hipétese de nulidade é falsa e o teste é repetido inumeras vezes. Para
exemplificar, pode-se considerar como verdadeira a hipétese nula de que nao
ha ligacao entre dois marcadores quando na verdade eles estado ligados.

O poder estatistico de um teste é definido em termos da hipétese
alternativa enunciada, das condigdes experimentais e do nivel de significancia
escolhido para o teste (erro tipo | ou probabilidade de falso positivo). Assim, o
poder estatistico, sendo um complemento, pode ser considerado como a
probabilidade de se rejeitar uma hipétese nula, sendo ela falsa. Na pratica, o
poder estatistico empirico de detecgdo de um QTL pode ser definido como o
percentual das repeticdes em que a hipotese nula € rejeitada, dado um nivel de
significancia, quando o teste é repetido inUumeras vezes. Em geral, utiliza-se o
poder estatistico para a determinagdo do tamanho amostral minimo esperado
para certo nivel de confiancga.

Varios exemplos simulados podem ser extraidos da literatura, os quais
utilizam o poder de detecgdo empirico para quantificar o grau de precisao de
uma dada metodologia de estimagdo, em diferentes condigbes, no
mapeamento de QTL (GOLDGAR, 1990; MARTINEZ et al., 1999; SILVA et al.,
2004). Em populagbes exogamicas, o poder de deteccdo € altamente
influenciado pelo numero de familias amostradas, pelo tamanho de familias,
pela propor¢ao da variancia genética explicada pelo QTL e a sua posi¢cao. Além
destes fatores, o numero de alelos do marcador € um fator que contribui para o

poder de detecgdo. Em geral, pode-se obter maior poder de deteccdo com o
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aumento do numero marcadores informativos, do numero de familias e o
numero de progénies por familias (SILVA et al., 2004; VAN DER BEEK et al.,
1995).

Em relagdo a proporgao da variancia genética explicada pelo QTL e a
posicdo do QTL no grupo de ligagédo, o que se espera é que o poder de
deteccdo seja reduzido, quando inumeros QTLs de menor efeito estejam
condicionando o carater (GOLDGAR, 1990; SILVA et al., 2004). Em geral, a
existéncia de dois QTLs no mesmo intervalo leva a conclusédo da existéncia de
um QTL unico no intervalo. Da mesma forma, metodologias que avaliam um
intervalo de cada vez, sem considerar o restante da informagdo do genoma
podem apresentar poder de deteccdo reduzido, especialmente quando houver
outros QTLs de grande efeito no mesmo grupo ou em outros grupos de ligacao
(SCHUSTER & CRuUZz, 2004). Assim, caso haja a presenca de mais de um QTL no
grupo de ligacdo a posicao e os efeitos dos QTLs identificados por
metodologias de intervalo simples podem estar viesados e o poder do teste é
reduzido.

De acordo com SCHUSTER & CRuUz (2004), o ideal para o mapeamento de
QTL é de que os testes realizados em um intervalo sejam independentes dos
efeitos de outros QTLs localizados fora deste intervalo. Uma abordagem que
considera um teste deste tipo faz uso da combinacdo do mapeamento por
intervalo com a analise de regressdo multipla stepwise, denominado

mapeamento por intervalo composto (CIM) (JANSEN, 1992, 1993; ZENG, 1993).

2.7. Intervalos de Confiancga e Nivel de Significancia Genémico

A determinagao de intervalos de confianga (IC) para um QTL pode ser
obtida por meio de métodos de reamostragem como o bootstrap, jacknife,
permuta e métodos de simulagdo Monte Carlo, faciimente utilizados em
conjunto com o mapeamento por intervalo baseado em regressao (Liu, 1998).
Tais procedimentos séo utilizados principalmente devido a estrutura complexa
dos dados gendmicos, que nao permitem uma estimagao paramétrica confiavel

ou devido ao fato da estatistica utilizada ndo seguir a distribuicdo padréo.
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A amplitude do IC depende do tamanho da populacdo e do efeito do
QTL. Em geral espera-se que quanto maior a evidéncia de um QTL estar
presente em uma regido, menor sera o intervalo de confianga (VISSCHER et al.,
1996).

O mapeamento de QTLs € um procedimento de testes multiplos com o
intuito de verificar qual ou quais marcadores estao ligados a QTLs. O problema
neste procedimento refere-se ao nivel de significancia conjunto destes testes,
chamado de nivel de significancia genémico (NONES et al., 2006).

Segundo LANDER & KRUGLYAK (1995), é importante fazer a distingéo
entre o nivel de significancia pontual e o gendmico. O nivel de significancia
genOdmico € obtido utilizando a corregdo de Bonferroni, que consiste em
determinar o valor do nivel de significAncia no cromossomo que proporcionara
o nivel de significancia conjunto desejado. Entretanto, a corregdo de Bonferroni
€ obtida considerando-se a utilizagdo de ¢ testes independentes, o que néao
ocorre no mapeamento de QTLs, pois os marcadores podem estar localizados
em um mesmo cromossomo. Assim, o verdadeiro valor do nivel de significancia
genémico obtido é um pouco menor do que o desejado, aumentando a
ocorréncia de falsos positivos (erro tipo I).

Alternativamente a utilizacdo da corregcéo de Bonferroni, pode-se langar
mao de procedimentos de permuta dos dados, um procedimento empirico que
permite determinar o nivel de significancia genémico. Além desta abordagem, o
nivel de significancia genémico pode ser expresso na forma do valor LOD, que
indica na escala logaritmica a razdo entre a probabilidade dos dados
observados terem surgido assumindo a presenga de um QTL sobre a
probabilidade de sua auséncia (CHURCHILL & DOERGE, 1994).

2.8. Mapas Genéticos e Mapeamento de QTL - Limitagoes
De acordo com Liu (1998), a precisao com que os QTLs podem ser

detectados depende de uma série de questbes, as quais devem ser

respondidas adequadamente para delinear experimentos de mapeamento de
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QTLs com eficiéncia. Sob essa abordagem, os seguintes fatores que afetam o
poder de mapeamento de QTLs podem ser enumerados:

(a) numero de genes controlando o carater e sua posigao no genoma;

(b) distribuicdo dos efeitos genéticos e a existéncia de interagao génica;

(c) herdabilidade do carater;

(d) numero e tipo de marcadores genéticos segregando na populagao de
mapeamento;

(e) tipo e tamanho da populagado de mapeamento;

(f) densidade do mapa de ligagao e cobertura;

(g) metodologia estatistica empregada e nivel de significancia utilizado.

Os efeitos do numero de marcadores e seu tipo, 0 numero e tamanho da
amostra tém sido relatados vastamente na literatura (DOERGE et al. 1997; Liu,
1998; LYNCH & WALSH, 1998; PATTERSON, 1998; DOERGE, 2002).
Essencialmente, a detecgao de QTL depende do tipo de marcador empregado,
sua distribuicdo ao longo dos cromossomos (incluindo a fase de ligagéo:
acoplamento ou repulsdo), o delineamento experimental utilizado e a
magnitude do QTL.

Em geral, em estudos de mapeamento de QTL que empregam
delineamentos tradicionais como aqueles derivados de linhagens endogamicas
e que utilizam grandes tamanhos amostrais deverdo apresentar maior
facilidade na detecgao de QTL. Como regra, pode-se dizer que experimentos
que empregam um tamanho amostral menor do que 300 individuos poderao
fornecer estimativas viesadas da verdadeira distribuicao dos efeitos do QTL
(ERICKSON et al. 2004). Segundo DOERGE et al. (1997), sob condi¢des ideais,
um QTL perfeitamente aditivo, ndo exibindo nenhuma dominancia, pode ser
detectado usando 206 individuos em uma populagéo F; utilizando marcadores
codominantes. Entretanto, devido as interagbes ambientais, a baixa
herdabilidade e acuracia incompleta na estimativa do genétipo e do fenétipo, é
sugerido uma amostra razoavel de 300 individuos.

Considerando a necessidade de uma correta estimativa da magnitude de
um QTL, um problema estatistico associado com o emprego de pequenas

amostras € a superestimacao do efeito do QTL. Quando amostras de tamanho
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menor do que 300 individuos sao utilizadas, estimativas do efeito do QTL serao
exageradas e o poder de identificar QTLs de pequeno efeito decresce
drasticamente, levando a uma redugao do poder global de detec¢cado de QTLs.
Assim, um experimento com baixo poder de deteccao nao apenas falha em
identificar o verdadeiro QTL, como também pode falsamente sugerir um QTL
ou aumentar exageradamente a magnitude do efeito de um QTL verdadeiro
(Xu, 2003).

Os tipos de marcadores genéticos utilizados também tém efeitos
importantes na resolucdo do mapeamento de QTL. Os marcadores genéticos
podem ser classificados em dominantes e codominantes. Marcadores
dominantes, tais como RAPD e AFLP, irdo produzir apenas duas classes
genotipicas em uma populacdo F,, ndo sendo possivel distinguir entre as
classes de homozigotos dominantes e heterozigotos. Dado o numero menor de
classes genotipicas detectadas, um menor numero de eventos de
recombinacgao sera observado dentro de um intervalo, resultando em um menor
conteudo de informagdo quando marcadores dominantes sao utilizados (LIu,
1998). Marcadores codominantes como microssatélites e SNP oferecem maior
poder de inferéncia para as freqliéncias de recombinacdo entre marcadores
adjacentes e, portanto, tém maior conteudo de informagéo permitindo o alcance
de maior resolucéo na deteccéo de QTL.

A distribuigdo dos marcadores genéticos ao longo dos grupos de ligagéo
€ de fundamental importancia e ira afetar tanto o poder de detecgdo de um
QTL, tanto quanto a sua localizagdo. Quanto maior o numero de marcadores
disponiveis e, consequentemente, menores os intervalos entre marcadores
adjacentes, mais precisas serao as estimativas dos efeitos do QTL e sua
posicdo. Entretanto, um balango entre o tamanho dos intervalos entre
marcadores ao longo de um cromossomo e o tamanho das amostras precisa
ser estabelecido. Estimativas a priori sugerem que para cerca de 300
individuos, intervalos de 10-15 cM entre marcadores sao apropriados para a
maioria dos experimentos.

Dessa forma, o que se tem sugerido & trabalhar com mapas iniciais

aproximados e menos saturados. Assim, em uma abordagem inicial, deve-se
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procurar maximizar o tamanho amostral as expensas de uma maior densidade
de marcadores, levando a identificacdo de intervalos maiores (20 cM) contendo
um eventual QTL. Em uma segunda etapa, mais marcadores podem ser
incluidos nas regides de interesse para refinar o efeito de posigao do QTL. Tal
procedimento pode reduzir o tempo e os custos relacionados ao mapeamento
por evitar a genotipagem de regides cromossémicas nas quais nenhum QTL

esta localizado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Simulagao de Genomas

Todas as populagdes (familias de meio-irmaos) foram geradas com base
na espécie dipléide hipotética. Foi utilizado o médulo de simulacao do aplicativo
computacional GQMOL (CRUZ, 2004), que permite gerar informagdes sobre
genomas, gendtipos de genitores, individuos de diferentes tipos de populagdes

e dados de caracteristicas quantitativas.

3.1.1. Genoma de Referéncia

Uma espécie diploide (2n= 2x= 6) hipotética, cujo comprimento total do
genoma é estimado em 200 cM, foi tomada como base de simulagédo. Neste
trabalho foram adotados os seguintes fatores de influéncia, denominados
cenarios de simulagcdo, a serem mensurados no Mapeamento em Familias de
Meios-Irm&os:

(i) Nivel de Saturagao de Marcas nos Grupos de Ligacgéao;

(i) Nivel de Informacao Alélica na Populagéo de Referéncia;

(i)  Tamanho Amostral da Populagdo de Mapeamento (N).

A seguir serdo descritos pormenorizadamente cada um dos itens citados

acima.

3.1.1.1. Simulagdao do Nivel de Saturagdo de Marcas nos Grupos de

Ligagao

Como a espécie diploide apresenta 6 cromossomos, foram simulados
trés grupos de ligagdo com diferentes graus de saturagao (Figura 4), conforme
detalhado abaixo. As marcas foram assumidas como co-dominantes e
multialélicas.

a) Grupo de Ligagao 1 — Alta Saturagéo:
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Constituido por 11 marcadores espacados de forma equidistante a 5 cM,

totalizando em comprimento de 50 cM.

b) Grupo de Ligagédo 2 — Média Saturagéo:

Constituido por 11 marcadores espacados de forma equidistante a 10

cM, totalizando em comprimento de 100 cM.

c) Grupo de Ligacéo 3 — Baixa Saturagao:

Constituido por 11 marcadores espagados de forma equidistante a 15

cM, totalizando em comprimento de 150 cM.
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Figura 4. Genoma de referéncia com trés grupos de ligagdo sob diferentes
niveis de saturagdo. Cada grupo de ligagdo apresenta 11 marcas

codominantes e equidistantes em 5, 10 e 15 cM.

3.1.1.2. Simulagdo do Nivel de Informacao Alélica na Populagao de

Referéncia

Na obtencédo de familias de meio-irmaos, em geral, apenas o genétipo

do genitor comum é conhecido. A progénie gerada € dada como resultado do

acasalamento ao acaso do genitor comum com a populagdo segregante. O

gendtipo do genitor comum, que sera denominado doravante de Py podera ser

homozigoto (AiAi)) ou heterozigoto (AiA;), sendo este ultimo de interesse no
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mapeamento por permitir o estudo da ligacéo fatorial entre os marcadores. O
genitor comum heterozigoto produz metade de gametas A; e metade de A
enquanto que a populagao segregante é capaz de contribuir com qualquer tipo
de alelo Ax (k = 1, 2, ... , s; sendo s o numero de alelos por loco) com
probabilidade px. Neste trabalho, o nivel de informagao alélica sera definido
pelo nimero de alelos e sua freqiéncias, simulados para as populacdes
segregantes, que dardo origem as Familias de Meios-Irmé&os.

As populagdes segregantes, aqui denominadas de Populagbes de
Referéncia, foram simuladas com s = 2, 3, 4, 5 e 6. O indice s sera utilizado
para denotar o nivel de informacgao alélica. Para cada valor de s, os valores de
frequéncia px foram simulados equitativamente. Assim, para o valor de s = 2 os
valores das freqléncias sdo p1 = p2 = 0,50. Para s = 3 os valores das
frequiéncias sao p1 = p2 = p3 = 0,33, e assim sucessivamente.

Os valores de s para cada populagédo foram relacionados com valor de
PIC (BOTSTEIN et al. 1980). O valor de PIC é dado por:

n n=1 n _12 1
PIC=1-Yp? -3 % 2p§p§sL3(”+)
i=1 i=1j=1+1 n

onde: p; € a freqiéncia do i-ésimo alelo de um total de » alelos amostrados no

loco marcador. O termo a direita da desigualdade ocorre para a aplicagdo do

presente trabalho, quando todos os alelos tém a mesma frequéncia alélica
(p; =1/nonde n = s), sendo este o valor maximo para um dado valor de i. Na

Tabela 2 estdo demonstrados os valores dos niveis de informagéao alélica (s)
utilizados, os valores das frequéncias alélicas ps e os valores de PIC

associados.
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Tabela 2. Numero de alelos (s), freqiéncia alélica (ps) e valor de PIC associado
para as diferentes populacbes segregantes de meios-irmaos

simuladas
Numero de Alelos na
Populagao de Frequéncia Alélica (ps) PIC
Mapeamento
s=2 0,50 0,3750
s=3 0,33 0,5926
s=4 0,25 0,7031
s=5 0,20 0,7679
s=6 0,17 0,8103

3.1.1.3. Simulagdao do Tamanho Amostral da Populagao de Mapeamento

(N)

Para os diferentes niveis de informagao alélica (s = 2, 3, 4, 5 e 6) e os
diferentes niveis de saturacdo foram geradas FMI com tamanho amostral
variando de N = 50, 100, 200, 300, 500 e 1000 individuos. Para cada
combinacdo de N x s foram simuladas 100 repeticdes, totalizando 3000
populagcdes de mapeamento a serem analisadas (6 (N) x 5 (s) x 100

repeticoes).

3.2. Procedimento de Simulagao do Genitor P4 e dos Individuos das

Progénies de Meios-Irmaos

Os genitores P4 e os individuos da populagao foram gerados assumindo-
se o equilibrio de Hardy-Weinberg para locos individuais. Para o genitor P4
foram assumidos para a analise somente genoétipos heterozigotos do tipo A1Az,
uma vez que esta é a condigao necessaria e suficiente para que seja possivel a
analise de ligagado com dados de FMI.

Para cada individuo das progénies de FMI foram produzidos os dados
genotipicos referentes aos marcadores de acordo com a informagdo do

genoma de referéncia segundo os diferentes cenarios ja descritos (nivel de
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saturacao, informatividade alélica (s) e tamanho populacional (N)). A estratégia
basica de simulacdo foi baseada em permutas nos intervalos entre marcas
adjacentes em cada cromossomo, de acordo com as distancias dos
marcadores. O processo de simulacdo pode ser sumarizado através dos
seguintes passos:

i) A partir do genoma simulado foram construidos os cromossomos do
genitor P4 conforme especificado acima.

ii) Os gametas do genitor P4 foram gerados com base no gendtipo de P4
obtido do Genoma de Referéncia para a formagdo dos individuos nas
progénies FMI. A simulagdo dos gametas foi obtida através do pareamento dos
cromossomos homologos do genoma de referéncia, seguido por permutas ao
longo dos cromossomos nas regides delimitadas por dois marcadores
adjacentes. A probabilidade de ocorréncia de recombinagdo numa regiao entre
marcadores adjacentes sera dada de acordo com a distadncia destes
marcadores no genoma simulado. Por exemplo, se a distancia entre os dois
primeiros marcadores em um cromossomo for de 10 cM no genoma simulado a
probabilidade de recombinagao nesta regido sera de 10%. Apos este primeiro
passo, o processo de simulagao seguira para a proxima regido, delimitada pelo
segundo e terceiro marcadores, prosseguindo sucessivamente até que todas
as regides entre marcadores adjacentes no cromossomo sejam contempladas.
Para a formacdo de cada individuo da populacdo foram simulados 5000
gametas parentais, na forma como apresentado acima, sendo sorteado apenas
um unico gameta para compor o genoétipo do individuo.

iii) Os gametas oriundos da Populagéo Referéncia foram construidos por
amostras aleatodrias de alelos para cada loco, segundo os diferentes niveis de
informatividade alélica.

iv) O gendtipo dos individuos nas progénies de FMI foi obtido por meio
da juncdo dos gametas do genitor P1 com os gametas gerados a partir da

Populagao de Referéncia.
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3.3. Anadlise Genémica — Mapeamento

Obtidos os dados simulados, o0 mapeamento genético em Familias de

Meios-Irmaos foi efetuado como descrito a seguir.

3.3.1. Andlise de Segregacao de Locos Individuais

Foi aplicado o teste Qui-quadrado (;(2) para verificar a razao de

segregacao de cada marca em todas as populagbes geradas.
A estatistica Qui-quadrado é dada por:

. :i{(oz)si —Espi)z}

i=1 Esp,
onde: y’é valor de qui-quadrado calculado; Obs,e Esp,, sdo os valores

observado e esperado, para a i-ésima classe fenotipica.
A hipotese (Ho) de segregacao especifica para cada loco foi testada a

5% de probabilidade (erro tipo I).

3.3.2. Andlise de Pares de Marcas — Estimacao da Fase de Ligacao e

Percentagem de Recombinagao

Efetuada a analise de locos individuais, as frequéncias de recombinagao
entre pares de marcas foram determinadas. O Método da Maxima
Verossimilnanca foi utilizado para este fim. Os detalhes da aplicagao do
Método da Maxima Verossimilhanga em Familias de Meios-Irmdos seréo

descritos no item Resultados e Discusséo.
3.3.3. Determinagédo dos Grupos de Ligagao e Ordenamento das Marcas

Para a formagao dos grupos de ligagcdo foram utilizados os critérios de
agrupamento baseado na frequéncia maxima de recombinagdo (rmax = 30%) e
LOD escore minimo (LODpmi, = 3). Apds a formagédo dos grupos de ligagao, a

melhor ordem das »n marcas nos grupos foi determinada pelo SARF (Sum of
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Adjacent Recombination Fractions), em que a melhor ordem é aquela que
apresenta a menor soma das recombinagdes adjacentes. Neste método,
considera-se a ordem original estabelecida pelo processo de agrupamento e
aplica-se o algoritmo RCD (Rapid Chain Delineation), que consiste em realizar
permutas entre dois marcadores vizinhos ou distantes envolvendo trés ou
quatro marcadores. A ordem é alterada se, apdés a permuta, a soma das
distancias adjacentes for reduzida. Apds todas as permutas conclui-se que a
melhor ordem é aquela que apresentar menor soma de distancias adjacentes
(SCHUSTER & CRUZ, 2004).

3.4. Comparacgao dos Genomas

Foi utilizado o médulo ‘Comparacdo de Genomas’, do aplicativo
computacional GQMOL (CRuz, 2004), para se realizar as comparagdes entre o
Genoma de Referéncia e o mapa genético obtido a partiras das progénies de
Meios-Irmaos simuladas nos diferentes cenarios ja descritos. Em cada situagao
foram estudados nas progénies de FMI simuladas, o numero de grupos de
ligacao recuperados, os tamanhos dos grupos de ligacéo, as distancias médias
entre marcadores adjacentes nos grupos de ligagdo, as variancias das
distancias entre marcas adjacentes nos grupos de ligagdo, o estresse, e a
correlagdo de Spearman. Estes critérios, descritos por FERREIRA et al. (2006)
foram levados em conta para se determinar a acuracia do mapeamento

genético em FMI. A seguir, cada critério sera descrito individualmente.

3.4.1. Numero de Grupos de Ligacao Recuperados

Em cada repeticdo de simulagao, foi considerado como grupo de ligagao
recuperado, particular para cada nivel de saturagédo simulado, aquele que exibir
as mesmas marcas e 0 mesmo numero de marcas expostas no Genoma de
Referéncia. O numero maximo de grupos corretamente recuperados sera igual

a 100, que correspondem a 100 repetigbes para cada cenario simulado. Um
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grupo de ligagdo com menor numero de marcas sera considerado né&o

recuperado.
3.4.2. Tamanho do Grupo de Ligagao

Dado pelo somatério das distancias entre marcas adjacentes no grupo

de ligac&o analisado, como segue:

k=1
em que: L é o tamanho do grupo de ligagdo;d, é a distancia entre as marcas
adjacentes m, e m,,, no grupo de ligacdo analisado (k =1,...,m—1). Sendo

que, m € o numero de marcadores no grupo de ligagdo analisado.

3.4.3. Distéancia Média de Dois Marcadores Adjacentes no Grupo de

Ligagao

E a razdo do tamanho do grupo de ligacdo pelo numero de intervalos
entre marcas adjacentes no grupo de ligagdo, como segue:
L

gL
m—1

3.4.4. Variancias das Distancias entre Marcas Adjacentes

Esta medida faz-se util uma vez que o genoma simulado possui marcas
equidistantes, apresentando variancia nula. Portanto, sera avaliada a variancia
do genoma analisado, partindo-se do pressuposto que o ideal é ter variancia

nula. A estimativa é dada por:

m—1

> (d,~df

A2 k=1
O' -_—

o I-1

’

em que: &° € a variancia das distancias entre marcas adjacentes; d, é a

distédncia entre as marcas adjacentes m, e m,,, no grupo de ligagdo do
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genoma analisado (k=1,...,m—1); d é a distancia média entre marcadores
adjacentes no grupo de ligagdo do genoma analisado; I é o numero de
intervalos entre marcas adjacentes, dado por m—1, onde m € o numero de

marcadores no grupo de ligacao.

3.4.5. Estresse

O coeficiente de estresse (S) é utilizado como medida de adequagao das
distancias estimadas em relacdo as verdadeiras distancias determinadas no
Genoma Referéncia. Conforme FERREIRA et al. (2006), o coeficiente de

estresse € dado por:

em que: d,, € a distancia entre marcas adjacentes m, e m,,, no Genoma
Referéncia; e, d, é a distancia entre marcas adjacentes m, e m,,, no genoma

analisado (k=1,...,m—1).

3.4.6. Correlagao de Spearman

A Correlagdo de Spearman sera empregada para avaliar o grau de
concordancia do ordenamento das marcas nos genomas analisados e nos
genomas simulados. E também conhecida como correlacdo de rank e sua
aplicagdo é importante quando ndo é possivel mensurar variagdo continua de
duas variaveis nos membros de uma populacdo. Entretanto, é possivel
mensurar as variaveis por meio de notas (rank), onde cada nota pode ser
colocada em ordem para os membros de uma populacdo. Esta correlagao
expressa o grau de concordancia nas notas das duas variaveis, desta forma a
sua utilizagdo na analise de genomas foi proposta FERREIRA et al. (2006),

conforme descrito a seguir:
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6i&k
Fo=1— k=1

m(m® 1)

em que: r, € o valor estimado da correlagdo de Spearman para um grupo de
ligagdo do genoma analisado(-1<r,<1); A, é a diferenca da nota do
marcador m, (k=1,...,m) na k—ésima posi¢do do grupo de ligacdo do genoma
simulado e a nota do marcador m, na k —ésima posi¢ado do grupo de ligagéo do

genoma analisado; m é o numero de marcadores no grupo de ligagdo do
genoma simulado.

A nota do marcador m,, tanto no grupo de ligagdo do genoma simulado

quanto no grupo de ligagao do analisado, é o valor do indice k& do referido

marcador.
3.4.7. Testes de comparagao multipla de médias

As médias das variaveis (i) tamanho de grupo de ligacao, (ii) distancia
média de marcas adjacentes, (iii) variancia e (iv) estresse obtidas para os
diferentes tamanhos de populacdo, dentro de cada nivel de saturacdo e de
informatividade alélica, foram comparadas pelo teste de comparagcdo multipla
de médias de Tukey, a 5% de probabilidade (erro tipo |), com o auxilio do

aplicativo computacional GENES (CRrRuz, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Aplicagdo do Mapeamento Genético em Familias de Meios-

Irmaos

Neste tépico sera abordada a analise de locos individuais e o calculo da
freqiéncia de recombinacado para pares de marcas na construgdo de mapas
genéticos com base em progénies de Meios-Irmdos. Para tanto, como
ilustracdo, sera utilizada uma unica repeticido das populagdes de tamanho N =
50, 200 e 1000, para todos os niveis de informatividade s = 2, 3, 4, 5 e 6. Para
a analise de locos individuais, a énfase serd dada em aspectos da segregacao
de marcas em cruzamentos exogamicos e os efeitos da informatividade em
locos individuais comparando-se FIC e FMI. Na analise de pares de marcas
para o calculo das frequéncias de recombinacao, sera demonstrada a funcao
de verossimilhanca utilizada no calculo das distAncias em FMI e a influéncia da
informatividade nos valores de LOD escore calculados com respeito a todos os

cenarios de simulagao.

4.1.1. Informatividade e Analise de Loco Unico

A analise de locos individuais, também denominada na literatura de
single-locus model, é utilizada para o controle de qualidade dos dados no
mapeamento genético e para identificar o modelo de segregagdo mendeliana
para um unico loco. Um loco simples pode ser caracterizado pelo numero de
alelos presentes, suas freqiéncias na populagdo, seu modo de heranga e seu
estado de equilibrio segundo o modelo de Hardy-Weinberg (LIU, 1998). Em
populagdes endogamicas, as frequéncias alélicas e o estado de equilibrio sao
unicos e definidos pelo delineamento experimental utilizado. Para dados de
cruzamentos exogamicos esta etapa da andlise assume uma importante
funcéao, principalmente tendo em vista que o numero e a frequéncia dos alelos

pode ser variavel para cada loco em analise.
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Como ja mencionado, em FIC a segregagdo de marcas unicas na
progénie pode ser variavel, assumindo as configuragdes de (1:1:1:1), (1:2:1) ou
(1:1), definidos pela informatividade do loco marcador. Em cruzamentos
completamente informativos, quando todos os alelos sao distintos em ambos
os genitores, a razao de segregacao esperada é de (1:1:1:1). Em cruzamentos
informativos, que assume uma configuragdo de retrocruzamentos, a razao de
segregacao esperada € de (1:1). Em cruzamentos parcialmente informativos,
que assume a configuracdo de intercruzamentos, a razdo de segregacgao
esperada é de (1:2:1). Em FMI apenas o genitor comum heterozigoto do tipo
A/A é informativo e na progénie apenas os gendtipos Ai- e Aj- sdo informativos,
estabelecendo uma razdo de segregacdo de 1:1. Gendtipos do tipo AA; na
progénie sdo nao informativos.

Na Tabela 3 é apresentado o teste de y? para segregagdo das marcas
C11 e C12, tomadas como ilustragéo, localizadas no grupo de ligagdo 1 de alta
saturagao, para trés diferentes tamanhos populacionais (N = 50, 200 e 1000) e
segundo os diferentes niveis de informatividade (s = 1, 2, 3, 4, 5 e 6). Pelo
exposto, nenhuma das marcas apresentou segregacao distorcida. Este fato é

esperado uma vez que se tratam de dados simulados.

Tabela 3. Teste do XZ para segregacao das marcas C11 e C12 para N = 50,
200 e 1000 segundo os diferentes niveis de informatividade alélica (s

=2,3,4,5¢e06)
N Marcador Ai- Aj- AA,  Hipétese ¥ Prob(%)
s=2
C11 11 12 27 1:1 0,043 83,4827 ™
C12 11 19 20 1:1 2,133 14,4127 ™
s=3
C11 18 17 15 1:1 0,029 86,5772 "
C12 20 20 10 1:1 0 100,0 ™
s=4
50 C11 21 18 11 1:1 0,231 63,0954 "
C12 20 19 11 1:1 0,026 87,278 ™
s=5
C11 18 20 12 1:1 0,105 74,5603 "
C12 17 23 10 1:1 0,9 34,2782 "™
s=6
C11 20 21 9 1:1 0,024 87,5896 "
C12 20 25 5 1:1 0,556 45,6056 "
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Tabela 3. Continuacdo.: Teste do y? para segregacgdo das marcas C11 e C12
para N = 50, 200 e 1000 segundo os diferentes niveis de
informatividade alélica (s = 2, 3, 4, 5 e 6)

N Marcador Ai- Aj- AA Hipotese xz Prob(%)
s=2

C11 49 45 106 11 0,17 67,9923 ™

C12 53 48 99 11 0,248 61,8823 "
s=3

C11 83 62 55 11 3,041 8,1167 "™

C12 64 63 73 11 0,008 92,9292 "
s=4

200 C11 79 75 46 1:1 0,104 74,7203 ™

C12 70 76 54 11 0,247 61,9497 ™
s=5

C11 71 86 43 1:1 1,433 23,1256 ™

C12 76 81 43 11 0,159 68,9861 "
s=6

C11 86 82 32 11 0,095 75,7621 "™

C12 83 86 31 11 0,053 81,7494 ™
s=2

C11 248 241 511 1:1 0,1 75,1584 ™

C12 234 251 515 11 0,596 44,0156 "
s=3

C11 332 345 323 1:1 0,25 61,7335 "™

C12 325 358 317 11 1,594 20,6693 "
s=4

1000 C11 381 332 287 11 3,367 6,6496 ™

C12 386 370 244 11 0,339 56,0624 "
s=5

C11 386 432 182 1:1 2,587 10,7758 "

C12 397 399 204 11 0,005 94,3487 "
s=6

C11 398 430 172 1:1 1,237 26,6105 ™

C12 403 426 171 11 0,638 42,4393 "

Deve ser observado que na medida em que o nivel de informatividade
aumenta, a frequéncia de genotipos n&o informativos do tipo AjA; apresenta
reducéo substancial. Por exemplo, tomando-se a marca C11 paraN=50¢e s =
2, verifica-se que o numero de individuos na progénie com gendtipo n&o
informativo do tipo A/A; € superior ao somatoério dos individuos informativos A;-
e A-. O mesmo ocorre para a marca C11 em s = 2 nos tamanhos N = 200 e

1000. De fato, considerando a segregacao média para as para as 33 marcas
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do genoma para as repeticdes usadas como ilustragdo, em populagdes de N =

50, 200 e 1000, verifica-se que as frequéncias médias de gendtipos

informativos (Ai- + Aj-) para s = 2, 3, 4, 5 e 6 convergem para os seguintes

valores (Tabela 4):
fs2 (Ai- + Aj-) = 0,50
f s3 (Ai- + Aj-) = 0,66
f s4 (Ai- + Aj-) = 0,75
f s5 (Ai- + Aj-) = 0,79
f s6 (Ai- + Aj-) = 0,84
As freqiiéncias de gendtipos néo informativos f s (AiA;) séo dadas por 1 -
f s (Ai- + Aj-).

Tabela 4. Segregacdo média de locos unicos e freqléncias de gendtipos
informativos f (Ai- + Aj-) e nado informativos f (AiAj) para uma
repeticdo simulada de tamanho populacional (N) e informatividade

(s)

N-s Ai- Aj- AiAj Total _ f (AiAj) f (Ai- + Aj-)
50-2 11,7878 13,3030 24,9091 50 0,4982  0,5018
50-3 16,6969 17,7879 15,5152 50 0,3103  0,6897
50-4 19,1515 19,0303 11,8182 50 0,2364  0,7636
50-5 18,6667 20,7879 10,5455 50 0,2109  0,7891
50-6 20,6364 21,6364  7,7273 50 0,1546  0,8455
200-2 50,2727 49,7576 99,9697 200 0,4998  0,5002
200-3 68,4242 64,8485 66,7273 200 0,3336  0,6664
200-4 785152 72,4546 49,0303 200 0,2453  0,7548
200-5 82,6061 77,3030 40,0909 200 0,2005  0,7995
200-6 83,8788 83,6364 32,4849 200 0,1624  0,8376
1000-2 252,6061 248,9697 4984242 1000  0,4984  0,5016
1000-3 337,6970 326,6970 3356061 1000  0,3356  0,6644
1000-4 370,4242 379,8485 2497273 1000  0,2497  0,7503
1000-5 398,4848 399,7576 201,7576 1000  0,2018  0,7982
1000-6 411 4228788 166,1212 1000  0,1661  0,8339

A explicagdo para este fato pode ser dada da seguinte maneira: na

medida em que o valor de s aumenta na Populacdo de Referéncia — com s

variando de 2 a 6 — a frequiéncia de acasalamentos dos tipos AA; x AA;, AA; X

AA;, AA; x AA; é reduzida. Veja que estas classes de cruzamentos sé&o

logicamente associadas a niveis de baixa informatividade assim como em FIC.
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Por outro lado a freqiéncia de cruzamentos do tipo AA; X AkA;, AA; X AAk, AiA;
X AjA¢ e AiA; x AkAx aumenta com o aumento de s, o que reduz a freqiéncia de
genodtipos n&o informativos A/A; na progénie. Da mesma forma, estes
cruzamentos sao associados a idéia de informatividade para locos individuais
em FIC, tal qual proposto por LYNCH & WALSH (1998).

Dessa forma, um modelo geral de informatividade é dado a seguir
(Tabela 5), adaptado de DA & LEWIN (1995), para a freqiéncia esperada de
genadtipos informativos em um loco individual, considerando progénies de FIC e

FMI em cruzamentos exogamicos.

Tabela 5. Frequéncia de genotipos informativos em cruzamentos exogémicos
para um loco Uunico para acasalamentos com um genitor P4
heterozigoto AiA;. Adaptado de DA & LEWIN (1995)

Genétipos Frequéncias Classe de
Genitor (P,) Freqiiéncia Genotipica na Informativos de Genot_lpos Cruzamentos
Proaéni Informativos segundo
_— rogénie Lynch &
Genotipo FIC FMI FIC FMI Walsh (1998)
1TAAA+TAAA,
AA Todos Todos 1 1 Completamente
+1/AAAFTIAAA Informativa
AA
1AAA+1/AAA
AA Todos  AA( 1 3/4  Completamente
+1/AAAF1/4AA Informativa
AA
AA
1AAA+1IAAA
AA Todos  AA( 1 3/4  Completamente
+1/AAAFTAAA, Informativa
AA
AA VAR Todos Tod 1 1
odos Todos i
' 1/2AA, Informativa
1AAA+112AA AA; AA .
AA 1 1/2 Parcialmente
+1 /4AJA] A]AJ A]AJ Informativa
AiAi 1 /2AiAi+ 1 /2A|AJ TOdOS AiAi 1 1 /2 |nformativa
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Considere uma populacdo em que o loco A; apresentai =1, 2, ..., até n
alelos. O i-ésimo alelo A; tera freqiiéncia de p; na populagdo. Admitindo-se o
equilibrio de Hardy-Weinberg, as frequéncias de cruzamentos do genitor A/A;
heterozigoto-informativo com os gendtipos tomados ao acaso na populagao
sdo definidas pelas frequéncias dos diferentes alelos encontrados na
populacao.

Analisando-se a Tabela 5, pode-se facilmente deduzir as frequéncias de
gendtipos informativos na progénie de FIC e FMI segundo as diferentes
configuragcdes de cruzamentos. Para se determinar os genotipos informativos
nas progénies de FIC as mesmas regras descritas pela Tabela 1, segundo
LYNCH & WALSH (1998), séo utilizadas. Em progénies de FIC as freqléncias de
gendtipos informativos € determinada pela exclusdo do gendtipo néao
informativo A/A;. Dessa forma, por exemplo, a frequéncia de genotipos
informativos na progénie do acasalamento A/A; x A/A¢ sera igual a 1, para FIC,
uma vez que a origem dos alelos de cada genitor pode ser definida
precisamente. Em FMI, somente 3/4 da progénie sera informativa, uma vez que
S0 é conhecido o genotipo do genitor comum A/A;. Os alelos nos genotipos AA;
na progénie sao indistinguiveis com relagdo a sua origem e, portanto, sdo nao
informativos.

Outro fato que pode ser verificado € que em progénies de Meios-Irmaos
ocorre uma maior reducdo de gendtipos informativos para determinados
acasalamentos que em FIC. A causa desta redugédo é devida, logicamente, a
impossibilidade de se genotipar ambos os parentais em FMI, além do teste
para locos individuais ser de natureza gameética e ndo genotipica. Em outras
palavras, em progénies de Irmaos Completos é possivel realizar os testes de
segregacao de natureza gamética e genotipica. Nesse caso, para o teste de
segregacgao genotipica toda a progénie é informativa.

Pode-se depreender deste modelo geral, que o nivel de informatividade,
ou mais especificamente, o nivel de polimorfismo amostrado na populagéao tera
importante papel na definicdo das frequéncias de gendtipos informativos nas
progénies de cruzamentos exogamicos, tanto para FIC, quanto para FMI.

Como demonstrado para os dados simulados sumarizados na Tabela 4, as

45



frequéncias de gendtipos informativos observados convergem para as
frequéncias esperadas com base na Tabela 5. Da mesma forma pode-se
concluir que a medida que o nivel de informatividade ou o PIC da populacao

aumenta as frequéncias de gendtipos informativos tendem a aumentar.

4.1.2. Informatividade e Analise de Pares de Locos

A analise de pares de locos, ou two-locus model, inclui a detecgido de
ligacdo e a estimagcdo da frequéncia de recombinagdo. Os resultados da
andlise de pares de locos sdo a base para os passos subseqlentes na
construcdo de mapas de ligagdo gendmicos, como o agrupamento das marcas
em grupos de ligacao e o seu ordenamento (Liu, 1998). Ademais, a teoria para
a analise de ligacado entre marcas é também fundamental para a analise e
deteccao de QTLs.

Mapas genéticos envolvendo informagdes de individuos meios-irméos,
provenientes de um genitor comum cuja informagdo genotipica é conhecida,
sdo facilmente estabelecidos considerando apenas a segregacao gamética
deste genitor. Admitindo que os gendtipos do genitor comum (P4), para todos
os marcadores em estudo, sdo heterozigotos, pode-se avaliar o numero de

ocorréncia de individuos na progénie considerando o seguinte esquema de

cruzamento:
P1 Gametas
A A, Ay —
X :
B, B, B, —

As frequéncias de gametas parentais e recombinantes s&o definidas na
progénie somente com base na segregagao dos alelos oriundos do genitor P4
(Tabela 6). As progénies AiA, e/ou BBz, como ja demonstrado para locos

unicos sao nao informativas.
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Tabela 6. Frequéncia de gametas recombinantes (R) e parentais (P) em
progénies de Familias de Meios-Irmaos

Gameta do Genitor P1 Progénie* Numero de individuos Frequéncia

A:B1 Aq-B:- N1 (1-1)/2 (P)
A¢B, Aq-Bo- N2 r/2 (R)
AzB1 Ag-Bi- Na1 r/2 (R)
AzB; Ap-Bo- N2 (1-r)/2 (P)

(*) Exclui-se as informagbes da progénie AiA; e/ou BB, que ndo sao
informativas quanto a origem dos alelos parentais.

Um fator complicador na analise de ligagdo em cruzamentos envolvendo
genitores exogamicos € com relagcdo a determinagédo da fase de ligagao, que
em geral nao é conhecida a priori. Ressalta-se que o conhecimento da fase de
ligacdo é requerido para a detecgao de eventos de recombinagdo. A fase de
ligacao define a configuragao dos alelos de um par de locos heterozigotos em
cromossomos homodlogos de um parental. Em populagbes segregantes
derivadas de linhagens endogémicas, a fase de ligacdo pode ser detectada,
antes de se realizar o0 mapeamento, a partir das informagdes dos genitores.
Entretanto, no caso da analise de Familia de Meios-Irmaos ela podera ser
facilmente estabelecida a partir da analise da progénie, computando o numero
de ocorréncia de cada classe gamética do genitor comum. Assim, entre as

duas fases possiveis, admite-se que:

A4B4/l AoBose nqq + Nos > Nqo + Noy

A4Bo/l AsBose nqo + Noq > Nqq + Ny

Teve-se ter em mente que ao serem avaliados N individuos na progénie,

tem-se que:

N =nq1+n2+ni2+n2+ng
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em que ngp € 0 numero de individuos da progénie com gendtipo idéntico ao do
genitor comum. Portanto, o numero efetivo utilizado para a estimativa da
frequiéncia de recombinacado entre pares de locos sera inferior ou numero de
individuos genotipados na populagéo.

No presente trabalho foi aplicado o método da Maxima Verossimilhanca
(MV) para o calculo das frequéncias de recombinagdo (SCHUSTER & CRuUZ,
2004; Liu, 1998). A fungdo de verossimilhanga utilizada para o célculo MV
baseia-se na fungao densidade de probabilidade (fdp) da distribuicdo de uma
variavel aleatéria x. Para o calculo das frequéncias de recombinacgdo, esta
funcdo é construida com base na distribuicdo multinomial (SCHUSTER & CRUZ,
2004; Liu, 1998). Funcao de Verossimilhanga para a distribuigdo multinomial

assume a seguinte configuracao:

Ny

L(piin) = Api" py"2 ..p,,

onde: n; € 0 numero de observacdes na i-ésima classe; p;: a probabilidade de

ocorréncia da i-ésima classe; e, 1 = ,emque N = Z”i .

n'nyl.n,! p

Portanto, considerando as informacoes dispostas na Tabela 5 em que é

considerado o genitor P4 em fase de aproximagéao, temos que:
1 M m2ry YM2r M2l
sy Sa- " [ra-n LT
A fungao suporte é dada por:
U(rin;))=InA+ Nln(%) +(ny1 +npp)In(1=r)+(nyp +nyy)In(r)

Pela funcdo suporte é obtida a funcdo escore dada pela derivada em

funcéo der:
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ol(rin;) _ (m+ny)) 1)+ (mp +ny)) _(mp+ny)—Nr
or 1-r r r(l—r)

A funcao escore € maximizada pela igualdade:

(mp +n1) = Nr _
r(1-r)

Obtendo-se:

oo (ma +m)
N

Este estimador também expressa o conceito de distadncia entre locos
génicos dado pela frequéncia de gametas recombinantes.

A variancia da estimativa da porcentagem de recombinacdo € obtida
pela derivada segunda da fungcédo suporte ou a derivada primeira da fungao

escore, de maneira que:

_(mp +mpp) = Nr
r(l—r)

1)

Denotando o denominador e numerador, respectivamente, por duas

novas fungoes, tem-se:

H(r)=r(1-r)
G(r)=(n3 +n4)—Nr
Logo:

G'(r)=-N

De forma que o indice de informatividade sera:
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N
r(l—7r)

1) ==f"(r) =

O conteudo médio de informagao, que é caracteristico da populagéo de

mapeamento, sera expresso, para progénies de Meios-Irmaos, por:

1
r(l—r)

c(r)=
Logo, a variancia sera dada por:

1
V(r) = )

Na Tabela 7 pode ser observada a segregacao conjunta das marcas
C11 e C12 para N = 50, 200 e 1000 para os diferentes niveis de
informatividade estudados. Os valores das frequéncias de recombinagéo e o
LOD escore sao apresentados. O objetivo é evidenciar a redugao do tamanho
da populagdo de mapeamento em FMI. A redugdo do tamanho N é ocasionada
pela perda de informacédo dada pela presenga de gendtipos ndo informativos
A+1A; ou B4B; na progénie. O tamanho real, ou aqui denominado tamanho
efetivo (ne), refere-se a soma de gendtipos informativos na progénie que séo
efetivamente utilizados no célculo de r. Caracteristicamente, o tamanho efetivo
tende a aumentar na medida em que o nivel de informatividade aumenta na
populagdo, uma vez que a frequéncia de gendétipos néo informativos reduz com

0 aumento de s.
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Tabela 7. Segregacéao conjunta das marcas C11 e C12 para N = 50, 200, 1000
segundo os diferentes niveis de informatividade alélica (s = 2, 3, 4,
5 e 6) e tamanho efetivo da populacdo de mapeamento em
progénies de FMI. Valor esperado de (r = 0,05)

N-s M1 M2 A1-B1- A1-B2- A2-B1- A2-B2- n¢ (%) LOD escore

50-2 C11 C12 9 0 0 5 14 0 0
50-3 C11 C12 11 2 1 14 28 10,71 4,29
50-4 C11 C12 14 1 1 16 32 6,25 6,38
50-5 C11 C12 17 0 2 14 33 6,06 6,57
50-6 C11 C12 19 1 2 15 37 8,11 6,16
LOD Maximo* 23,75 1,25 1,25 23,75 50 5 10,74
200-2 C11 C12 22 0 1 30 53 1,89 13,80
200-3 C11 C12 39 1 3 49 92 4,35 20,55
200-4 C11 C12 51 5 4 51 111 8,11 19,85
200-5 C11 C12 65 1 5 52 123 4,88 26,62
200-6 C11 C12 67 2 3 70 142 3,52 33,35
LOD Maximo* 95 5 5 95 200 5 42,96
1000-2 C11 C12 119 5 3 115 242 3,31 57,59
1000-3 C11 C12 225 6 11 219 461 3,69 107,16
1000-4 C11 C12 257 5 14 271 547 3,47 128,83
1000-5 C11 C12 304 30 16 300 650 7,08 123,51
1000-6 C11 C12 336 20 18 310 684 5,56 142,17
LOD Maximo* 475 25 25 475 1000 5 214,82
L(r;n;)

r = frequéncia de recombinacdo; LOD =logjg——————; Nef = Tamanho
L(r=0,5;n;)
efetivo; *LOD Maximo calculado com base nas frequiéncias esperadas para r =

5% quando nes = N.

A reducao da informatividade pode também ser evidenciada por meio do
LOD Maximo, calculado quando N = ng e assumindo-se que as freqliéncias
esperadas para r = 5 sdo iguais as frequéncias observadas. Na medida em que
o nivel de informatividade aumenta, o tamanho efetivo tende a se aproximar de
N e o LOD escore calculado aproxima-se do LOD Maximo. Deve-se levar em
conta, que o LOD escore é calculado em funcdo do tamanho do tamanho da
amostra (N) e da frequéncia de recombinacgao (r) (Liu, 1998; SCHUSTER & CRUZ,
2004). Portanto, somente fazem sentido as comparagbes de LOD escores
quando fixados estes valores (SILVA et al., 2007).

De acordo com a Figura 5 verifica-se que os valores médios de LOD

escore em cada tamanho de populagdo aumentam na medida em que o nivel
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de informatividade aumenta. Exceto para a saturacdo de 10 cM, quando LOD
escore para o nivel de informatividade s = 3 € menor que para s = 2, 0 aumento
do LOD escore reflete perfeitamente o aumento da freqiéncia de gendtipos

informativos na progénie e o aumento do tamanho efetivo de mapeamento.
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Figura 5. LOD escore médio em fungéo do nivel de informagao alélica (s) para
os diferentes tamanhos de FMI (N). (A) Alta Saturacédo — 5 cM; (B)
Média Saturagéo — 10 cM; (C) Baixa Saturagao — 15 cM
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Figura 5. Continuagdo: LOD escore médio em func¢ao do nivel de informacgao
alélica (s) para os diferentes tamanhos de FMI (N). (A) Alta Saturagao
— 5 cM; (B) Média Saturagcédo — 10 cM; (C) Baixa Saturagao — 15 cM

4.2. Efeitos do Tamanho da Populagao, Niveis de Informatividade e

Saturagcao de Marcas no Mapeamento Genético em FMI

A metodologia de andlise de ligacdo e mapeamento genético em FMI
tem sido pouco explorada na literatura. Determinar a acuracia de mapas
genéticos € de fundamental importéncia tanto para o mapeamento de QTLs,
quanto para a obtengcdo de mapas fidedignos representativos de genomas das
mais variadas espécies (SILVA et al. 2007; FERREIRA et al. 2006; ROCHA et al.,
2004). A acuracia de mapas genéticos ira depender de varios fatores tais
como: o delineamento experimental utilizado e sua consequente estrutura
populacional; o tamanho da populagdo empregada; o tipo e o numero de
marcadores utilizados. Além desses fatores, em cruzamentos exogamicos deve
ser levada em conta a influéncia do grau de informatividade para cada
particular loco na analise de ligagdo e na acuracia do mapa obtido. Por
exemplo, em FIC é sabido que genitores completamente informativos do tipo

AA; x AA fornecem mapas mais acurados (BHERING et al. 2008a).
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Diferentes critérios podem ser utilizados para se determinar a acuracia
de mapas genéticos. Neste trabalho, foram utilizados aqueles descritos por
FERREIRA et al (2006), quais sejam: numero de grupos de ligagéo recuperados,
os tamanhos dos grupos de ligagao, as distancias médias entre marcadores
adjacentes nos grupos de ligacdo, as variancias das distancias entre marcas
adjacentes nos grupos de ligagéo, o estresse, e a correlagdo de Spearman.
Cada um destes critérios foi empregado para avaliar a acuracia de mapas
genéticos em FMI sob os efeitos dos diferentes cenarios de simulacdo
utilizados: (i) Tamanho da Populagéo, (ii) Niveis de Informatividade e (iii)

Saturacao de Marcas.

4.2.1. Numero de Grupos de Ligagao Recuperados

Na Figura 6, pode ser observado o numero de grupos de ligacéo
recuperados em fungdo do tamanho da populagdo para cada nivel de
informatividade. A recuperagao dos grupos de ligacdo também foi analisada em
separado para cada grau de saturagdo simulado, considerado de alta
saturacdo para distdncias entre marcas de 5 cM; de média saturagcdo para
distancias entre marcas de 10 cM; e, de baixa saturacdo para distancias entre
marcas de 15 cM. Os valores numéricos para o numero de grupos de ligacao
recuperados também podem ser observados na Tabela 7.

O numero de grupos de ligacdo recuperados referem-se aquelas
repeticbes em que, pela andlise de ligagdo e mapeamento genético, foram
recuperados grupos de ligacdo com as mesmas marcas € 0 mesmo numero de
marcas que o Genoma de Referéncia. Este critério permite avaliar,
indiretamente, a presenca de marcas ndo ligadas e a jungdo indesejada de
segmentos de grupos de ligagao diferentes. O numero maximo de grupos de
ligacao recuperados € igual a 100, que corresponde ao numero de repeticdes
efetuados para cada cenario. Para ilustrar, nas Figuras de 11 a 14 (Pag. 78 a
81) podem ser observados mapas genéticos com grupos de ligacédo nao
recuperados. As figuras de 15 a 24 indicam os casos em que os todos os

grupos de ligagao foram recuperados.

54



Verifica-se que para o nivel de informatividade s = 2, ndo é recuperado
nenhum grupo de ligagédo para N = 50, independente do grau de saturagédo do
grupo. De maneira geral, a recuperagao de grupos € maior quanto maior o
valor de N. Da mesma forma, a medida que a informatividade aumenta, o
percentual de recuperacdo aumenta. Entretanto, pode-se observar que para o
tamanho N = 50 condigdes mais restritivas para a recuperagéo de grupos de
ligacdo ocorrem na medida que o grau de saturacdo € reduzido.

O grau de saturagéo pode ser relacionado aqui com o nivel de resolugao
de marcas no genoma. Na medida que o grau de saturacdo € reduzido, uma
menor cobertura é obtida, e a possibilidade de se encontrar marcas néo ligadas
aumenta. SILVA et al. (2007) mencionam o nivel de resolugdo de mapas como
condicionante para sua aplicabilidade sob diferentes objetivos. Mapas de alta
resolugdo sao utilizados em geral como base para a clonagem posicional de
genes a partir da localizagédo de QTL. Uma resolugao em torno de 1 e 2 cM é
necessaria para a aplicacdo de mapeamento fisico e procedimentos de
clonagem, implicando na utilizagdo de técnicas de mapeamento fino, como o
desequilibrio de ligagéo, para a obtengao de mapas de alta definigdo (DARVASI
et al. 1993). No melhoramento genético, mapas de menor resolu¢gdo sao menos
restritivos desde que esteja disponivel, no processo de selegédo assistida,
marcadores que flanqueiem um QTL, cujo efeito possa ser facilmente
detectado (VAN-OOIJEM, 1992).
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Como ja mencionado, o nivel de informatividade é fator fundamental na
recuperagao de grupos de ligagao. Assim, para s = 2, populagdées com N = 50 e
100 néo foram eficientes em recuperar os grupos de ligagdo. Pode-se notar
que, com valores de s superiores a 3 o0 percentual de recuperagcdo aumenta
consideravelmente para populagbes com N = 100 para os trés graus de
saturagdo adotados. Para populagdes com N > 100 a informatividade teve
pouca influéncia na redugcdo de grupos de ligagdo recuperados, sob os
diferentes niveis de informatividade.

A determinagcdo do numero de grupos de ligacdo recuperados também
foi utilizada como estratégia de avaliagdo da acuracia no mapeamento genético
em estudos simulados para diferentes delineamentos experimentais. De acordo
com FERREIRA et al. (2006), para populagcbes segregantes em cruzamentos
endogaémicos com grau de saturagcao de 10 cM, a formagado de grupos de
ligacdo nao é afetada a partir do tamanho amostral minimo de 200 individuos.
No presente estudo, para N = 200, verifica-se que para um baixo nivel de
informatividade (s = 2 e 3) ainda ocorre perturbagao na recuperagao de grupos
de ligagéao.

SILVA et al. (2007) verificaram em populagbes de RILs que o grau de
saturagdo esta intrinsecamente ligado a recuperagcdo de grupos de ligagéo
fidedignos. Para graus de saturagdo de 10 cM e 20 cM, sdo necessarias
populagdes com tamanho superiores a 154 individuos. No presente trabalho
observa-se que para N = 100 com grau de saturagdo de 10 cM, ainda é
possivel haver perda de informagdo com relagdo ao numero de grupos

recuperados mesmo para a maior informatividade (s = 6) testada.

4.2.2. Tamanho dos Grupos de Ligacao e Distancia Média

O tamanho esperado dos grupos de ligagao de acordo com o Genoma
de Referéncia é estabelecido para cada grau de saturagdo. Assim, para alta

saturagdo o tamanho esperado é de 50 cM. Para média saturagdo o tamanho

esperado é de 100 cM e finalmente, o tamanho esperado para baixa saturagao
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€ de 150 cM. Como o numero de marcas em cada grupo € igual a 11, o numero
de intervalos obtido é igual a dez. Dessa forma, o tamanho dos grupos de
ligacao e as distancias médias entre marcas adjacentes sdo multiplos de 10, de
modo que as inferéncias feitas para estes dois critérios sdo as mesmas.
Ressalta-se que somente foram utilizados para o computo das médias dos
tamanhos aquelas repetigdes que tiveram seus grupos de ligagédo recuperados.

Na Tabela 8, estdo representados os tamanhos médios para 100
repeticbes segundo os diferentes cendrios simulados. Foi utilizado o teste de
Tukey, a 5 % de significancia, para realizar comparagdes entre os tamanhos
dos grupos de ligagdo obtidos nos diferentes tamanhos populacionais,
independentemente dentro dos graus de saturagéo e niveis de informatividade.
Percebe-se que para alta saturagao, os tamanhos médios foram invariantes, ao
passo que para os demais graus de saturagdo houve variagdo em termos de
tamanho de grupos formados.

De maneira geral, na medida em que o tamanho amostral aumentou os
valores de tamanho do grupo de ligagdo, e consequentemente das distancias
médias entre marcas adjacentes, aproximaram dos valores esperados. Esta
aproximagao e a invariancia das estimativas para altos graus de saturagéo
podem ser explicadas em termos da precisdo das estimativas de recombinacao
em populagdes com maiores tamanhos amostrais e do nivel de resolucao para
alta saturacdo. Conforme discutido por ROCHA et al. (2004), ao avaliar
intervalos de confianga para estimativas de distancias genéticas, além do tipo
de populagédo envolvida, o numero de individuos genotipados em uma
populagdo de mapeamento influencia a acuracia das estimativas de freqiéncia
de recombinacéo. Intuitivamente, maiores populagdes permitem uma melhor
amostragem dos eventos de permuta nos gametas e geram dessa forma
estimativas mais precisas e acuradas. Com base nas variancias das
estimativas de verossimilhanga das frequéncias de recombinagdo e no
conteudo de informacgéo de Fischer, o trabalho de ROCHA et al. (2004) também
demonstrou que melhores estimativas sao obtidas quando o valor médio das

distancias sdo menores. Logicamente, uma maior resolugdo permite o
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estabelecimento de mapas mais acurados, conforme também demonstrado no
item anterior.

Tabela 8. Tamanho dos grupos ligacao para alta (5 cM), média (10 cM) e baixa
(15 cM) saturagao para o tamanho populacional (N) e informatividade
(s). Médias seguidas de mesma letra em cada coluna para cada valor
de s nao diferem significativamente pelo teste Tukey a 5 %

N 5cM Nr 10 cM Nr 15 cM Nr
s=2
50 - 0 - 0 - 0
100 49,41 a 64 82,70 b 8 - 0
200 51,85 a 98 96,14 a a0 139,89 b 75
300 48,69 a 100 95,80 a 100 146,42 a 97
500 48,89 a 100 96,77 a 100 146,22 a 100
1000 48,67 a 100 97,32 a 100 146,79 a 100
s=3
50 47,87 a 40 68,34 b 5 - 0
100 49,00 a 100 96,50 a 92 138,20 b 47
200 47,47 a 99 98,52 a 99 147,20 a 96
300 48,71 a 100 96,38 a 100 147,63 a 100
500 47,99 a 100 97,21 a 100 146,91 a 100
1000 48,66 a 100 96,42 a 100 146,97 a 100
s=4
50 49,67 a 81 87,56 b 27 116,93¢c 1
100 49,28 a 100 99,17 a 96 144,21 b 84
200 48,94 a 100 98,15 a 100 147,32 ab 100
300 48,22 a 100 98,28 a 100 146,91 ab 100
500 48,70 a 100 96,92 a 100 148,85 a 100
1000 49,26 a 100 97,33 a 100 147,98 a 100
s=5
50 49,99 a 84 89,85 b 42 116,50 b 5
100 49,43 a 100 99,46 a 98 146,58 a 95
200 48,37 a 100 97,42 a 100 147,88 a 100
300 49,05 a 100 98,24 a 100 149,52 a 100
500 49,64 a 100 98,93 a 100 149,62 a 100
1000 49,14 a 100 98,29 a 100 149,32 a 100
s=6
50 50,32 a 92 92,16 b 58 124,17 b 9
100 50,64 a 99 100,36 a 99 149,06 a 95
200 49,30 a 100 97,15 a 100 149,34 a 100
300 49,78 a 100 97,74 a 100 151,10 a 100
500 49,05 a 100 98,49 a 100 147,67 a 100
1000 49,31 a 100 99,54 a 100 149,34 a 100

Nr: Numero de Grupos de Ligagdo Recuperados
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Com relagdo ao efeito da informatividade no tamanho dos grupos de
ligacdo formados e nas distancias médias entre marcas adjacentes, ndo se
verifica nenhuma influéncia. Nesse caso, a informatividade tem pouco a
contribuir, uma vez que a analise do tamanho dos grupos e das distancias
médias entre marcas adjacentes somente foi realizada com base em grupos de
ligacdo recuperados. Verificar-se-a, mais adiante, que a informatividade tem
maior influéncia nos critérios de varidncia das distancias entre marcas
adjacentes, estresse e correlagdo de Spearman.

Outro ponto a ser destacado € que o numero de grupos de ligacao
recuperados néao influenciou nas estimativas do tamanho e das distancias
médias. Este fato pode ser entendido justamente pelo conceito de grupos de
ligacdo recuperados, que correspondem aqueles grupos de ligacdo que
reproduzem as mesmas marcas ligadas do grupo de ligagéo correspondente no
genoma de referéncia. Realmente, os grupos de ligagdo recuperados podem
ser associados, em escala, a maior precisdo na obtencdo de mapas
aproximados ao numero hapléide do genoma, situagdo na qual todos os
marcadores genéticos estdo ligados. A obtencdo de mapas gendmicos
fidedignos esta justamente apoiada neste ponto (LIU, 1998; LANZA et al. 2000).

A dispersdo amostral dos tamanhos dos grupos de ligagcéo e,
consequentemente, das distancias médias de marcas adjacentes sé&o
apresentadas por meio de Box-Plot nas Figuras 7a, 7b, 7c, 7d, e 7e de acordo
com o nivel de informatividade s = 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. Pode-se
verificar que o aumento do tamanho populacional tem influéncia direta na
reducédo da dispersdo dos valores dos tamanhos dos grupos de ligacéo, Por
outro lado, a saturagdo de marcas e o nivel de informatividade também néao
parecem influenciar na dispersdo amostral dos valores de tamanho do grupo de
ligacéo e das distancias médias similares ao genoma de referéncia. Verificar-
se-a, a seguir, que as maiores dispersdes amostrais dos tamanhos dos grupos
de ligacao e das distancias médias de marcas adjacentes apresentam-se
qualitativamente correlacionadas ao comportamento dos critérios de variancia e

estresse na avaliagao da precisao e acuracia do mapeamento genético.
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Figura 7a. Box-Plot para a dispersdo amostral de estimativas de tamanho dos
grupos de ligagado e distdncias médias entre marcas adjacentes
para tamanho da populagdo (N) sob diferentes graus de saturacéo.
s = 2. A linha azul indica o tamanho do grupo de ligacédo no
genoma de referéncia
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Figura 7d. Box-Plot para a dispersdo amostral de estimativas de tamanho dos
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para tamanho da populagcdo (N) sob diferentes graus de
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Figura 7e. Box-Plot para a dispersdo amostral de estimativas de tamanho dos
grupos de ligagéo e distancias médias entre marcas adjacentes
para tamanho da populagcdo (N) sob diferentes graus de
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4.2.3. Variancia das distancias entre marcas adjacentes

O critério de variancia das estimativas das distancias entre marcas
adjacentes é também de interesse na analise de acuracia de mapas genéticos,
assim como as estimativas de tamanho e distdncias médias entre marcas
adjacentes. A medida da variancia torna-se util principalmente em estudos de
simulacdo em que sao utilizados no grupo de ligacdo original marcadores
equidistantes (FERREIRA et al. 2006). Consequentemente, as variancias nos
grupos originais sdo nulas. Segundo SILVA (2005), os valores de variancias
refletem a equidistancia entre marcas adjacentes nos grupos de ligagado. Dessa
forma, quanto menores os valores das variancias estimadas, maior sera a
acuracia do mapa recuperado.

A Figura 8 ilustra o comportamento das variéncias das distancias médias
entre marcas adjacentes de acordo com os diferentes cenarios de simulagao.
Novamente a analise foi realizada somente para os genomas recuperados com
base no critério de grupos de ligagao recuperados. O teste de Tukey (p < 0.05)
realizado para as médias das variancias obtidas para cada repeticdo é
apresentado na Tabela 9.

A 5cM

Variancia

B ——
° 50 500 1000
Ws=2 0 18.2 12.56 6.69 3.81 1.83
Hs=3 16.57 13.25 6.15 3.89 221 1.05
Ws=4 15.65 8.08 4.42 2.87 1.56 0.85
Ws=5 14.14 8.38 3.84 2.57 1.44 0.75
Ms=6 153 89 Y Y 13 0.66

Figura 8. Redugéao da variancia em fungao do tamanho da populagédo N (N = 50,
100, 200, 300, 500 e 1000) e do nivel de informatividade s para
diferentes graus de saturagéo — A (5 cM); B (10 cM); C (15 cM)
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B 10 cM
Variancia
60
40 I
20
0
50 100 200 300 500 1000
Hs=2 0 25.17 18.87 11.43 6.95 3.88
[Os=3 19.3 19.62 9.6 6.36 3.95 1.88
Bs=4 17.66 15.97 7.62 6.04 3.1 1.59
Es=5 21.4 15.65 7.54 434 2.76 1.46
Hs=6 25.42 15.06 6.59 4.07 2.46 1.22
C 15cm
Variancia
80
60 T
40
" 1! jijiﬁi
h
0
50 100 200 300 500 1000
Ws=2 0 0 22.66 17.21 10.35 5.44
Os=3 0 23.76 14.44 9.11 5.85 2.87
Ws=4 28.49 22.23 12.35 7.42 4.72 2.05
Hs=5 24.95 19.84 8.99 6.27 4.01 2.04
Es=6 29.52 18.23 9.64 6.25 3.39 1.83

Figura 8. Continuacdo: Reducédo da varidncia em fungdo do tamanho da
populagdgo N (N = 50, 100, 200, 300, 500 e 1000) e do nivel de
informatividade s para diferentes graus de saturagao — A (5 cM); B
(10 cM); C (15 cM)
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Tabela 9. Variancia entre marcas adjacentes para alta (5 cM), média (10 cM) e
baixa (15 cM) saturacdo para o tamanho populacional (N) e
informatividade (s). Médias seguidas de mesma letra em cada coluna
para cada valor de s ndo diferem significativamente pelo teste Tukey

as5%
N 5cM 10 cM 15 cM
s=2
50 - - 0
100 18,20 a 25,17 a 0
200 12,56 b 18,87 a 22,66 a
300 6,69 ¢ 11,43 b 17,21 b
500 3,81d 6,95 ¢ 10,35¢
1000 1,83 d 3,88d 544d
s=3
50 16,57 a 19,30 a -
100 13,25 b 19,62 a 23,76 a
200 6,15 ¢ 9,60 b 14,44 b
300 3,89 cd 6,36 c 9,11¢
500 2,21 de 3,95 cd 5,85d
1000 1,05 e 1,88 d 2,87 e
s=4
50 15,65 a 17,66 a 28,49a
100 8,08 b 15,97 a 22,23 Db
200 442 c 762b 12,35 ¢
300 2,87 cd 6,04 b 7.42d
500 1,56 de 3,10 ¢ 472 e
1000 0,85e 1,59 ¢ 2,05f
s=5
50 14,14 a 21,40 a 24,95 a
100 8,38 b 15,65 b 19,84 a
200 3,84 ¢c 7,54 ¢ 8,99 b
300 2,57 cd 4.34d 6,27 ¢
500 1,44 de 2,76 de 4,01d
1000 0,75 e 1,46 e 2,04 d
s=6
50 15,30 a 25,42 a 29,52 a
100 8,90 b 15,06 b 18,23 b
200 3,45¢c 6,59 ¢ 9,64 ¢
300 2,20 cd 4,07 cd 6,25 d
500 1,32 cd 2,46 d 3,39 e
1000 0,66 d 1,22 d 1,83 e
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Como esperado, as varidncias médias obtidas para genomas
recuperados reduziram na medida que o tamanho das progénies de FMI
aumentaram. Este fato tem sido observado sistematicamente no mapeamento
genético para estudos simulados (BHERING, 2007; SiLVA, 2005; BARROS, 2007).
Em um trabalho conduzido por FERREIRA (2006) foram testados cenarios de
simulagao que envolviam o uso de marcadores com segregacgao distorcida na
estimativa das frequéncias de recombinacéao, para tamanhos de N = 200, 400 e
1000 individuos em populagdes F,. Da mesma forma, foi detectada a redugéao
das variancias na medida em que os tamanhos amostrais aumentaram. Fato
interessante é que, quando o mapeamento incluiu a informagao de marcas com
segregacao distorcida, as variancias foram significativamente superiores em
relacao ao cenario em que estas marcas foram descartadas.

Com relagao ao grau de saturagdo, constatou-se que as variancias para
0s grupos de ligacdo com menor resolucdo — ou seja, menores graus de
saturagdo — apresentaram maiores variancias em relagdo aos grupos de
ligacdo com maior resolugdo. Esta redugcdo também €& esperada, com ja
demonstrado para os critérios de tamanho de grupos de ligagcéo e distancias
médias entre marcas adjacentes. Novamente, outros trabalhos embasam este
comportamento, tanto no mapeamento em populagdes endogamicas (SILVA,
2005) quanto em cruzamentos exogamicos (BHERING & CRuUz, 2008).

Fato interessante foi observado para o comportamento da varidncia
entre marcas adjacentes sob os efeitos dos niveis de informatividade.
Observando-se a Figura 8, pode-se verificar que, nas progénies com reduzidos
tamanhos amostrais (N = 50 e 100), as variancias para informatividades
variaram de forma mais erratica que em progénies com maiores numeros de
individuos. As variancias para niveis de informatividade maiores podem
inclusive exceder as variancias para menores niveis de informatividade. Nota-
se, nesse caso, que os efeitos do pequeno tamanho amostral foram mais
importantes que os efeitos dos niveis de informatividade. Como ja discutido,
menores tamanhos amostrais limitam a detecgdo de permutas nos gametas, o

que resulta em uma menor acuracia dos mapas recuperados. Nesse caso,
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mesmo populagées com alto grau de informatividade ndo séo suficientes para
contornar os efeitos do pequeno tamanho amostral.

A influéncia dos niveis de informatividade e do tamanho amostral na
variancia de marcas adjacentes em progénies de FIC também foi estudada no
trabalho de simulagao proposto por BHERING & CRuUz (2008). Da mesma forma
que o observado no presente trabalho, as variancias obtidas reduziram-se na
medida em que o tamanho das progénies aumentou. Entretanto, fato
interessante foi constatado no estudo de BHERING & CRUZz (2008) com relagao a
informatividade dos cruzamentos. Nos cruzamentos derivados de genitores
completamente informativos as variancias estimadas foram sensivelmente
menores do que as variancias estimadas para cruzamentos envolvendo
genitores ao acaso. Foi detectado neste estudo que em média a estimativa da
varidncia para N = 200 individuos em um cruzamento completamente
informativo foi igual a estimativa para N = 600 em cruzamentos com genitores
tomados ao acaso.

Pode-se recapitular neste ponto, os conceitos de informatividade para
locos individuais discutidos anteriormente. Em FIC e FMI, o conceito de
informatividade deve ser feito, se possivel, de forma a priori para a
caracterizagdo de genitores na classificacdo dos cruzamentos que venham a
ocorrer em um delineamento experimental. De fato, pode-se realizar uma
triagem direta dos genitores em FIC para o estabelecimento de progénies
segregantes para o mapeamento genético. Em FMI, apenas o genitor comum
pode ser submetido a este tipo de analise, procurando-se tdo somente aqueles
que apresentem maior heterozigosidade geral. Entretanto a informatividade da
populacido base deve ser investigada para que possa ser garantido um mapa
acurado e preciso. Deve ser ressaltado, entretanto, que o grau de polimorfismo,
que pode ser mensurado pelo PIC, da populagdo base €& importante néo

somente para FMI mas também para FIC.
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4.2.4. Estresse

O valor do estresse médio é utilizado para verificar o grau de ajuste
entre as distdncias no genoma original e aquelas obtidas a partir das
populagdes simuladas (FERREIRA et al., 2006). Os valores de estresse sao
utilizados, conforme mencionado por SILVA (2005), para avaliar distor¢des de
escalas multidimensionais pela simplificacdo do espago n-dimensional em duas
ou trés dimensdes. Deve-se ressaltar que, de acordo com SILVA et al. (2007),
os valores de estresse entre graus de saturagcao diferentes nao séao
comparaveis, uma vez que os desvios médios observados para grupos de
ligacdo com baixa resolu¢céo sido superiores aos desvios médios obtidos com
alta resolugéo, levando a significados quantitativos diferentes sobre o valor do
estresse.

Os valores de estresses médios sdo apresentados na Tabela 10 e
podem ser visualizados para os diferentes graus de saturagdo, como
demonstrado na Figura 9. De forma geral, o valor de estresse é reduzido na
medida em que o tamanho populacional aumenta, fato comprovado em outros
estudos de simulagdo para mapas genéticos (SiLvA, 2005; BARROS, 2007;
BHERING, 2007). A reducgéo dos valores de estresse médio com o aumento do
tamanho das progénies indica uma maior confiabilidade no mapeamento
genético quando maiores tamanhos populacionais séo utilizados.

Verifica-se pela Tabela 9 que os valores de estresse médio para alta
saturacdo sdo maiores que o valor de estresse para baixa saturacido. Como
comentado, esta comparacgao direta ndo pode ser efetuada. Entretanto, o valor
do estresse médio pode ser decodificado em termos de desvios médios das
distancias dos grupos de ligagdo simulados em relagcdo ao genoma original.
Nesse caso, os valores entre diferentes niveis de saturacdo podem ser
comparados de forma cautelosa (SILvA, 2005). No trabalho de SiLvA (2005),
foram utilizados os desvio médios para a comparagao dos graus de saturagao
em populagdes de RILs, sendo verificado que, na medida em que o grau de

saturacao foi reduzido, os valores dos desvios aumentaram.
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Tabela 10. Estresse médio percentual para alta (5 cM), média (10 cM) e baixa
(15 cM) saturagao para o tamanho populacional (N) e informatividade
(S). Médias seguidas de mesma letra em cada coluna para cada
valor de s nao diferem significativamente pelo teste Tukey a 5 %

N 5cM 10 cM 15 cM
s=2
50 - - -
100 71,32 a 52,58 a -
200 58,05 b 39,33 b 30,00 a
300 45,85 c 31,69 ¢ 25,83 b
500 36,31d 25,52 d 20,13 ¢
1000 26,10 e 19,27 e 15,42 d
s=3
50 77,44 a 57,40 a -
100 60,49 b 40,39 b 30,67 a
200 42,34 c 29.65¢c 24,07 b
300 36,09 d 24,84 d 19,63 ¢
500 28,72 e 19,76 e 15,80 d
1000 20,14 f 13,98 f 11,19 e
S =
50 69,15 a 38,70 a 24,25*
100 52,15Db 37,23 a 29,60 a
200 38,34 ¢ 26,37 b 22,58 b
300 33,32d 23,04 c 18,05 ¢
500 24,04 e 17,40 d 14,24 d
1000 17,92 f 12,62 e 9,39 e
s=5
50 67,24 a 42,76 a 40,16 a
100 51,87 b 36,62 b 28,53 b
200 37,39 ¢ 26,04 ¢ 19,61 c
300 31,25d 20,64 d 16,50 d
500 23,20 e 16,19 e 13,16 e
1000 16,91 f 11,78 f 9,32 f
s=6
50 69,49 a 44,99 a 30,79 a
100 50,28 b 36,69 b 27,99 a
200 34,80 ¢ 24,82 ¢ 20,25 b
300 28,80 d 20,16 d 16,10 c
500 22,45 e 15,41 e 12,15d
1000 15,97 f 10,65 f 8,85e

O comportamento do estresse sob o efeito da informatividade pode ser
observado na Figura 9. Conforme demonstrado, populagbes com nivel de

informatividade s = 2 apresentam maiores valores de estresse em relagao aos
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demais niveis para todos os tamanhos de populagao. Este comportamento foi

claramente observado para os diferentes graus de saturagéo.
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Figura 9. Estresse percentual médio em fungdo do Tamanho da Populagao (N)
para os diferentes niveis de informatividade. (A) Alta Saturacéo; (B)
Média Saturagéo; (C) Baixa Saturagéo
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Figura 9 — Continuacao. Estresse percentual médio em fungdo do Tamanho
da Populagéo (N) para os diferentes niveis de informatividade. (A) Alta
Saturacédo; (B) Média Saturacao; (C) Baixa Saturagao

4.2.5. Correlagao de Spearman

Os valores de correlacdo de Spearman sao apresentados na Tabela 11
para os diferentes cenarios simulados. A correlagdo de Spearman € utilizada
para identificar inversdes de posicbes de marcas nos grupos de ligacdo. As
figuras de 11 a 14, 16 e 17 ilustram mapas de ligacdo em que ocorrem
inversdes e alteragbes no ordenamento de marcas. Valores iguais a unidade
indicam que a ordem das marcas nos grupos de ligagdo simulados nao foi
alterada em relagdo ao genoma de referéncia (Figuras 15, 18 a 20). Conforme
exposto na Tabela 11, as estimativas da correlagcdo de Spearman convergem
para a unidade na medida em que ocorre 0 aumento do tamanho populacional,
independente do nivel de informatividade.

Mais especificamente, a convergéncia das correlagbes de Spearman
pode ser comprovada a partir da analise da Tabela 11, com o auxilio do teste
de Tukey. Quando o nivel de informatividade é s=2, somente popula¢cdes com
N > 300 apresentam correlagdo de Spearman iguais a unidade. No entanto,
para o nivel de informatividade s = 6, populagdes com N = 100 apresentam

correlagdo de Spearman igual a unidade.
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Tabela 11. Correlagao de Spearman para alta (5 cM), média (10 cM) e baixa
(15 cM) saturagao para o tamanho populacional (N) e informatividade
(S). Médias seguidas de mesma letra em cada coluna para cada
valor de s nao diferem significativamente pelo teste Tukey a 5 %

N 5cM 10 cM 15 cM
s=2
50 - - -
100 0,7476 c 0,8739 c -
200 0,9218 b 0,9789 b 0,9882 b
300 0,9846 a 0,9903 ab 0,9933 ab
500 0,9927 a 0,9984 a 0,9970 a
1000 0,9989 a 0,9995 a 1,0000 a
s=3
50 0,7873 c 0,8782 c -
100 0,9369 b 0,9760 b 0,9874 b
200 0,9740 a 0,9966 a 0,9965 a
300 0,9955 a 0,9999 a 0,9999 a
500 0,9995 a 1,000 a 1,0000 a
1000 1,0000 a 1,000 a 1,0000 a
S =
50 0,8203 b 0,9475 b 0,9909 c
100 0,9775 a 0,9919 a 0,9933 b
200 0,9951 a 0,9985 a 1,0000 a
300 0,9995 a 0,9985 a 1,0000 a
500 0,9994 a 1,0000 a 1,0000 a
1000 1,0000 a 1,0000 a 1,0000 a
s=5
50 0,8669 b 0,9604 b 0,9782 c
100 0,9666 a 0,996 a 0,9949 b
200 0,9961 a 0,9976 a 0,9999 a
300 0,9997 a 1,0000 a 1,0000 a
500 1,0000 a 1,0000 a 1,0000 a
1000 1,0000 a 1,0000 a 1,0000 a
s=6
50 0,9071b 0,9389 b 0,9697 b
100 0,9745 a 0,9932 a 0,9969 a
200 0,9963 a 0,9985 a 1,0000 a
300 0,9998 a 1,0000 a 1,0000 a
500 1,0000 a 1,0000 a 1,0000 a
1000 1,0000 a 1,0000 a 1,0000 a
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O comportamento de convergéncia da correlagdo de Spearman em
diregdo a unidade, sob os efeitos do nivel de informatividade e para diferentes
graus de resolugéo pode ser mais apropriadamente observado na Figura 10.
Pode-se inferir que o aumento da informatividade leva a uma convergéncia
mais acentuada na medida em que o tamanho das progénies € aumentado.
Conclui-se, portanto, que o nivel de informatividade, o tamanho das progénies
de meios-irmaos e grau de saturacdo sdo importantes aspectos a serem
levados em conta para o ordenamento e a ocorréncia de inversao de marcas
em mapas genéticos.

O efeito do tamanho populacional no ordenamento e ocorréncia de
inversdo de marcas moleculares em mapas genéticos também foi investigado,
através de modelos simulados, em populagées de RILs (SiLvA et al. 2007), F,
(BARROS, 2007) e em Familias de Irm&os Completos (BHERING & CRuUz, 2008).
Constata-se, nestes trabalhos, que assim como o aumento do tamanho da
populacdo de mapeamento favorece a ocorréncia de um menor numero de
marcas invertidas, um maior do grau de saturagdo de marcas nos grupos de
ligacdo resulta em valores da correlagcdo de Spearman mais proximos da
unidade. Em populagbes exogamicas, além do tamanho da populagédo de
mapeamento e do grau de saturagao, deve-se também levar em conta o nivel
de informatividade na populagéo base, no caso de progénies de meios-irmaos,

ou a informatividade dos genitores, no caso de progénies de irmaos completos.
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ANEXO — MAPAS DE LIGACAO
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Figura 11. Mapa de Ligagao recuperado para tamanho da populagéo (N = 50)
e nivel de informatividade (s = 3). A figura ilustra a disjungcédo das
marcas X 32 (=C32) e X 33 (=C33) do grupo de ligagéo 3, formando
o grupo de ligacédo 4. As elipses vermelhas indicam casos de

inversio do ordenamento de marcas.
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Figura 12. Mapa de Ligagao recuperado para tamanho da populagéo (N = 50)
e nivel de informatividade (s = 4). A figura ilustra diferentes
disjungdes de grupos que ocorrem para este cenario. As elipses

vermelhas indicam casos de inversao do ordenamento de marcas.

79



% GL1Marca

B

Edrd

Edrd

o ]
ex

T

T

38

45

e

L
L &
24

[Fes

| =e
i

| =7

| =3

| =10

| =11

% GL XMarca

-]
25 |

3

% GL IMarca
.

H =12
R

(1= .

| =15
3 \
| =14

% GL 4Marca

| =18

TR

Lk -

| =13

e |

| =13

% GL Marca

&5

103

| =27

| x5

Figura 13. Mapa de Ligagao recuperado para tamanho da populagédo (N = 50)
e nivel de informatividade (s = 5). A figura ilustra diferentes
disjungbes de grupos que ocorrem para este cenario. A elipse

vermelha indica um caso de inversdo do ordenamento de marcas.
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Figura 14. Mapa de Ligagao recuperado para tamanho da populagéo (N = 50)
e nivel de informatividade (s = 6). A figura ilustra diferentes
disjungdes de grupos que ocorrem para este cenario. A elipse

vermelha indica um caso de inversdao do ordenamento de marcas.
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Figura 15. Mapa de Ligagao recuperado para tamanho da

e nivel de informatividade (s = 2).
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Figura 16. Mapa de Ligacao recuperado para tamanho da populagédo (N =200)
e nivel de informatividade (s = 3). A elipse vermelha indica um caso
de inversdao do ordenamento de marcas. A elipse azul indica um
caso de jungdo da marca X 28 (=C36) no grupo de ligagao 2 que

pertence ao grupo de ligagdo 3 do genoma de referéncia.

83



k. GL1 Marca kS GL2 Marca kS GL¥ Marca

| =1 | =12 =3
B L J— 08 __|
%2 13
PRI | gt — H =24
— T4 |
g7 | x4
x4 584 _ | e |
I 15
1w i | 2
- L xF T8
== W e umw |
(] 73 -
153 x 1z H—
4w 1281 |
133 148 |
| =z
e 13
1z __|
110
— | sz
£
10 | T
FE| ¥
[T -
e ST T —
| xm
1535 __|
| =3
1250 |
| xm
1wz |
|
=

Figura 17. Mapa de Ligacao recuperado para tamanho da populagédo (N =200)
e nivel de informatividade (s = 4). A elipse vermelha indica um caso

de inversao do ordenamento de marcas.
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Figura 23. Mapa de Ligagdo recuperado para tamanho da populagdo (N

=1000) e nivel de informatividade (s =5)
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5. CONCLUSOES

Além do tamanho da populacdo de mapeamento e do grau de saturagéo
como fatores fundamentais de influéncia na acuracia de mapas genéticos, em
cruzamentos exogamicos também deve ser levado em conta o polimorfismo na
populagcédo base. Em um estudo recente, BHERING & CRUZ (2008) verificaram
em progénies de irmaos completos que a informatividade dos genitores
determina de forma marcante a acuracia de mapas genéticos. No presente
trabalho as seguintes conclusbes podem ser feitas com base nos resultados
encontrados:

(1) Populagdes de Meios-Irm&os com N = 50 e 100 individuos s&o mais
restritivas mesmo para um alto nivel de polimorfismo;

(2) Populagdes de Meios-Irmdos com N = 200 individuos podem ser
utilizadas para o mapeamento genético desde que o nivel de polimorfismo
amostrado seja superior a um valor de PIC = 0,5926, que corresponde ao
numero de 3 alelos com frequéncias iguais na populagao base. Uma vez que o
valor de PIC atinge o maximo para um dado numero de alelos, quando estes
sdo equi-frequentes, deve ser investigada com cautela a possibilidade do uso
de populagdes com N = 200 para trés alelos segregando na progénie.

(3) Quando o nivel de polimorfismo na populagdo € minimo, ou seja,
apenas dois alelos sdo amostrados, as condicbes de mapeamento tornam-se
bastante restritivas, sendo praticamente inviavel o estabelecimento de mapas
com N = 50, 100 e 200 individuos. Mesmo com tamanhos populacionais com N
> 300, as condigbes de mapeamento sao restritivas, principalmente para
mapas com baixo grau de saturagdo, quando ocorre um aumento relativo de
inversées de marcas no mapa de ligagao;

(4) O grau de saturacdo de marcas teve influéncia fundamental na
obtencdo de mapas acurados. Mapas menos saturados apresentaram menor
recuperagao de genomas, maiores estimativas de correlagdo de Spearman e
maiores variancias das distancias entre marcas adjacentes, principalmente

para baixa informatividade (s = 2) nos tamanhos de N = 50, 100 e 200. Para
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alta informatividade (s = 6) a recuperagcao de genomas foi baixa para N = 50
em qualquer grau de saturagao.

Como conclusédo geral, pode-se dizer que nao é recomendavel o uso de
populacées com N = 50 e 100 mesmo com alto nivel de informatividade. Para N
= 200 é possivel obter mapas com certa fidelidade desde que o numero de
alelos segregando na populagdo base seja igual ou maior do que 4, a
semelhanca do que ocorre em FIC para acasalamentos entre genitores

completamente informativos.
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