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RESUMO

FERREIRA, Adésio, D.S., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2006.
Mapeamento genético utilizando marcadores moleculares com
distorcdo de segregacdo gamética e genotipica. Orientador. Cosme
Damido Cruz. Conselheiros: Paulo Roberto Cecon e José Marcelo
Soriano Viana.

O desenvolvimento de mapas genéticos fundamentados em
marcadores de DNA tem propiciado consideraveis avancos a gendmica de
plantas e animais. A construcdo de um mapa genético é feita com dados
oriundos de populacbes segregantes, usualmente, retrocruzamentos,
geracdo F,, RILs, duplo-hapldides, dentre outras. Para cada marcador
utilizado, espera-se padrdao mendeliano de segregacao, tipico para cada
populacdo, que possibilita prever relacdes genotipicas e estimar
recombinacfes a partir de pressupostos dos modelos probabilisticos. A
auséncia do padrédo de segregacdo mendeliano é chamada de distorcdo de
segregacdo (DS), que pode afetar testes estatisticos usados para detectar a
ligacdo e gerar falsos positivos em um mapa genético. Diante dos problemas
que a DS pode provocar em relacdo a construcdo de mapas de ligacdo
genética, foram abordados, neste trabalho, temas relativos a detec¢éo, aos
efeitos e as implicacbes da DS no estabelecimento de mapas genéticos
acurados. Verificou-se que a DS genotipica é mais prejudicial que a DS
gamética. Valores de estimativas de distancia entre marcas, mesmo com DS
gamética, sdo viesados, ao negligenciar a distorcdo, principalmente com
niveis de razdo de segregacdo mais distantes que a segregacao esperada.
Diante destas constatagcbes, foram desenvolvidas fungbes de
verossimilhanca que levam em consideragdo a DS gamética para as

populacdes de retrocruzamentos, geracdo F,, RIL e duplo-hapldides.
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Adicionalmente, foram propostas duas estratégias para a utilizacdo destas
funcdes de verossimilhanca. Na primeira estratégia, € pressuposto serem
conhecidas as marcas que apresentam distor¢do de segregacéo e também a
taxa esperada, de forma que o valor da taxa de DS pode ser assumido como
paramétrico. Na segunda estratégia, o valor da taxa de DS € estimado a
partir dos dados observados, relativos a todos os marcadores estudados.
Este valor €, entdo, utilizado para o calculo do valor da distancia entre os
marcadores i e i'. Como, para o marcador i, a taxa de distorcdo sera dada

por S; e o marcador i’ apresenta taxa de distorcdo S;, sdo obtidas duas

estimativas da medida da porcentagem de recombinacéo entre i e i’, sendo o
valor da distancia a estimativa média. Observou-se, com base em analise de
dados simulados de uma populacdo F, com marcadores dominantes, que as
duas estratégias sao mais eficientes para a constru¢cdo de mapas genéticos
acurados, do que aquela que negligencia a distorcdo de segregacéao.
Constatou-se, ainda, que a segunda estratégia pode ser utilizada na
construcdo de mapa genético acurado, mesmo sem a presenca nitida de DS
e dispensa a utilizacdo do teste de qui-quadrado, proporcionando mapas
mais acurados. Os efeitos sobre o mapeamento genético, em razao de

distor¢cédo genotipica, também foram enfatizados neste trabalho.



ABSTRACT

FERREIRA, Adésio, D.S., Universidade Federal de Vicosa, April 2006.
Genetic mapping by molecular markers with gametic and genotypic
segregation distortion. Adviser: Cosme Damido Cruz. Committee
members: Paulo Roberto Cecon and José Marcelo Soriano Viana.

The development of the genetic maps based on DNA markers has
been providing remarkable progresses to the genomics of plants and
animals. The construction of a genetic map is performed, by using data from
the segregant populations, that usually are backcrossing, F2 generation,
RILs, double-haploids and others. A mendelian segregation pattern that is
typical to each population and makes possible to foresee genotypic
relationships, as well as to estimate recombinations from the presuppositions
within the probabilistic models is expected for each marker. The absence of
the mendelian segregation pattern is so-called segregation distortion (DS),
that may affect the statistical tests used to detect the linkage as well as to
generate positive falses in a genetic map. Taking into account the problems
the DS may cause in relation to the construction of the genetic linkage maps,
this study is concerning to the themes on the detection, effects and
implications of DS in the establishment of accurate genetic maps. It was
found that genotypic DS is more prejudicial than gametic DS. The estimative
values of the distances among marks even with gametic DS are biased when
neglecting the distortion, mainly with more distant levels of segregation ratio
than the expected segregation. Due to those verifications, some likelihood
functions taking into account the gametic DS for the backcrossing

populations, F2 generation, RIL and double-haploid were developed. In
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addition, two strategies were proposed for using these likelihood functions. In
the first strategy, it is presupposed that the marks presenting segregation
distortion and also the expected rate are known, so the value of the DS rate
could be assumed as a parametric one. In the second strategy, the value of
the DS rate is estimated from the observed data concerning to the markers
under study. Then, this value is used for calculating the value of the distance
between the markers i and i'. As for the marker i the distortion rate will be

given by §; and the marker i' inhibits a distortion rate S;, two estimates of the

recombination percentage measure between i and i' are obtained, whereas

the distance value is the mean estimate.
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1. INTRODUCAO

As bases da hereditariedade foram formuladas por Mendel, e a tao
conhecida primeira lei, ou Lei da Segregacao, postula sobre a transmissao
previsivel dos alelos dos pais para a progénie, ressaltando que cada
membro de um par de alelos tem igual oportunidade de ser transmitido para
a proxima geragdo; também postula sobre a formagdo previsivel de
genaotipos em consequéncia dessa transmissao dos alelos.

A primeira lei de Mendel tem sido aplicada nos estudos de diversos
caracteres, em uma gama extensiva de espécies. Outras areas da ciéncia,
como a genética de populacbes, quantitativa e evolucionaria assumem em
seus principios esta classica definicdo de segregacdo mendeliana para os
caracteres, desde que De Vries, Von Tschermark e Correns redescobriram
os trabalhos de Mendel em 1909 (Sall & Nilsson, 1994; Lorieux et al.,
1995a). Zamir & Tadmor (1986) relatam que, embora as leis de Mendel
terem sido baseadas numa variagdo intra-especifica, elas tém sido
geralmente aplicadas também em variacdes interespecificas.

Entretanto, logo ap6s a redescoberta dos trabalhos de Mendel,
Correns (1902) reportou segregacdo monogénica aberrante, denominada de
Distorcdo de Segregacdo, ou simplesmente DS, em que a segregacao
gamética ndo ocorreria como previsto por Mendel. Desde entdo, numerosos
casos tém sido relatados e descritos pormenorizadamente, particularmente
em cruzamentos interespecificos (Grant, 1975). Estes desvios da proporcao
mendeliana esperada nos individuos, em dada classe genotipica, em

populacdes segregantes, é definida como distor¢cao da razdo de segregacao
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(DS) (Sandler & Novitski, 1957; Sandler & Golic, 1985; Lyttle, 1991). Ela
resulta na falha ou violacdo de pressupostos da teoria genética convencional
e suas andlises (Lu et al., 2002).

Distorcao de segregacéo tem sido relatada em uma extensiva gama
de organismos, incluindo plantas, nas quais espécies ou racas hibridas
exibem preferencialmente disfuncdo de gametas (Xu et al.,, 1997). Pode
ocorrer no pélen (Cameron & Moav, 1957; Loegering & Sears, 1963; No
1982; Finch et al., 1984; Tsujimoto & Tsunewaki, 1985), no megasporo
(Scoles & Kibirge-Sebunya, 1983), ou em ambos (Rick, 1966). A base
genética da distorcdo de segregacao pode ser o aborto de gametas macho
ou fémeas e também a fertilizacdo seletiva de uma estrutura gamética com
configuragdo genotipica particular. Pode envolver todos cromossomos e
pode ser causada por processos de selecdo no estagio gamético ou zigotico
(Gadish & Zamir, 1986; Zamir & Tadmor 1986).

Em andlise gendmica, em especial relacionada ao estudo de mapa de
ligacdo genético, sdo confeccionadas populacdes especiais, denominadas
populacdes de mapeamento, em que se espera a ocorréncia de segregacao
mendeliana classica dos marcadores analisados, de forma que a
segregacdo esperada dos marcadores seja conhecida. A presenca de
marcadores com DS podem ser um inconveniente, devido a constru¢do de
mapas de ligacdo genética, ser realizada a partir de frequéncias de
recombinacdo entre locos em populacdes experimentais ou populacdes
naturais com pedigrees conhecidos.

De acordo com Séall & Nilsson (1994) e Lorieux et al. (1995a), as
estimativas de recombinacao entre pares de locos, em que a DS ocorre em
pelo menos um deles, sé&o viesadas. Assim, seriam obtidos mapas poucos
acurados, o que € desvantajoso devido ao interesse crescente em mapas
mais acurados e de alta resolucdo (Hackett & Broadfoot, 2003). Deve-se ter
mente que estes mapas sdo ferramentas essenciais para aplicacdes
praticas, tais como selecdo assistida por marcadores e clonagem de genes.
Para o caso de clonagem de genes com base em mapas, por exemplo, a
regido cromossdmica onde um gene é localizado é primeiramente

determinada com um mapa de ligagdo com altissimo grau de saturacao, e a



ordenacéo dos marcadores neste tipo de mapa e a localizacdo deles, podem
ser usadas para o screening de livrarias genémicas (Frisch et al., 2004).

Diante dos problemas que a DS pode provocar em relacdo a
construcdo de mapas de ligacdo genética, métodos que a consideram
poderiam ser Uteis na analise e no entendimento do processo, na construcao
de mapas genéticos acurados e utilizagcdo em processos como mapeamento
de QTLs, selecéo assistida e clonagem de genes. Negligenciar a ocorréncia
de DS néo é pratica recomendavel, tendo em vista a grande necessidade de
se obter informacGes confidveis para tomada de decisdo em estudos
genéticos teoricos e aplicados ao melhoramento.

Diante do exposto, este trabalho foi conduzido com objetivo de
abordar a deteccdo, os efeitos e as implicacbes da DS em estudos
gendmicos, principalmente relacionados com o estabelecimento de mapas
genéticos acurados. Também tem-se por objetivo propor metodologia para o
mapeamento gendmico, admitindo a existéncia de marcadores moleculares

com DS em razao de segregacao gamética diferencial.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ocorréncia e Utilizacdo de Marcadores com DS no Mapeamento
Genético

Na construcdo de mapas genéticos, feito com dados oriundos de

populacfes segregantes, espera-se um padrdao mendeliano tipico para cada

tipo de populacéo, que € pressuposto com base na segregacdo mendeliana.

Para verificar se um loco esta segregando como esperado, procede-se uma

comparacao do numero de individuos observados em cada classe com o

esperado de acordo com a razéo de segregacéao. Utiliza-se para este fim o
teste de qui-quadrado (c2), que leva em consideracéo os desvios ocorridos

entres os valores esperados e observados, o qual é sensivel ao tamanho da

amostra. A estatistica qui-quadrado é dada por:

em que:
c2é valor de qui-quadrado calculado;
Obs,e Esp, sdo os valores observado e esperado para a i-ésima classe
fenotipica (i= 1, 2,..., n).

Quando ocorre a presenca de marcadores que fogem da segregacao
mendeliana classica, diz-se ter ocorrido a DS. Segundo Liu (1998), os locos
que apresentam distorcdo mendeliana afetam os testes estatisticos usados

para detectar a ligacdo, podendo gerar falsos positivos. De acordo com

Oliveira et al. (2004), a presenca de marcadores com DS localizados entre
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marcadores com segregacao mendeliana esperada, acarreta acréscimo na
estimativa da distancia entre os marcadores.

Quanto ao que deve ser feito em relacdo aos marcadores que
apresentam DS ¢é discutivel. De acordo com Kao et al. (1999), é
recomendado, preferencialmente, o descarte dos locos que apresentam
distor¢cdes da segregacdo mendeliana, para ndo comprometer a qualidade
do mapa. No entanto, ha trabalhos de mapeamento genético em que se
utilizou marcadores com distor¢cdo na razao de segregacao, e outros apenas
indicando-o0s no grupo de ligacdo com o nivel de probabilidade utilizado no
teste de segregacao individual, sem saber os efeitos da utilizacdo de tais
marcadores (CostaeSilva et al., 2004).

De acordo com Oliveira et al. (2004) e Jarrell et al. (1992), deve-se ter
cautela no uso de locos que apresentam DS, pois apesar deles poderem
mostrar informacBes genéticas importantes, também podem alterar as
distancias e ordens lineares de outros marcadores no grupo de ligagéo.

Com o objetivo de estudar as consequéncias da utilizacdo de locos
com distorcdo na razdo de segregacédo, para a estimacao da freqiéncia de
recombinacdo e para determinacdo da ligacdo génica, CostaeSilva et al.
(2004) utilizaram uma populacdo de retrocruzamento do F; em fase de
aproximacdo. Foram obtidas estimativas de LOD e de frequéncia de
recombinacdo para varios tamanhos de populacdo, em que se considerou
dois genes com frequéncia de recombinacdo variando de 0,01 a 0,50,
variando também os graus de distor¢do, de 0,01 ao valor de r, para cada
situacdo. A eficacia em detectar a ligacdo com marcadores com segregacao
distorcida foi maior quanto maior o tamanho da populacao utilizada e quanto
mais saturado o mapa.

S&o raros 0s casos em que conjuntos de dados com a presenca de
marcadores com DS séo utilizados para o0 mapeamento (Harushima et al.,
1996; Kuang et al., 1998). Dois exemplos sdo os trabalhos de Yu & Guo
(2003) e Crouzilalat et al. (1996), que incluiram na analise de mapeamento
0s marcadores que apresentaram DS para uma possivel identificacdo de
regides de distorcdo. Em Citrus geralmente observa-se a construcédo de

mapas de ligacdo com base em marcadores moleculares considera a



presenca de marcadores com DS (Cai et al., 1994; Luro et al., 1994; Kijas et
al., 1997; Cristofani et al., 1999).

Oliveira et al. (2004) sugerem a utilizacdo de marcadores que
apresentam DS, mas somente aqueles que conferem pequeno grau de
alteracdo das distancias no mapa, quando acrescidos. E, ainda, que
marcadores com DS presentes entre marcadores com segregagao
mendeliana esperada poderiam ser eliminados, ou entdo, estimar a sua
distancia correta por um artificio adequado. Em relacao aqueles marcadores
gue se encontram no final dos grupos de ligacdo ou os que formam grupos
de ligacdo, os autores relatam que € essencial a remocdo destes para
estudos genéticos e mapeamento.

Normalmente, apds a construcdo de mapas de ligacdo vem a analise
de QTLs. Assim, se fracdes de recombinacdo, ou pior, a ordem dos
marcadores forem inferidas incorretamente, as pressuposi¢cdes basicas da
analise de QTLs irdo ser violadas e os resultados poderdo ser imprecisos
(Vogl & Xu, 2000).

Diante dos fatos, verifica-se a necessidade de estudos dos diferentes
tipos e intensidade de DS, considerando diferentes tipos de populacéao, no
sentido de esclarecer a questdo da utilizacdo ou ndo de marcadores com
DS. Deve-se ter em mente que a obtencdo de marcadores demanda méo-
de-obra especializada, tempo e custo relativamente alto. Portanto,
investimentos para o uso adequado das informacdes é fundamental para
promover conhecimento e utilidade do investimento até entdo aplicado na

pesquisa.

2.2. Causas de Distor¢céo de Segregacao

Em plantas, a distorcdo na razdo de segregacao de marcadores pode
ser atribuida a uma série de causas genéticas e fisiologicas (Grant, 1975),
podendo ser manifestada pela transmissao diferencial de alelos tanto de
linhagens germinativas macho, como de fémea (Longley, 1945; Rhoades &
Dempsey, 1966; Lavery & James, 1987; Yanagihara et al., 1995), incluindo
competicado de tubo polinico (Mangelsdorf & Jones, 1926; Levin & Berude,
1972; Liedl & Anderson, 1993); podlen letais (Rick, 1996), fertilizacdo

preferencial (Schwemmle, 1968; Gadish & Zamir, 1986) e eliminacéo seletiva
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de zigotos (Rick, 1963; Gadish & Zamir, 1986; Zamir & Tadmor, 1986); locos
génicos que apresentam selecdo natural proximos a genes que levam a
menor viabilidade de gametas, como observado em arroz por He et al.
(2001); ou sendo resultado de selecdo poés-zig6tica, anterior a primeira
avaliacao genotipica.

Frequentemente, a distorcdo de segregacdo parece aumentar pela
selecdo gametofitica em macho, pela influéncia seletiva do gineceu,
incluindo incompatibilidade genética, efeitos ambientais e habilidades
diferenciais competitivas do pélen geneticamente variado (Xu et al., 1997), e
a presenca de classes de genoétipos homozigotos ou heterozigotos em
excesso é forte indicacdo de DS por meio de fatores gametofiticos.

As distor¢cdes de segregacdo mendeliana podem ser atribuidas a
selecdo que ocorre em uma ou mais das seguintes fases do ciclo de vida da
planta: 1) esporogénese - da meiose a formacdo dos gametofitos maturos
macho e fémea; 2) funcdo do esporo — comecando na polinizacdo e
terminando com a cariogamia; 3) desenvolvimento da semente — do zigoto a
semente; 4) germinacdo da semente e crescimento da planta até que a
populacdo seja mensurada (Grant, 1975; Willson & Burley, 1983; Zamir,
1983).

Uma outra possivel causa da DS é a duplicacdo de marcadores. A
distincdo da DS causada entre duplicacdo de marcadores e sele¢éo zigotica
pode ser verificada por meio de alguns fatos descritos a seguir. Quando a
DS tem causa na duplicacdo de marcadores, geralmente ela se manifesta
somente em um ou poucos locos especificos (algumas vezes denominados
de locos), de forma que locos vizinho, pertencentes ao mesmo grupo de
ligacdo, permanecem com o0 padréo de segregacdo mendeliano esperado.
Em contraste, quando a DS ocorre em razdo de selecdo zigética ou
gameética, a distorcdo ndo se manifesta apenas para o loco que é afetado
por selecdo, mas também para os que estdo ligados a ele (Frisch et al.,
2004). Assim, consequentemente, se distorcdo de segregacao € detectada
somente em um loco, a chance € alta que seja devido a duplicacdo de
marcadores. Entretanto, nos casos em que a DS é detectada em muitos
locos ligados, isto podera ser interpretado como uma indicacdo de selecao
zigotica (Frisch et al., 2004).



Xu et al. (1997) relatam que a DS em plantas pode depender da
presenca de fatores especificos, como ja relacionados, mas, também, pode
ser condicionada por combinacgdes destes fatores.

Em determinadas situacbes a viabilidade de selecdo apds a
fertilizacdo pode ser mais importante que selecdo gamética, por exemplo,
em acasalamentos consangiineos em que h& possibilidade de reducdo da
taxa de sobrevivéncia de homozigotos, quando comparado com
heterozigotos (Charlesworth & Charlesworth, 1987). Uma distingdo precisa
entre DS antes e ap6s a fertilizacdo pode ser feita. Um marcador com DS
atuando antes da fertilizacdo pode apenas alterar proporcfes gaméticas, e
as proporcdes genotipicas serdo alteradas apenas se, indiretamente as
propor¢cdes gaméticas restringirem as combinacdes realizaveis das
propor¢cdes genotipicas. Por outro lado, a DS ap0s a fertilizacdo pode alterar
diretamente as proporcdes genotipicas (Vogl & Xu, 2000) e, inclusive,
romper a estrutura genética da populagéo, tornando-a inapropriada para fins

de mapeamento.

2.3. Ocorréncia da Distor¢cao de Segregacao em Espécies Vegetais

A constatacdo de DS tem sido observada em inUmeras espécies. Um
dos primeiros trabalhos que reportam DS foi em milho (Mangelsdorf & Jones,
1926). Subsequentemente, distorcdo em milho foi citada por Burnham
(1936), Rhoades (1942), Longley (1945), Helentjaris et al. (1986), Wendel et
al. (1987) e Gardiner et al. (1993).

Exemplos de taxas de DS tém sido reportados em diversas culturas
vegetais, e com variaveis porcentagens, como arroz (Oryza sativa L.)
(Nakagahra, 1972; McCouch et al., 1988; Xu et al., 1997), de 36% Oryza
(Virk et al., 1998), 33% em Pumus (Foolad et al., 1995), 23% em Helianthus
(Quillet et al., 1995), 8,4% em Lens sp. (Eujayl et al. 1998), 1,4% em Hevea
spp. (Lespinasse et al., 2000), 51% a 80% em Lycopersicum, no cruzamento
de uma espécie selvagem com a cultivada L. esculentum (Paterson et al.,
1988, 1991), cevada (Hordeum vulgare L.) (Graner et al., 1991; Devaux et
al., 1995), sorgo (Sorghum bicolor L.) (Pereira et al., 1994), alfafa (Medicago
sativa L.) (Echt et al., 1994) e Café (Coffea sp.) (Ky et al., 2000).



Em cada espécie as causas e a intensidade de DS podem variar. A
seguir sdo sumarizados alguns exemplos em diferentes culturas.

Em milho, Lu et al. (2002) verificaram que os fatores genéticos mais
comumente associados com a DS sao gametofiticos, e identificaram 34% de
marcadores distorcidos, os quais foram desigualmente distribuidos nos dez
cromossomos do milho.

Em sugi (Cryptomeria japonica) tem sido considerado que fatores de
natureza biologica, como a existéncia de genes letais, seja uma das razdes
da segregacao distorcida (Ohba, 1979; Kawasaki & Ohba, 1984; Tsumura et
al., 1989). Porém, estes autores ressalvam que é complicado afirmar que a
distorcdo em todas as marcas envolvidas seja devido a uma Unica causa
biologica.

Ky et al. (2000), estudando Coffea spp, em 62 retrocruzamentos
derivados de cruzamento interespecifico, constataram 30% de DS. Apesar
da segregacdo mendeliana esperada ser de 1:1, os autores obtiveram razéo
de segregacado de 3:1 e 1:3, em favor de um parental ou outro. Os autores
relatam que as distor¢des sdo, na maioria das vezes, devidas a selecdo de
gametas, zigoto ou pdés-zigoto, mas que estes motivos ndo sdo suficientes
para explicar a distribuicdo simétrica e polimodal de 3:1 e 1:3, como eles
obtiveram, pois este processo tenderia as razdes de 5:3 e 3:5.

Citando Leblon & Rossignol (1973), Nicolas & Rossignol (1983) e Nag
et al. (1989) relatam que a conversao génica pode ter sido a causadora de
muitas razdes de segregacao distorcida. Mas ratificam, baseados em Nag et
al. (1989), que a melhor explicacdo para os seus resultados de DS seria a
ocorréncia de alta taxa de conversao génica e baixa taxa de segregacéo
pos-meibtica, reflexo do alto nivel de formacao de heteroduplex e eficiente
reparo dos pareamentos errados.

A conversao génica € a situacdo na qual os produtos de uma meiose
de um individuo AA’'sdo 3A e 1A' ou 1A e 3A', e ndo 2A e 2A' como é
usualmente esperado. Assim, pode-se ter a impressao que um gene A foi
convertido em A’ (ou vice versa). A conversdo génica envolve também um
erro raro no reparo do DNA, que ocorre enquanto a recombinacdo esta
ocorrendo na préfase meiética. Um filamento duplo quebra e um bivalente é

enlarguecido para eliminar um alelo do filamento complementar.



Em uma populacéo F, de soja, Yang et al. (2000) verificaram 37% de
distorcdo da razéo segregacao para locos polimoérficos de AFLP. Os autores
atribuiram a DS a fatores causados por um fator parcial letal, agindo no final
das geracoes, tais como expressao de genes ligados a genes letais ou no
desenvolvimento de estagios zigoéticos ou gaméticos, ou pela selecao parcial
gamética em ambos 0s genitores, macho e fémea.

A DS em arroz é citada frequentemente, especialmente entre
cruzamentos de subespécies selvagens (Nakagahra, 1972; Nakagahra et al.,
1972; Maekawa et al., 1981; Maekawa & Kita,1985; Lin et al., 1992; Xu &
Shen, 1992; Lin & lkehashi, 1993), e também quando se utiliza marcadores
de izoenzimas (Ishikawa et al., 1987; Ranjhan et al., 1988; Wu et al., 1988;
Guiderdoni et al., 1989) e com a utilizacdo de RFLP (McCough et al, 1995;
Huang et al., 1994; Causse et al., 1994; Xu et al., 1995; Harushima et al.,
1996; Xiao et al., 1996; Yamagishi et al., 1996). Um exemplo o trabalho
desenvolvido por Xu et al. (1997), que estudaram o controle genético da
distorcdo da razdo de segregacao, usando marcadores isoenzimaticos e
morfoldgicos, 15 locos de genes gametofiticos, distribuidos em 11 regides
cromossOmicas. Também se constatou a presenca de 20 locos de genes de
esterilidade em sete regibes cromossdmicas, além de em outros nove
cromossomos terem sido identificados genes de esterilidade e gametofiticos.
Em arroz, sugere-se muito que a distorcdo de segregacdo em um loco
marcador possa ser causada pela ligacdo entre um marcador e um gene
gametofitico (ga) conferindo baixa habilidade de polinizacdo, também
referido como eliminador de gameta ou pélen letal causando aborto dos
gametas (Iwata et al., 1964; Nakagahra, 1972 e 1986; Sano et al., 1979;
Sano, 1983 e 1990).

2.4. Segregacao Distorcida em Popula¢gdes de Mapeamento

Para o mapeamento genético de plantas, diversos tipos de
populacdes podem ser utilizadas, cada uma com caracteristicas préprias,
apresentado vantagens e desvantagens que devem ser levadas em
consideracao pelo pesquisador no momento de selecionar populacdes para
fins de estudos genéticos (Schuster & Cruz, 2004).

10



Estudos comprovam que a distorcdo de segregacao apresenta-se de
maneira diferenciada nas populacdes. Um relato é apresentado de Xu et al.
(1997), que compararam os resultados de ocorréncia de distorcdo da razéo
de segregacao de marcadores em 53 populacdes de diferentes tipos (F,
RC, RIL e DH) em diferentes espécies, e demonstraram que popula¢cdes de
RIL apresentaram maior frequéncia de distorcdo de marcadores
(39,4 : 2,5%). As frequéncias médias de distorcdo em DH e RC foram quase
sempre idénticas (DH: 29,4: 3,5%; RC:28,6+2,8%). A populacdo F, foi a
que apresentou menor frequéncia de distorcdo de marcadores (19,3 +
11,2%).

Lu et al. (2002), trabalhando com quatro populacées de milho,
analisaram populacfes de RIL e F, e observaram também menor ocorréncia
de DS na populacéao F».

Veldboon & Lee (1994), analisando familias F3 e RILs em milho,
encontraram marcadores com 9% de DS nas familias Fz e com 29% entre as
RILs, concordando com os resultados encontrados Xu et al. (1997), que
também verificaram que populacbes de RIL apresentam as mais altas
frequéncias de marcadores distorcidos. Todos estes resultados indicam que
DS sdo acumuladas com geracfes adicionais de meioses, fato inerente a
obtencdo de RILs. Isto &, existe uma positiva relacdo entre o niumero de
geracOes de meioses e a frequéncia de DS. Deve-se ressaltar que, sendo a
populacdo de RILs obtida via SSD, resultante de sucessivas geracoes de
autofecundacdo, concentra o efeito cumulativo de fatores genéticos e
ambientais e a interacdo destes em mudltiplas geracdes. Assim, é dificil
distinguir causas genéticas e ambientais de frequéncias de alelos distorcidos
neste tipo de populacédo (Xu et al., 1997).

Entre todas as 53 popula¢gdes exemplificadas no trabalho de Xu et al.
(1997), uma populagéo de RIL em tomate (Paran et al., 1995) teve a mais
alta taxa de DS, 73% . E um cruzamento intraespecifico em populacdo F, de
Cuphea lanceolata (Webb et al., 1992) apresentou a menor taxa de DS, igual
a 54%. Um exemplo extremo relatado na literatura € o encontrado em
arroz, numa populacéo intraespecifica de RIL (Wang et al., 1994) em que se
observou a presenca de 98,8% de locos marcadores apresentando DS.
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Em populacGes de DH, derivadas de cultura de anteras (gametofitos
machos), a distorcdo de segregacdo pode ser atribuida a viabilidade
diferencial e letalidade do pdlen ou a regeneracdo seletiva em cultura in
vitro, que claramente n&o sofre influéncia do gineceu ou habilidade
diferencial competitiva do pélen, estando associada aos efeitos ambientais
(Xu et al., 1997).

A regeneracdo seletiva de gendtipos tem sido freqlentemente
relatada na literatura, como no estudo desenvolvido por Graner et al. (1991)
que, trabalhando com populacdo de DH de cevada, encontraram 44% de
marcadores apresentando DS, causada principalmente por prevaléncia de
alelos do pai que respondem melhor em cultura in vitro.

Um exemplo de DS em DH, causada por genes letais, é relatado em
Coffea canephora, em que a principal causa do pronunciado grau de DS é a
selecdo zigodtica, devida a expressdo de genes letais e sub-letais nos
homozigotos (Lashermes et al., 2001).

Deve-se observar, ainda, que razbes de segregacédo 3:1 ou 15:1 em
DH, podem ser causadas por co-migracao de bandas representando dois ou
trés locos respectivamente. Conseqiientemente, algumas supostas
distorcbes podem ser consideradas como sendo originarias da
superimposicao de locos provocadas por duplicacbes génicas (Virk et al.,
1998).

Estudos com popula¢cdes de retrocruzamento também revelam DS,
principalmente em retrocruzamentos derivados de cruzamentos
interespecificos. O trabalho apresentado por Ky et al. (2000) é um exemplo

deste fendbmeno.

2.5. Efeito da DS sobre Regides CromossOmicas

Em estudos de mapeamento em que ha ocorréncia de DS em certos
marcadores tem sido constatado que se um gene que manifesta DS esta
segregando em populacao, entdo marcadores ligados a ele tenderdo a exibir
razbes de distorcdo em grau diferenciado (Zamir & Tadmor, 1986). Se
muitas populacdes estdo segregando para o mesmo fator gamético, ou outro
fator desconhecido que causa DS, entéo estas populagdes exibirdo DS para

a mesma regido cromossémica. Assim andlises com marcadores
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moleculares em diversas populacGes é uma ferramenta util para encontrar
regibes comuns com DS e para a identificacdo futura de genes
desconhecidos que causam DS nestas regioes.

Na literatura existem diversos trabalhos, em diferentes espécies, que
localizaram regides cromossémicas associadas a marcadores que
apresentavam DS. Um destes é o de Wendel et al. (1987), em milho, que
observaram 65% de locos, utilizando marcadores aloenzimaticos, com DS
significativa numa populagéo F,. Gardiner et al. (1993), trabalhando com a
mesma cultura, detectaram regifes cromossdmicas associadas com DS nos
cromossomos 1, 2, 3 e 5. Em outro trabalho com milho (Lu et al., 2002),
verificaram 34% de marcadores com DS, distribuidos ao longo dos 10
Cromossomos, com excegao, apenas para o cromossomo 3. Os autores
relataram que estes resultados sdo fortes indicativos que fatores genéticos
de DS existem para a maioria dos cromossomos e eles determinam a
direcdo de menor distorgdo no cromossomo.

Em tomate, Paterson et al. (1988) encontraram 68% dos marcadores,
de 21 regiBes distintas com DS em um retrocruzamento interespecifico.

Xu et al. (1997) caracterizaram 17 regibes cromossémicas associadas
com marcadores que apresentavam DS, em seis popula¢gdes segregantes de
arroz, uma regiao no cromossomo 1, duas no cromossomo 2, duas no
cromossomo 3, uma no cromossomo 4, uma no cromossomo 5, duas no
cromossomo 6, duas no cromossomo 7, uma no cromossomo 8, uma no
cromossomo 9, uma no cromossomo 10, uma no cromossomo 11 e duas no
cromossomo 12.

Yamada et al. (2001), trabalhando com uma populacdo F, de soja,
encontraram algumas regides envolvidas com DS.

A implicacdo de regibes cromossdmicas associadas a DS na
estimativa de distdncia de mapa depende do numero e tipo de fatores
genéticos que causam a DS. De acordo com Lu et al. (2002) e Lorieux et al.
(1995a, b), a estimacdo da frequéncia de recombinacdo permanece
inalterada se a distorcdo de segregacao € devida somente a um loco em
uma regido de distor¢cdo de segregacado.Tal fato parece ser verdadeiro em
alguns tipos de populagdes, tais como RC, RILs e DH, nas situagdes em que

a distorcdo ocorre por segregacdo gamética diferencial. Porém, segundo
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Lorieux et al. (1995a, b), quando a DS esta relacionada com a presenca de
mais de um fator gametofitico, a estimativa da freqtiéncia de recombinacéo
e, consequentemente, a distancia entre marcadores em um mapa de ligacéo
sera viesada. Lu et al. (2002) relatam que na maioria das vezes um fator
gametofitico esta presente em uma regido de distorcdo de segregacéo, e
gue métodos de mapeamento por intervalo, para 0 mapeamento de locos
que causam distorcdo de segregacao, podem ser Uteis para solucionar
problemas de regibes com distor¢cdo de segregacao.

2.6. Distorcao de segregacao em Cruzamentos Inter e Intraespecificos

A transferéncia de genes de espécies selvagens para outras
cultivadas, por meio de cruzamentos amplos, € uma das estratégias de
melhoramento. Trocas génicas sao possiveis devido ao processo de
recombinacdo meidtica, que permite a informacdo de um cromossomo
parental ser combinada dentro de uma nova entidade genética e, que
posteriormente, sao repassados para as préximas geracdes. Entretanto,
problemas inerentes a cruzamentos interespecificos, tais como instabilidade
hibrida, infertilidade, segregacdo ndo mendeliana e baixos niveis de
crossing-over inter-genémico, podem ser importantes limitagdes (Stebbins,
1950, em Herrera et al., 2002). Em relacédo a DS, tem sido freqlientemente
relatada em cruzamentos interespecificos para todos os tipos de marcadores
(morfoldgicos, izoenzimas, RFLP ou AFLP) (Ky et al., 2000).

Em cruzamentos intra-especificos, muitos marcadores obedecem a lei
de transmissdo de fatores genéticos postulada por Mendel. Nos
cruzamentos interespecificos, muitos destes locos sdo heterozigotos,
conduzindo a reproducdo desbalanceada (Zamir & Tadmor, 1986). Neste
tipo de cruzamento (interespecifico) a alta taxa de formacao de heteroduplex
e 0 pareamento erroneo do DNA sao esperados durante o pareamento de
cromossomos homélogos, e obviamente a conversdo génica parece ser
caracteristica de cruzamentos interespecificos, ndo dependendo do tipo de
marcador (Lu et al., 2002).

Zamir & Tadmor (1986) estudaram a proporgéo de genes com DS em
cruzamentos intra e interespecificos (Lens, Capsicun e Lycopersicum). A

proporcao de desvio da razdo da segregacdo monogénica encontrada nos
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géneros Lens, Capsicum e Lycopersicum foi significativamente alta (61/114
genes, 54%) nas progénies de hibridos interespecifico, em relacdo as
progénies de hibridos intraespecifico (7/52 genes, 13%).

A DS em hibridos € comumente observada e potencialmente
representa niveis de isolamento reprodutivo devido aos arranjos
cromossOmicos ou interacfes génicas (Rieseberg et al., 1995). Em hibridos
pode-se esperar a presenca de supressdo de recombinacdo, quando
comparados com a espécie pura, devido a diferenciacdo dos cromossomos
homologos das espécies parentais (Jackson, 1985; Tenhoopen et al., 1996;
Chetelat et al., 2000). Distorcao de segregacdo em hibridos € comumente
atribuida a fatores como incompatibilidade polen-pistilo (Lord & Russell,
2002); competicdo gamética (Snow, 1984; Carney et al., 1996; Lu et al.,
2002); interacdo epistatica negativa entre alelos (Li et al., 1997; Fishman et
al., 2001); presenca de locos com segregacao distorcida, que resulta na
destruicdo alternada de gametas (processo meibtico: Hartl, 1974;
Sano,1990); ou selecdo positiva para introgressao de alelos (Jiang et al.,
2000; Burke & Arnold, 2001). Os hibridos interespecificos sé&o
frequentemente mais caracterizados por distorcdo de segregacéo (Zamir &
Tadmor, 1986; Ky et al., 2000),

A investigacdo do padréao de segregacao mapeamento de marcadores
moleculares entre hibridos, pode identificar locos que apresentam acdes
como barreiras de reprodutividade, mesmo que eles ndo contribuam para a
clara diferenciacdo fenotipica e taxa parental. Por exemplo, marcadores que
exibem DS em populacdes hibridas poderiam estar ligados a genes que
causam letalidade hibrida ou esterilidade, ou competicdo gametofitica e ao
mesmo tempo ndo serem importantes para diferenciacdo fenotipica e taxa

parental (Harushima et al., 2001).

2.7. Distorcéo de segregacao em Cruzamentos Divergentes

Tem sido previamente sugerido que DS poderia ser acrescida com o
aumento do nivel de divergéncia entre pais (Zamir & Tadmor, 1986). Um
menor nivel de distorcdo em cruzamentos interespecificos € freqiientemente

correlacionado com a proximidade genética entre as plantas.
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O grau de transmissdo da razdo de distorcdo € possivel de ser
positivamente correlacionado com nivel de divergéncia (Palopoli & Wu,
1996; Jenczewski et al., 1997; Whitkus, 1998; Harushima et al., 2001; Taylor
& Ingvarsson, 2003). Estudos empiricos tém demonstrado evidéncia com
marcadores pouco distorcidos em cruzamentos intraespecifico, em relacao a
cruzamentos interespecificos em plantas (Zamir & Tadmor, 1986; Causse et
al., 1994; Jenczewski et al., 1997), sugerindo correlacdo positiva entre grau

de transmisséo da razéo de distor¢do e o nivel de divergéncia gendmica.

2.8. Tipos de Marcadores

A distorcéo de segregacao pode ser detectada em quase todo tipo de
marcadores genéticos, incluindo marcadores morfolégicos, izoenzimaticos e
de DNA (Foltz, 1986; Zamir & Tadmor, 1986; Abe & Tsuda, 1987; Wendel et
al., 1987; Konishi et al. 1990) em Xu et al. (1997). Porém, tem sido verificado
que ao se utilizar marcadores AFLP para o estabelecimento de mapa de
ligacdo, a segregacao de marcadores com distorcéo é freqlientemente mais
elevada. Segundo Ky et al. (2000), marcadores AFLP exibem co-migragao e
superimposicdo de produtos de amplificacdo nao-alélica, possibilitando a
ocorréncia de pseudodistorcao da razdo (3:1). A situacdo simétrica entre as
razdoes 1:3 e 3:1 constituem o principal argumento em favor da verdadeira
distorcdo de marcadores. De acordo com Nikaido et al. (1999), a utilizacéo
de AFLP pode ser a maior causa da deteccdo de DS. Os autores
consideram ser provavel que o uso de mais nucleotideos seletivos poderiam
reduzir a DS. Mas é impraticavel estender o numero de nucleotideos
seletivos indefinidamente.

Na construcdo de um mapa de ligacdo de Cryptomeria japonica, 50%
dos marcadores apresentaram desvios na segregacao esperada e por isto
ndo foram utilizados nas analises de ligacdo. Os autores atribuiram esse
resultado a sobreposicdo de fragmentos de AFLP, de tamanho bastante
semelhantes, o que provavelmente dificultou a sua correta identificacdo
(Nikaido et al., 1999).

Lu et al. (1998) relatam que 15% de marcadores AFLP desviaram da
razdo de segregacao esperada (3:1), em familia de péssego. Paillard et al.

(1996) verificaram que 12% dos marcadores AFLP em um mapa de ligacao
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de populacao de duplo-hapléide, em Coffea canephora, apresentaram DS.
Em soja, ocorreu em 25% de marcadores AFLP (Prabhu & Gresshoff, 1994).

Nikaido et al. (1999), trabalhando com sugi (Cryptomeria japoinica) e
utilizando AFLP no estabelecimento de mapa de ligacao, verificaram que a
DS foi elevada, atingindo taxas acima de 40%. A proporcéao de DS que tem
sido geralmente revelada em mapeamento com AFLP em outras espécies
tem sido menores que este valor (Eujayl et al., 1998; Menendez et al., 1997,
Marques et al., 1998; Travis et al., 1998; Lu et al., 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho sera investigado o uso de marcadores moleculares
com segregacao distorcida em mapeamentos genéticos, com uma
abordagem tedrica sobre deteccdo, taxa de segregacdo, funcbes de
verossimilhanca para fins de estimacdo de porcentagem de recombinacéo,
ordenamento e mapeamento. Além dos aspectos tedricos serdo
considerados os aspectos aplicados, no qual sera apresentada proposta de
metodologia de mapeamento de marcadores, com e sem distorcdo na
segregacao, e sua utilizacdo no mapeamento de uma populagcéo F, a partir

de dados simulados.

3.1. Fundamentacéo Tedrica

Serdo considerados os varios aspectos pertinentes a analise de locos
individuais, envolvendo a deteccdo de marcadores com segregacéo
distorcida, teste estatistico, tamanhos de amostras para distincdo entre
segregacbes ambiguas. Também sera abordado a estimacdo da
porcentagem de recombinacdo entre locos, o efeito da distorgcdo sobre

marcadores em regides cromossOmicas vizinhas e seu mapeamento.

3.1.1. Testes de Segregacao e Deteccdo de Segregacéao Distorcida
A primeira etapa do mapeamento genético utilizando marcadores

moleculares é a certificacdo de que eles segregam de acordo com o

esperado, para a manipulacdo de mapeamento empregada. Para a
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verificacéo da razédo de segregacao esperada dos locos individuais, procede-
se uma compara¢do do numero de individuos observados em cada classe

com o esperado de acordo com o tipo de populacdo estudada, por meio

através do teste de qui-quadrado (c?). Este teste é bastante (til e eficiente,

para este fim, pois além de levar em consideracdo os desvios ocorridos
entre os valores esperados e observados, também é sensivel ao tamanho da
amostra (Cruz & CostaeSilva, 2006).

A estatistica qui-quadrado é dada por:

2

5 n

cC =3
i=

€(Obs; - Esp;)
Esp;

v
a
! 8

T M

em que c?é valor de qui-quadrado calculado; e
Obs, e Esp;, séo os valores observado e esperado, para a i-ésima classe

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

Para comprovacao da segregacéo esperada geralmente adota-se um
determinado nivel de significancia para teste individual e conjunto e conclui-
se que o marcador segrega como esperado se o nivel de significancia
estimado superar o minimo estabelecido, geralmente 1% ou 5% de
probabilidade. Assim, tém-se as segregacdes esperadas para 0s VAarios tipos
de populagdes normalmente empregadas em estudos de mapeamento

genético:

Populacao Hipotese de Segregacéao (Ho)
Duplo-Haploide Ho:1:1

Retrocruzamento Ho:1:1

RIL Ho:1:1

F, Dominante Ho:3:1

F> Codominante Ho:1:2:1

O teste de qui-quadrado geralmente tem sido utilizado como
estatistica conclusiva a respeito da ocorréncia de segregacdo esperada
mendeliana ou, em caso de sua rejei¢cdo, conclusivo a respeito da evidéncia
de ocorréncia de distorcdo de segregacdo. Entretanto alguns
guestionamentos podem ser formulados e serdo considerados neste

trabalho. O teste é eficiente em rejeitar a segregacdo mendeliana nos casos
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em que ha distor¢cdo de segregacdo, em populacdes de tamanho finito? O

teste é eficiente em distinguir entre duas razbes de segregacdo em

populacdes de tamanho finito?

3.1.2. Tamanho de Popula¢des para Deteccao de Segregacao Ambigua

Uma pressuposicdo comum em alguns estudos de mapeamento com
marcadores com distorcdo de segregacdo € admitir a existéncia de uma
segregacdo alternativa, dentro de uma expectativa fundamentada nos
principios da genética. Assim, pode-se admitir, por exemplo, que em uma
populacdo F, a segregacdo ocorre numa razédo 2:1 ao invés de 3:1, em
razdo de possivel letalidade genotipica. Esta situacdo € especifica, pois
considera-se que tanto a segregacdo mendeliana esperada (3:1), quanto a
distorcida (2:1), sejam conhecidas. Entretanto, questiona-se a eficacia da
estatistica qui-quadrado em distinguir uma da outra razdo de segregacao.

Certamente que o poder de discriminacdo do teste é diretamente
proporcional ao tamanho da amostra considerada. Assim, a deteccao do
namero minimo de individuos necessario para a distincao de duas razfes de
segregacdes, com determinado nivel de significAncia, em determinada
populacdo, e a demonstracdo de segregacdo ambigua deve ser
considerada. Neste estudo foram consideradas varias razbes de segregacéo
ocorrendo em populacbes F,;, com marcadores dominantes, e
retrocruzamento com diferentes tamanhos populacionais.

Todas as andlises de segregacdo e obtencdo de estimativas de
tamanhos 6timos para distincdo entre segregacdes foram efetuadas por
meio do programa estatistico GQMOL/UFV (Cruz, 2006).

3.1.3. Taxa de Segregacéo Distorcida

Em muitas situacdes a distorcdo de segregacao ocorre em razao da
probabilidade diferencial de transmissdo de gametas ou em razdo de
viabilidade diferencial dos diferentes gendtipos. Assim, neste trabalho
considerou-se uma situacdo mais geral de distorcdo de segregacao,
originaria em razao de valores seletivos diferentes de gametas (s) ou de
genodtipos (g). Expressbes para estimacdo destes valores foram

consideradas neste trabalho. Dessa forma, admite-se ser dispensavel um
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teste qualitativo da taxa de segregacdo, mendeliana ou distorcida, em
substituicdo a uma medida deste grau de distorcdo. Quando os valores de s
(para selecdo gamética) ou de g (para selecdo genotipica) forem nulos
admite-se que a segregacdo ocorre como esperado pelos principios
mendelianos. Valores diferentes de zero implicam em distor¢coes em taxas

diversas.

3.1.4. Porcentagem de Recombinacéo

Foram apresentados os valores esperados para as classes
genotipicas estabelecidas por dois locos génicos nas populacbes de
retrocruzamento, RIL, duplo-hapléide, F, dominante e F, codominante em
diferentes tipos de populacdes. A partir das freqiéncias esperadas, sob
hipétese de independéncia e ligacdo génica, foram estabelecidas funcdes de
verossimilhanca que possibilitaram estimar a porcentagem de recombinacéo
entre os marcadores, na presenca de distorcdo de segregacdo. Neste
estudo foram consideradas as populacdes de retrocruzamento, RIL, duplo-

hapléide, F, dominante e F, codominante.

3.2. Mapeamento Incluindo Marcadores com Segregacao de Distorcao

3.2.1. Estratégia de Mapeamento

O processo de mapeamento consiste em, inicialmente, estimar as
porcentagens de recombinacdo entre pares de marcadores moleculares,
geralmente usando principios de verossimilhanca. Neste contexto, as
frequéncias esperadas das diferentes classes genotipicas, incluindo
marcadores com DS, foram de grande utilidade nesta etapa. Posteriormente,
as marcas moleculares sao agrupadas considerando valores referenciais de
LOD minimo e porcentagem de recombinacdo maxima para que duas
marcas sejam consideradas ligadas.

Neste trabalho foram consideradas duas téaticas, perfazendo trés
estratégias, para obtencdo da porcentagem de recombinacdo entre duas
marcas moleculares. A primeira tatica desconsidera a DS, perfazendo
apenas uma estratégia nesta tética, a E1. A segunda tética considera a DS e

possui duas estratégias. A primeira, estratégia E2, pressupde conhecer
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qguais sdo as marcas que apresentam distor¢cado de segregacao e também a
taxa esperada, de forma que o valor de s pode ser assumido como
paramétrico. Uma matriz de distancias entre pares de marcadores é
confeccionada e utilizada no mapeamento. Na segunda estratégia, a E3,
considera-se o valor estimado de distorcdo observado em todos o0s
marcadores estudados, e este valor é utilizado para o calculo do valor da
distancia entre os marcadores i e i'. Como para o marcador i a taxa de

distor¢do sera dada por S; e o marcador i’ apresenta taxa de distor¢édo S;,

sao obtidas duas estimativas da medida da porcentagem de recombinacao

entre i e i’, sendo o valor da distancia a estimativa média.

3.2.2. Simulacao de Popula¢gdes com Distor¢cdo de Segregacao

Foram gerados dados de populagdes F,, considerando o estudo de
marcadores dominantes, admitindo-se diferentes tamanhos de populacdes e
niveis de saturacao do genoma.

Para a geracdo dos dados das populacbes de F, dominante foi
utilizado o mdédulo de simulacdo do programa computacional GQMOL/UFV
(CRUZ, 2006), o qual permite gerar informaces sobre genomas, genotipos
de genitores, individuos de diferentes tipos de populacdes e a presenca de
marcadores que exibem distorcdo de segregacdo. Detalhes sobre o

processo de simulacéo sé&o descritos a seqguir.

3.2.2.1. Simulacédo do Genoma

O comprimento total do genoma foi de 300 cM, genoma com nivel de
saturacao de 10 cM entre marcas moleculares. O genoma foi composto por
3 grupos de ligacdo, 100 cM em cada grupo e, portanto, com 11 marcas
moleculares por grupo de ligacdo perfazendo 33 marcas moleculares no

total.

3.2.2.2. Simulacéo de Genitores

Na analise de ligacao génica foi simulado apenas um tipo de arranjo
de genes na geracao F;, qual seja, um genitor homozigoto dominante e o
outro homozigoto recessivo. Situacdo esta que produziu uma geracao F;

com todos os locos em aproximagao.
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3.2.2.3. Tamanho de Populagcao
Para cada uma das situa¢cOes estudadas foram geradas populacdes
com 200, 400 e 1000 individuos.

3.2.2.4. Procedimento de Simulacao dos Individuos da Populacéo

Para cada individuo foram produzidos os dados genotipicos de
marcador, de acordo com a informacdo do genoma. A estratégia de
simulacdo basica foi caminhar ao longo dos cromossomos e ir realizando
permutas nos intervalos entre marcas adjacentes, de acordo com as
distancias dos marcadores.

O processo de simulagdo seguiu os seguintes passos: i) a partir do
genoma simulado foram construidos os genétipos parentais homozigotos e
contrastantes para os marcadores, conforme descrito no item anterior, de tal
forma que a geragcdo F; apresentava-se em aproximacgado para todos os
pares de marcadores; ii) a partir do genétipo da geracdo F; foram gerados
0S gametas para a formacdo dos individuos das populacbes de F;
dominante. A producao de gametas foi realizada simulando-se o pareamento
dos homdélogos e realizando-se permutas ao longo dos cromossomos, nas
regibes delimitadas por dois marcadores adjacentes. A probabilidade de
ocorréncia de recombinacdo numa regido entre marcadores adjacentes foi
dada de acordo com a distancia destes marcadores no genoma simulado, no
caso 10 cM. Apds a decisao de ocorréncia ou ndo da recombinacdo nesta
regido, passou-se para a préxima regido, delimitada pelo segundo marcador
e o terceiro. O procedimento continuou até que todas as regides entre
marcadores adjacentes no cromossomo foram alcancadas. Para formacao
de cada individuo nas populacdes foram simulados 1000 (mil) gametas,
sendo sorteado apenas um gameta para formacédo de cada individuo, sendo
que, o gendtipo do individuo foi obtido pela duplicacdo do gameta. Na
formacdo dos gametas levou-se em consideracdo a existéncia de fator
seletivo que proporcionasse valores desiguais de probabilidade de um
individuo receber determinado gameta, de forma que estaria caracterizada a

distorcdo de segregacdo na descendéncia. Admitiu-se que em cada grupo
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de ligacdo havia um marcador sob selecéo, e que estes ocupavam posicao
intermediaria dentro do grupo, ou seja, foi estabelecido que os marcadores

na quinta posi¢céo apresentavam distor¢do de segregacao.

3.2.3. Mapeamento

ApOs a geracdo dos dados das populacdes F,, com analise de
marcadores dominante, seguiram-se as demais etapas do processo de
mapeamento levando-se em consideracdo a distor¢cdo e a negligenciando,

como descrito a seguir:

3.2.3.1. Andlise de Segregacéo de Locos Individuais

Foram aplicados testes de qui-quadrado para verificacdo da razao de
segregacdo em cada marca, para todas as populacdes geradas, sendo que
a proporcao esperada para as populactes simuladas era de 3:1. Este teste
serviu para ratificar a distorcdo de segregacdo nos marcadores em que tal
condi¢do foi imposta e também para avaliar o efeito que este marcador

exercia sobre os demais em regides cromossdmicas vizinhas.

3.2.3.2. Andlise de Pares de Marcas — Estimacdo da Percentagem de
Recombinacéo

Apoés a aplicacdo dos testes de segregacao, seguiu-se a etapa da
estimacéo da percentagem de recombinacédo entre pares de marcas. Para
esta estimacdo foi utilizado o método da maxima verossimilhanca. Nesta
etapa foram utilizadas todas as marcas, incluindo aquelas que néo
segregaram conforme o esperado para a populagao.

Para esta estimacdo pelo método de maxima verossimilhanca foram
utilizadas duas funcbes de verossimilhanca. A primeira foi a normalmente
conhecida para a populagédo, a qual ndo leva em consideracédo a distorgcéo
de segregacao presente (Liu, 1998; Schuster & Cruz, 2004). E a segunda
uma funcdo desenvolvida neste trabalho, que considera a presenca de
marcas com distorcdo de segregacao.

Assim, foram obtidos para cada populacdo simulada trés mapas
genéticos. Um ignorando a existéncia de distorcao de segregacao e outros
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dois admitindo a existéncia de distorcdo, porém usando duas estratégias ja

citadas anteriormente.

3.2.3.3. Determinacgao dos Grupos de Ligacéo

O passo seguinte a estimacéao das frequéncias de recombinacao entre
pares de marcas € transformacao destas distancias por alguma das funcdes
de mapeamento e o estabelecimento dos grupos de ligacdo. Na formacéo do
grupo de ligacéo utilizou-se a propriedade transitiva, ou seja, se o loco A
esté ligado ao loco B, e o loco B esta ligado ao loco C, entdo o loco A esta
ligado ao loco C, independente da frequéncia de recombinacdo estimada
entre A e C e, portanto, A, B e C pertencem ao mesmo grupo de ligacdo. Os
critérios a serem utilizados no agrupamento sao a frequiéncia maxima de
recombinacdo (rmax) € 0 LOD minimo (LODy,n), para inferir que dois locos
estdo ligados. Neste trabalho foram utilizados os valores de 30% e 3,

respectivamente, para rmayx € LODpmin.

3.2.3.4. Ordenamento das Marcas no Grupo de Ligacao

Quando se tem um grupo de ligacdo com apenas duas marcas,
apenas uma ordem é possivel, uma vez que a orientacdo da ordem pode ser
ignorada. Porém, para trés marcadores sdo possiveis 3 ordens, e para n
marcadores, sdo possiveis n!/2 ordens. Portanto, apés a formacdo dos
grupos de ligacdo, é necessario a determinacdo da melhor ordem das
marcas nos grupos. O método utilizado foi o da SARF (Sum of Adjacent
Recombination Fractions).

Realizados todos os passos descritos até entdo, os grupos de ligacao

para as populacdes simuladas estardo formados.

3.2.4. Comparacao de Genomas

Para as comparacdes foram avaliadas: 1) nimero de grupos de
ligacdo obtidos no mapeamento; 2) nUmero de marcas obtidas por grupo de
ligacdo no mapeamento; 3) tamanho de grupos de ligacdo; 4) distancia
média entre marcadores adjacentes; 5) variancia das distancias entre

marcas adjacentes e; 6) estresse.
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3.2.4.1. Namero de Grupos de Ligacdo Obtidos no Mapeamento
Para todos os genomas analisados foi feita uma contagem do nimero

de grupos de ligacédo obtidos do mapeamento das populacdes simuladas.

3.2.4.2. Numero de Marcas Obtidas por GL no Mapeamento
Para todos os genomas analisados foi feita uma contagem do nimero
de marcas em todos os grupos de ligacdo obtidos do mapeamento das

populacdes simuladas

3.2.4.3. Tamanho do Grupo de Ligacéo
Dado pelo somatério das distancias entre marcas adjacentes no grupo
de ligacao analisado, como segue:
m-1
= a dk
k=1
em que L é o tamanho do grupo de liga¢do, d, é a distancia entre marcas
adjacentes my e my+1 no grupo de ligacdo analisado (k= 1,..., m-1), em € o

namero de marcadores no grupo de ligacdo analisado.

3.2.4.4. Distancia Média entre Marcadores Adjacentes
E a razdo do tamanho do grupo de ligacdo pelo nimero de intervalos
entre marcas adjacentes no grupo de ligacdo, como segue:

g-_L
m-1

3.2.4.5. Variancia das Distancias entre Marcas Adjacentes

Esta medida foi utii uma vez que o genoma original apresentava
marcas equidistantes tendo-se variancia nula. E dada por:

m-1 —

& (dy - dy
SA2 k=1

== | em que é o nimero de intervalos dado por m-1.

3.2.4.6. Estresse
O coeficiente de estresse (S) é utilizado como medida de adequacéao
das distancias estimadas em representar as verdadeiras distancias
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estabelecidas no genoma real. Foi estabelecido com o propdsito similar ao
apresentado Cruz e Carneiro (2003) em estudos de divergéncia genética. E

dado por:

a

k
em que d, € a distancia entre marcas adjacentes mx € mg1 NO genoma

original (real) e d, é a distancia entre marcas adjacentes my € my.1 NO grupo
de ligac&o analisado (k= 1,..., m-1).

Para melhor entendimento, o estresse pode ser dado em funcéo do
desvio médio das distancias entre marcas adjacentes no grupo de ligacéo e

aquelas no genoma original, como segue abaixo e representado na férmula.

ed o6

S=¢—3:.100
g :

0g
em que d é o desvio médio das distancias por intervalo no grupo de ligacéo
analisado, em relacdo ao genoma original com saturacédo de 10cM e d, € a

distancia entre marcas adjacentes no genoma original (neste caso 10cM).
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. Segregacdo Ambigua

4.1.1. Populagéo F, com Marcadores Dominante

Uma das dificuldades encontradas em analises gen6micas com
finalidade de se estabelecer o mapeamento, envolvendo marcas com
segregacao distorcida, € a propria constatacdo da distor¢cao e, obviamente,
da razdo de segregacdo distorcida. Esta dificuldade € observada, por
exemplo, se for considerada uma populacdo F, em que se consideram
marcas dominantes com segregacao esperada 3:1. Caso ocorra distor¢céo de
segregacdo, numa razado 2:1, é possivel que tal razdo possa nao ser
percebida ou detectada nos testes estatisticos. Para tal, deve-se ter um
tamanho minimo da amostra para possibilitar a distingdo de duas razbes de
segregacfes numa determinada populacdo, com determinado nivel de
significancia.

Assim, a Tabela 1 ilustra o nUmero minimo de individuos em certas
situacdes em que ha duas possiveis razbes de segregacado. Verifica-se,
portanto que, para a distincdo entre as razbes de segregacédo 2:1 e 3:1
seriam necessérios cerca de 454 individuos. Tal fato € de grande
importancia uma vez que em muitos estudos de mapeamento o tamanho da
populacdo tem sido consideravelmente reduzido. Sao exemplos, entre
muitos na literatura, os trabalhos de:

- Torres et al. (1993), trabalhando com Vicia faba com 20 individuos;

- Helentjaris et al. (1986) trabalhando com soja com 50 individuos;
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- Xu et al. (1994) trabalhando com Shorgum bicolor com 50 individuos;

- Bonierbale et al. (1998) trabalhando com Solanum spp. com 65 individuos;

- Nodari et al. (1993) trabalhando com Phaseolus vulgaris com 75

individuos;

- Vilanova et al. (2003) trabalhando com Prunus armeniaca L. com 76
individuos;

- Schwarz-Sommer et al. (2003), trabalhando com Antirrhinum com 92

individuos.

Tabela 1 — NUumero minimo de individuos necessarios para distincdo de

razdes de segregacéao, considerando 5% de probabilidade

Segregacao Segregacdao Alternativa Tamanho da Populacéo
311 11 53,52

311 2:1 454,65

31 4:1 1065,37

311 5:1 358,83

311 71 143,27

Com o propoésito de ressaltar a importancia do namero de individuos
de uma populacdo na caracterizacdo da distorcdo e evidenciar a
ambigiidade de segregacao, foi considerada uma populagdo F, com marcas
dominantes, em que a segregacédo esperada é de 3:1. Com um tamanho de
populacdo de 455 individuos poder-se-ia obter o resultado ilustrado na

Tabela 2. Com nitida situacdo de ambiglidade de segregacao.

Tabela 2 — Valores de c?e nivel de significancia (a) em duas populacdes F

dominante com 455 individuos

Obs Esp 3:1 Esp 2:1
A- 323 341,25 303,33
aa 132 113,75 151,67
c? 3,90 3,82
a (%) 4,817 5,005
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Na situacdo apresentada, as duas hip6teses apresentam valor de qui-
quadrado proximo, tornando dificil a tomada de decisdo quanto a razao mais
apropriada. Um unico individuo classificado incorretamente seria capaz de
alterar o valor de probabilidade em torno do nivel critico, neste exemplo
referenciado como 5%, alterando a conclusdo sobre a hipétese de
segregacdo mais apropriada. Situacdes como esta, certamente podem ter
ocorrido em muitos estudos mapeamento, passando despercebido, uma vez
que tal assunto ndo tem merecido a devida importancia.

Uma situacdo ainda mais drastica, a ser considerada em muitos
estudos de mapeamento genético, é aquela em que ha possibilidade de se
cometer erro Tipo Il, em que segregaclOes falsas sdo admitidas como
verdadeiras. Isto pode ocorrer em razédo do baixo poder de deteccédo do teste
estatistico quando aplicados em amostras de tamanho reduzido. Um
exemplo bastante evidente, para maiores reflexdes, € apresentado,
considerando novamente uma populacdo F, com marcas dominantes
(Tabela 3), em que uma marca segrega nitidamente na proporcao 2:1, numa

populacao representada por apenas 30 individuos.

Tabela 3 - Valores de c?e nivel de significancia (a) em duas populacdes F;

dominante com 30 individuos

Obs Esp 3:1 Esp 2:1
A- 20 22,5 20
aa 10 7,5 10
c2 1,11 0,00
a (%) 29,184 100,0

Na Tabela 3, pode ser visualizada uma situacéo bastante rotineira em
estudos de mapeamento genético, em que 0 pesquisador avalia a
segregacao mendeliana adotando um nivel de significancia pré-estabelecido.
Assim, pode ser constatado que, considerando um nivel minimo de
significancia igual a 5%, a hip6tese de segregacao 3:1 ndo seria rejeitada,
apesar de ser, obviamente, falsa. Neste caso, o tamanho da amostra de 30

individuos foi insuficiente para promover niveis de probabilidade
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significativos. Um exemplo pratico € o trabalho de Eujayl et al. (1997) no qual
estudaram populacdo F, de Lens culinaris Medik, em que nao se rejeita a
segregacédo de 3:1 devido ao numero de individuos reduzido na andlise por
meio do teste de qui-quadrado para A- e aa, com 27 e 5 individuos,
respectivamente e para 25 e 13 individuos. Ficando evidente que estes
resultados podem ser devidos ao tamanho reduzido da amostra.

Na Tabela 4, fica evidenciado de forma mais geral o problema de néao
se rejeitar uma hipotese falsa considerando diferentes tamanhos de
amostras variando de 30 a 120 individuos. Deve ser realcado que estes
tamanhos muitas vezes estao dentro da faixa de muitos estudos realizados e

descritos na literatura.

Tabela 4 — Valores de c2e nivel de significancia (a) em quatro populagées

F, dominante com evidente segregacdo observada de 2:1,

porém com hipétese de segregacéao 3:1

Obs Obs Obs Obs
A- 20 40 60 80
aa 10 20 30 40
c? (Hp:3:1) L1l 2,22 3,33 4,44
a (%) 29,18 13,60 6,79 3,50

Verifica-se, na Tabela 4, que para a situacdo considerada, que
apenas com 120 individuos, com valores observados de 80 e 40 individuos
para A- e aa, respectivamente, foi possivel rejeitar a hiptese de segregacao
3:1. O trabalho de Jenczewski et al. (1997) € um bom exemplo para observar
na pratica resultados proximos. Estes autores, trabalhando com Medicago
(Leguminosa) rejeitam ou ndo a segregacao de 3:1 por meio de pequena
variacao no numero de individuos. Como ilustracdo, quando A- e aa ocorrem
com 81 e 40 individuos respectivamente rejeita-se a segregacao 3:1, porém
guando A- e aa se apresentam, com respectivamente, 82 e 38 n&o se rejeita
a segregacao 3:1. Assim, verifica-se na pratica que mesmo com 120

individuos uma pequena variagdo de individuos nas classes pode modificar
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a conclusdo da hipétese Hp, mesmo com forte evidencia de uma
segregacao, no caso de 2:1.

Esta situacdo de segregacdo 2:1 em populagcdes F, com marcas
dominantes, ja foi relatada na literatura em diversos trabalhos (Eujayl et al.,
1997; Matsushita et al.,, 2003; Zamir & Tadmor, 1986; Lu et al., 2002;

Jenczewski et al., 1997).

4.1.2. Populacao de Retrocruzamento

As situagOes anteriormente apresentadas relatam de fato as
dificuldades na definicdo da propria distorcdo em populagcdo F, com
marcadores dominante. Uma situacdo também a ser considerada, porém
mais amena, é aquela encontrada em analises de popula¢ces derivadas de
retrocruzamento em que a razdo de segregacao esperada é de 1:1. Para
uma abordagem sobre o tema e oferecer dados para reflexdo, admitiu-se
possivel encontrar segregacao do tipo 2:1, 3:1 e/ou outras, entre marcas
moleculares em confronto com a segregacao mendeliana esperada de 1:1.

A Tabela 5 apresenta o nimero minimo de individuos em certas
situacdes em retrocruzamento para distincdo em relacdo a uma hipotese de
1:1. Constata-se que o numero necessario para distingdo entre segregacao
ambigua é comparativamente menos elevado do que o verificado numa
populacdo F,, demonstrando-se, que neste aspecto, uma populacdo de
retrocruzamento deve possibilitar identificar mais acertadamente a

verdadeira razdo de segregacao

Tabela 5 — NUumero minimo de individuos necessarios para distincdo de

razdes de segregacao, considerando 5% de probabilidade

Segregacao Segregacao Alternativa Tamanho da Populacéo
11 2:1 130,44

11 311 53,48

11 4:1 34,56

1.1 5:1 26,32

11 71 18,83
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Para melhor entendimento sobre a ambiguidade, foi considerado a
analise de uma populacdo de retrocruzamento com 130 individuos,
proporcionado um particular resultado, descrito na Tabela 6. Evidencia-se
também a ambiglidade de segregacdo, no qual as duas hipéteses
apresentam valor de qui-quadrado préximo, tornando dificil a tomada de
decisdo quanto a razao mais apropriada. Um unico individuo classificado
incorretamente seria capaz de alterar o valor de probabilidade em torno do
nivel critico, alterando a conclusao sobre a hipotese de segregacdo mais
apropriada. Tal fato é de grande importancia uma vez que também em
retrocruzamentos usados em muitos estudos de mapeamento, o tamanho da
populacdo tem sido consideravelmente reduzido. Sdo exemplos, entre
muitos na literatura, os trabalhos de:

- Gebhardt et al. (1989), trabalhando com Solanum tuberosum com 67
individuos;

- Gebhardt et al. (1989), trabalhando com Solanum spp. com 100
individuos;

- Vallejos et a. (1992), trabalhando com Phaseolus vulgaris com 68
individuos;

- Echt et al. (1994), trabalhando com Medicago sativa com 86 individuos;

- Fjeellstrom and Parfitt (1994), trabalhando com Juglans spp. com 63
individuos;

-Ky et al. (2000), trabalhando com Coffea sp. com 62 individuos.

Tabela 6 — Valores de c?e nivel de significancia (a) em duas razdes de

segregacdes numa populacdo de retrocruzamentos, com 130

individuos
Obs Esp 1:1 Esp 2:1
Aa 76 65 86,7
aa 54 65 43,3
c? 3,72 3,94
a (%) 5,34 4,72
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Em populacdo de retrocruzamento também € possivel encontrar
situacbes que levam o pesquisador a cometer erro Tipo Il, em que
segregacoes falsas sao admitidas como verdadeiras, em consequéncia do
baixo poder de deteccao do teste estatistico, em razdo do tamanho reduzido
da amostra utilizado. Novamente, para fins de melhores fundamentacdes
sobre a questdo levantada, € apresentado, como ilustracdo, uma marca
segregando nitidamente na propor¢cao 2:1, numa populacdo representada
por apenas 30 individuos (Tabela 7). Verifica-se, pelo resultado encontrado
ao realizar o teste de qui-quadrado, que o pesquisador seria levado a nao
rejeitar a hipotese de segregacdo 1:1, ao nivel de 5% de probabilidade,

apesar de, nitidamente, a segrega¢ao ocorrer numa taxa 2:1.

Tabela 7 — Valores de c?e nivel de significancia (a) em relacdo a duas

hipéteses de segregacdo em populacdo de retrocruzamento,

com 30 individuos

Obs Esp 1:1 Esp 2:1
Aa 20 15 20
aa 10 15 10
c2 3,33 0,00
a (%) 6,79 100,0

Pode ser verificado, considerando um nivel minimo de significancia
igual a 5%, que a hip6tese de segregacao 1:1 ndo seria rejeitada, apesar de
falsa. Tal situacdo pode ja ter ocorrido em muitos estudos e passado
desapercebido. Neste caso, o tamanho da amostra de 30 individuos foi
insuficiente para promover niveis de probabilidade significativos. Na Tabela
8, fica evidenciado, de forma mais geral, as situacbes, em populacdo de
retrocruzamento, em que o problema de néo se rejeitar uma hipétese falsa
se verifica para diferentes tamanhos de populagdes.

Na Tabela 8, que ilustra, de forma mais geral, o problema de nao
rejeitar uma hipotese falsa, também fica evidente que o problema de
deteccdo de segregacéo distorcida, em retrocruzamento, € mais ameno que

em populacdo F,, com marcas dominantes. Com 36 individuos, com valores
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observados de 24 e 12 individuos para Aa e aa, respectivamente, ja foi
possivel rejeitar a hiptese de segregacédo 1:1.

Esta situacao de segregacao 2:1 em populac¢des de retrocruzamento,
ja foi relatada na literatura, como pode ser constatado nos trabalhos de
Herrera, et al. (2002) e Cheng et al. (1998).

Tabela 8 — Valores de c¢?e nivel de significancia (a) em quatro populacées

de retrocruzamento com evidente segregacao observada de 2:1

Obs Obs Obs obs
Aa 20 22 24 26
aa 10 11 12 13
c2 3,33 3,67 4,00 4,33
a (%) 6,79 5,55 4,55 3,74
4.2. Estimadores das Taxas de Distor¢céo de Segregacao

A distorcdo gamética é aquela em que a sua ocorréncia resulta numa
propor¢cdo gameética diferente da esperada mendeliana. Porém as
freqUiéncias esperadas das classes genotipicas sdo compativeis com o0s
fundamentos bioldgicos relacionados a segregacao de genes, distribuicdo de
cromatides, viabilidade gamética e zigoética, dentre outras. Neste caso, a
estrutura da populacdo estudada ndo € perdida, podendo ser predita se
conhecida a taxa de distorcdo da segregacdo dos gametas. Deve ser
ressaltado que a existéncia de um marcador com DS atuando antes da
fertilizacdo pode apenas alterar propor¢cdes gameéticas, e as proporcdes
genotipicas serdo alteradas apenas se, indiretamente as proporcdes
gaméticas restringirem as combinacfes realizaveis das proporcoes
genotipicas (Vogl & Xu, 2000).

A distorcdo genotipica é aquela que incide sobre o gendtipo ja
estabelecido (apos a fertilizacdo), que desestrutura a populacdo, em termos
do estabelecimento da freqliéncia genotipica do loco sobre distor¢do e dos
demais a ele ligados. Em determinadas situacdes a viabilidade por selecéo

apos a fertilizacdo pode ser mais importante que aquela que se manifesta
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com a selecdo gamética, por exemplo, em acasalamentos consanguineos
em que se reduz a sobrevivéncia de homozigotos comparado com
heterozigotos (Charlesworth & Charles-worth, 1987). A DS apés a
fertilizacdo geralmente afetara e alterara diretamente as proporcdes
genotipicas (Vogl & Xu, 2000).

Assim, principalmente em distorcdo gamética, existem muitos casos
em que a razdo de segregacdo pode ndo ser nitida em termos de valores
inteiros. Ou seja, numa populacéo que deveria segregar 3:1 ha possibilidade
de varias taxas de segregacdo e nao apenas 1:1, 2:1, 4:1 etc. Desta forma,
torna-se fundamental trabalhar ndo com a razao de segregacédo, mas com a
taxa de distorcdo, que pode ser predita, a partir da concepcdo de um
fenbmeno bioldgico, ou estimada a partir dos dados experimentais.

Para cada tipo de populacédo estudada tem-se uma taxa de distorcao
esperada relativa a determinado loco, e o seu conhecimento e entendimento
€ importante para o entendimento dos processos de distor¢cdo de
segregacdo e estabelecimento de valores esperados de segregacao

conjunta. Tais conceitos serdo abordados a seguir.

4.2.1. Taxa de Distorcéo Esperada

4.2.1.1. Taxa de Distorcdo Gamética em Populagcdo F,, com Marcadores
Dominantes

No estabelecimento da taxa de distorcdo gamética, espera-se que 0s
valores de probabilidade de ocorréncia de gametas A e a, de um
heterozigoto, seja diferencial. Admite-se que o valor da taxa possa ser
representado por s, e que um heterozigoto Aa seria capaz de produzir os
seguintes gametas:

f(A)=%+s

fa)=%-s

Com as frequéncias dos gametas tem-se o0 seguinte quadro de

estabelecimento de gendétipos a partir de cruzamento entre heterozigotos:
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Gametas A (%2 +59) aiz-s)

A (%2 +59) AA (Y2 +58) (Y2 +5) Aa (2+5s)(¥-9)
a(®-s) Aa (Y2+5s) (%2-59) aa(*2-s) (-9

Assim a frequéncia fenotipica esperada na descendéncia sera:
f(A-) = [(Y2 + s) * + 2(1/4 — %)
e
f(aa) = (V2 - s)°
Portanto, numa populacdo F,, derivada do cruzamento entre

heterozigoto espera-se a constituicdo genotipica (ou fenotipica) dada a

seqguir:

Classes Esperado (s=0) Esperado (sl10)
A- Ya Ya+s—s

aa Yy Yy-s+s°

Se ha razbes bioldgicas para se acreditar numa razao de segregacao
distorcida, por exemplo, 2:1, ou genericamente aj;: a, pode-se assumir,

genericamente, que:

fA) = Sus.s2=_ 2
4 a; +ao

e

f(aa):l-s+52: a2
4 a1+a2

dessa forma, o valor da taxa de distorcdo gamética poderia ser estabelecida

da seguinte maneira:

a
al + a2

1
S==-
2

Assim, se for novamente tomado como ilustracdo uma razao de
segregacdo de 2:1, o valor representativo da taxa de distorcdo gamética

esperada, associada a esta razdo, serd igual a -0,077350269 (valor de s).
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Na Tabela 9 encontram-se valores da taxa de distorcdo gamética associada
a algumas razbes de segregacao, possiveis de serem encontradas em

vérias situacdes de analise gendmica.

Tabela 9 — Valores de distorcdo gamética em diversas razdes de
segregacao

Razé&o de segregagao Taxa de distorcdo gamética

11 -0,20710

2:1 -0,0735

3:1 0,0

4:1 0,05279

5:1 0,09175

7:1 0,14644

9:1 0,18377

10:1 0,19848

4.2.1.2. Taxa de Distorcdo Genotipica em Populacdo F,, com Marcadores
Dominante

Certamente que também se pode inferir que a distor¢cao na razéo de
segregacdo constatada pode ser calculada admitindo que ela seja
conseqUéncia de uma viabilidade diferencial dos gendétipos que surgem apos
o0 processo de fertilizacdo. Neste caso, deve-se estabelecer uma taxa de
distorcdo genotipica que surge em razdo da segregacao distorcida ter
ocorrido por morte zigética. Neste estudo, serd admitido que a taxa de
distorcdo genotipica seja representada por g, de forma que seria esperado

na populacéo F, as seguintes classes fenotipicas:

Classes Esperado (g=0) Esperado (gJ0)
A- Ya Ya+ g
aa Ya Ya-g
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Novamente, se ha razbes bioldgicas para se acreditar numa razao de

segregacao distorcida, por exemplo, de 2:1, ou genericamente a;: a, pode-

se definir;
(a)=Srg= 2
4 al + a2
e
f(aa) = 1 g= 22
4 al + a2

dessa forma, o valor da taxa de distor¢cdo genotipica poderia ser
estabelecida por meio do seguinte estimador:

oy 3.1 &
a1+a2 4 4 a1+a2

Assim, se for novamente considerada que a razdo de segregacao
esperada seja 2:1 o valor da taxa de distor¢do genotipica estimado sera de -
0,08333. Na Tabela 10 encontram-se valores da taxa de distorcdo genotipica

associados a varias razdes de segregacao.

Tabela 10 — Valores de distorcdo genotipica associados a diversas razdes

de segregacéo

Razéo de segregacao Taxa de distorcdo gamética
1.1 - 0,25

2:1 -0,08333

311 0,0

4:1 0,05

5:1 0,08333

71 0,125

9:1 0,15

10;1 0,15909

As duas taxas, gamética e genotipicas estdo relacionadas por meio
da seguinte expressao:
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1- |1- 49

4.2.1.3. Taxa de Distorcdo Gamética em Populacédo Retrocruzamento
A taxa de segregacao distorcida podera ser estimada em diferentes
populagdes, como se pretende evidenciar neste estudo. Assim, se agora for
admitido que ocorreu uma segregacado diferente do esperado pela lei
mendeliana, a taxa, representada por s, pode ser estimada considerando,
novamente, que um heterozigoto Aa produzira os seguintes gametas:
f(A)=%+s

fa)=%-s
E, o F;1 quando retrocruzado com o genitor recessivo aa proporcionara

as seguintes classes genotipicas na descendéncia:

Gametas a(1)
A (%2 +59) Aa(*2+s) (1) =(~+59)
a(z-s) aa(*2-s)(1)=(2-9)

Desta forma a populacéo de retrocruzamento, com e sem distorcao de
segregacdo, é constituida pelos gendtipos e as freqiéncias genotipicas
especificadas a seguir:

Classes Esperado (s=0) Esperado (sC10)
Aa Y Ya+s
aa Yo ¥%-s

Pode-se observar que, neste tipo de populacdo, as frequéncias
genotipicas sdo dadas exatamente pela freqiiéncias gaméticas. Assim, se ha
razGes biolégicas para se acreditar numa razao de segregacédo distorcida,
por exemplo, de 2:1, ou genericamente a;. a, pode-se estabelecer a

igualdade:
f(Aa) = S4s=_ 1

2 a;+a,
e

40



ar

1
f(aa) = =- s =
2 a; +a,

dessa forma, o valor da taxa de distorcdo gamética poderia ser estimada por
meio do estimador:

1 a,
S=—- ou S = - =
2 ap+a, a;+a, 2

a4

Assim, se for novamente considerada a razédo de segregacao de 2:1 0
valor da taxa de distorcdo gamética esperada sera de 0,16667. Na Tabela
11 encontram-se valores da taxa de distor¢do gamética, numa populagéo de
retrocruzamentos, associada a varias situacdes de razdo de segregacao

com e sem distorcéo.

Tabela 11 - Valores de distorcdo gamética em diversas razdes de

segregacao
Razao de segregacao Taxa de distorcdo gamética
1:3 -0,25
11 0,00
2:1 0,16667
31 0,25
4:1 0,30
5:1 0,33333
71 0,375
9:1 0,4
10:1 0,4090

4.2.1.4. Taxa de Distorcdo Genotipica em Populacao Retrocruzamento

Em relacdo a taxa de distorcdo genotipica, em que se admite que a
razdo de segregacdao distorcida tenha ocorrido em razdo de morte zigoética,
também representada por g, de forma que seria esperado, na populacéo de

retrocruzamento, as seguintes classes genotipicas:
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Classes Esperado (g=0) Esperado (g[J10)

Aa Y2 “+g
aa Y %-g

Novamente, e se ha razdes bioldgicas para se acreditar numa razao

de segregacéao distorcida, genericamente dada por a;: a,, entdo se tem:

(a)= 2 +g=_—1
2 a;ta,

e

f(aa):l-gz a2
2 a1+a2

Dessa forma, o valor da taxa de distorcdo genotipica poderia ser
estabelecida da seguinte maneira:

1 a,
g:—-
2 a1+a2

ou

a, 1

al+a2 2

A férmula obtida para obtencao de g € idéntica a obtida para o célculo
da taxa de distor¢do gamética s. Assim, se for novamente considerada que a
razdo de segregacdo esperada seja 2:1 o valor da taxa de distorcao
genotipica g esperada serda também igual a 0,16667, como s. Assim, 0S
valores da taxa de distorcdo genotipica em varias situacdes de razdo de
segregacdo sera idéntica a taxa de distorcdo gamética, demonstrada na
Tabela 11.

4.2.2. Taxa de Distor¢cao Observada

Nesta situacdo ndo ha inferéncia sobre a causa da distor¢cao, apenas
uma constatacdo de que a segregacdo mendeliana nao ocorre e,
consequentemente, é possivel por meio dos valores observados estimar a

taxa de distorgéo.
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4.2.2.1. Populacgédo F,, com Marcadores Dominante

Para a estimacdo da taxa de distorcdo sera considerado uma

populacdo F,, em estudo de mapeamento com marcadores dominantes. A

taxa de distorcdo poderd ser estimada a partir dos proprios dados

experimentais bastando considerar que as proporc¢des tedricas a;:a, possam

ser substituidas pelas proporcdes observadas 01:0, em que 0; representa a

numero observado de individuos A- e 0, 0 nimero observado de individuos

aa. Assim, pode-se obter de:

1 a
s==- 2
2 a1+a2

com a substituicdo apropriada, a expressao:

02
01 + 02

~ 1
S=—-
2

para distor¢cdo de segregacao gamética
e de:

a, 3 1 ao

a1+a2 4 4 a1+a2

com a substituicdo apropriada, a expressao:

o] 3 1 0
1 ou 2

01+02 4 4 01+ 02

g=

para distor¢cao de segregacédo genotipica.

Assim, supondo uma distorcdo de segregacéo,
genotipica, de 2:1 tem-se o0s valores estimados:
- distor¢do gamética

-1, | % =1-‘/ L 0077350269
2 01+02 2 2+1

- distor¢céo genotipica

g1 0 _1 1
4 0,+0, 4 2+1

= -0,08333

gamética ou

Apesar de evidente, € importante relembrar o exemplo dado

anteriormente para F, com marcas dominantes (Tabela 4), em que o teste

de qui-quadrado nao rejeitava, em algumas situacdes, a hipotese de
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segregacdo 3:1, mas a taxa de distorcdo gamética é, de fato, propria da

segregacao 2:1 (Tabela 12).

Tabela 12 — Valores de c?e nivel de significancia (a) em quatro populacdes

F., dominante com evidente segregac¢ao observada de 2:1

Obs Obs Obs Obs
A- 20 40 60 80
aa 10 20 30 40
c? 1,11 2,22 3,33 4.44
a (%) 29,18 13,60 6,79 3,50
s(ous) -0,07735 -0,07735 -0,07735 -0,07735
4.2.2.2. Populacdo de Retrocruzamento

Em relacdo a populacdo de retrocruzamento, a taxa de distorcao
também podera ser estimada a partir dos proprios dados experimentais
bastando considerar que as propor¢des tedricas aj;: a, possam ser
substituidas pelas propor¢cbes observadas 0;: 0,, em que 0; representa o
namero observada de individuos Aa e 0, 0 numero observada de individuos
aa. Assim, pode-se obter de:

1@
2 a1+a2

s=g¢

com a substituicdo apropriada, tem-se o estimador

~ o~ 1 0,
S:g:—-
2 01+02

para as distorcdes de segregacdo gamética (S) e genotipica (g).
Supondo uma distor¢cdo de segregacao gameética e genotipica de 2:1
tem-se:

g-g=2._% _1 1 _4i6667
2 01+02 2 2+1

Na mesma situacdo apresentado para F, dominante, também em
retrocruzamento é importante relembrar o exemplo dado anteriormente

(Tabela 8), em que o teste de qui-quadrado nao rejeitava, em algumas
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situacdes, a hipotese de segregacdo 1:1, mas com a taxa de distor¢cao

gamética sendo de fato, propria da segregacédo 2:1 (Tabela 13).

Tabela 13 — Valores de c’e nivel de significaAncia (a)em quatro populactes

de retrocruzamento com evidente segregacdo observada de

2:1

Obs Obs Obs Obs
Aa 20 22 24 26
aa 10 11 12 13
c2 3,33 3,67 4,00 4,33
a (%) 6,79 5,55 4,55 3,74
s(ou S) 0,1667 0,1667 0,1667 0,1667
4.3. Segregacao de Pares de Locos

Outro problema a ser considerado no mapeamento genético
envolvendo locos com segregacao distorcida é a estimacado da porcentagem
de recombinacdo entre dois genes (ou marcas moleculares) em que pelo
menos uma delas apresenta distorcdo de segregacdo. O que pode ser

devido, por exemplo, a distorcdo de segregacdo gamética ou genotipica.

4.3.1. Distor¢cdo Gamética

4.3.1.1. Populacédo F,, com Marcadores Dominantes em Fase de
Aproximacao

Considerando uma populacéo F, com duas marcas dominantes (A/a e
B/b), em que a marca A/a apresenta segregacao distorcida, por exemplo,
segrega na proporcdo, 2:1, e a marca B/b segrega na proporcdo 3:1.
Admitindo que estas marcas encontram-se em fase de aproximacdo no F;
duplo-heterozigoto, com a configuracdo AB//ab, e que a distorcdo é
explicada por variagdo na probabilidade gamética do loco A/a, pode-se

admitir os seguintes valores de probabilidade conjunta:
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P(AB) = P(AP(BIA) = ¢+ s%1- 1)

P(Ab) = P(A)P(b/A) = & + s% =
2 2 p

P(aB) = P(a)P(Bla) = & - s¥ =
2 g

P(ab) = P(a)P(b/a) = &= - s¥1- 1)
&2

=l _ (1+ 2s)(1- 1)

e 2 2

1+ 2s)r
2

(1- 2s)r

el _(1-2s)2-71)

Dessa forma, tem-se na Tabela 14 os valores comparativos de

freqiéncias gaméticas esperadas com e sem distor¢cdo. Constata-se que, no

modelo apresentado, ha um pressuposto interessante de que se o loco A/a

apresenta distorcdo gamética, o loco B/b ligado a ele certamente

apresentara distorcdo pela acdo indireta da selecéo sobre o loco em ligacédo

fatorial.

Tabela 14 — Comparacéao de valores de frequéncias gaméticas esperadas de

um F; em aproximacao, sem e com distorcdo de segregacao

gamética
Gameta Tipo FreqUéncia (s=0) Frequéncia (s0)
AB Paternal 1-r p(1-r)
2
Ab Recombinante r pr
2
aB Recombinante T qr
2
ab Paternal 1-r q(1-r)
2

em que: p = (1+2s) /2 e g = (1-2s) /2, sendo p+q =1
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Assim se a distorcdo gamética, direta e indireta, pode ser observada
por meio das seguintes consideracoes:

- a segregacdao esperada para o loco A/a é dada por:

f(A)=p(l-+pr=p=%+s
e

f(a) = ar + q(1-r) = qr+q-qr =q="2 - s

A segregacédo esperada para o loco B/b também sera distorcida, nao
pelo fator seletivo que atua diretamente sobre este loco, mas Unica e
exclusivamente pela agdo indireta em raz&o da existéncia da ligacao fatorial

com o loco A/a sob distorgcédo. Assim, tem-se:
f(B) =p(1-r)+qr=%+s-2rs
e

f(b) =pr+q(1l-r)=%-s + 2rs

Se o loco B/b esta completamente ligado ao loco A/a, entdor =0 e se

verifica;
f(B)=f(A)=%+s
e

f(b) = f(a) =% - s

Se o loco B/b tem distribuicdo independente de A/a, entdo r = 1/2 e se

verifica:
f(B) =%
e

f(b) =12

Este pressuposto do modelo é coerente com fatos observados na
literatura, uma vez que diversos trabalhos relatam que genes causadores de
distorcdo manifestam distorcdo de segregacdo em marcas ligadas. Dentre
eles pode-se citar os trabalhos de Zamir & Tadmor (1986), Pereira et al.
(1993), Xu et al. (1997) e Vogl & Xu (2000). Entretanto, em alguns outros

trabalhos ha relatos que a distorcdo incide unicamente em um loco, nao
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afetando aqueles em regides adjacentes. Assim, a ndo observacdo do
pressuposto na teoria apresentada, poderia ocorrer se a DS tivesse causa
em erros de genotipagem (Vogl & Xu, 2000) ou na duplicacdo da informacéo
genética (Frisch et al.,, 2004), fatores que afetam apenas o marcador
especifico.

Assim, com as frequéncias esperadas dos gametas pode-se
estabelecer as frequéncias esperadas das classes genotipicas com a
presenca de distorcdo de segregacao gamética conforme o Tabela 15. Estas
frequéncia serdo indispensaveis no estabelecimento das funcbes de
verossimilhanga, possibilitando obter estimativas mais acuradas da

porcentagem de recombinacgao entre as marcas estudadas.

Tabela 15 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distor¢cao

gamética em populacdo F, dominante em aproximacao

Genoétipo  FreglUiéncia esperada FreqUéncia esperada
com distorcao st10 sem distorcao (s=0)

AB- 1-¢?- [preq@- NP +a?@-n? 1,1, 2

2 4
ABb fpr+ g 017 - o?(@- 1) 1 @n?

4 4
@B g?- g’(L- 1)’ 1an

4 4
aabb  q?(1- n) (- n?

4

em que: p = (1+2s) /2 e q = (1-2s) /12 sendo p+q =1

Apesar de ocorrer diferencas teoricas entre as frequéncias fenotipicas
guando se consideram duas marcas moleculares, em que uma apresenta
distorcdo de segregacao, ndo severa, constata-se que, na pratica, o valor
estimado da frequéncia de recombinacdo é bem préximo quando esta
distorcdo é negligenciada. Neste contexto, sera considerado como ilustracéo
duas populagdes F, com 100 e 10000 individuos, em que o loco Ala

apresenta segregacao 2:1 e o loco B/b segregacéao distorcida em razéo da
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ligacdo fatorial, e a porcentagem de recombinacdo é de 10 centimorgans
(cM), conforme Tabela 16.

Para as populacbes, o calculo do valor da porcentagem de
recombinacdo considerando a DS, deve ser estimado a partir da funcéo de

verossimilhanca:

L(r;n;) =1 [pl]nl[pz]nz[ps]n3 [p4]n4

em que:

py=1- g +[pr + q(L- N+ g°(L- 1)
Py = [pr+q@- n* - g*(@- r)?

ps = 9° - g*(1- 1)?

ps=q*(1- 1)

pode-se adotar as medidas auxiliares:
p = (1+2s) /2

g=(1-2s) /2

p+q =1

e os totais observados:

N1 = Na-B-; N1 = Napb; N3 = Naag-; N4 = Naapb ;

N

I
definindo, ainda, | = L sendo N =

N
ny!nyinging! [

1

I Qo

Tabela 16 — Valores de classes fenotipicas com segregacdo de 2:1 em duas

populacées F, dominante, com 100 e 10000 individuos

Classes Observado Observado
A-B- 62 6210

A-bb 5 457

aaB- 6 633

aabb 27 2700

Total 100 10000

A- 67 6667

aa 33 3333

B- 68 6842

bb 32 3157
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O LOD escore (Likelihood of Odds), € logaritmo da razdo entre a
probabilidade de dois locos estarem ligados e a probabilidade de nao
estarem ligados. O entendimento destas questfes é fundamental, pois elas
determinam a confiabilidade do mapa e sua aplicacdo nos programas de
melhoramento. Assim, além da freqtiéncia de recombinacédo, o LOD escore é
utilizado também como critério para inferir sobre a presenca ou auséncia de
ligacdo. Este critério € um teste de razdo de verossimilhanca que utiliza o
logaritmo de base 10 (log10) da razao entre a hipétese de ligagdo com um
determinado valor de frequéncia de ligacao diferente de 0,5 e a hipotese de
auséncia de ligacao, ou seja, freqiéncia de recombinacéo igual a 0,5. A
expressdo de LOD escore é apresentada a seguir:

LOD =log,g 2%3
e - 17U

Para as populacdes de F, com marcadores dominantes a expressao

de calculo do valor de LOD escore para qualquer estimativa de freqténcia

de recombinacao (r) e tamanho de popula¢éo é dada por:

n2 n3 n4

el 1 ,i™ el (1- )20 61 (1- 20 é(1- r)2u U
Mas+-@-1% & - i &, - a e a !

1 92 4 u @4 4 g é4 4 g @& 4 g 1

LOD = |Ogloi N y
) | ae1Q T

% edo Ib

O LOD escore é considerado um teste de significancia usado para
testar a hipétese de ligacao de dois locos génicos. O resultado deste teste

pode ser interpretado da seguinte forma: quando L(r/n;)>L(r =05/n;), o

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

Assim para a populagdo com 100 individuos o valor da porcentagem
de recombinagé&o e do LOD seria dado por

r=10cM e LOD =13,28
Para a populacdo de 10000 individuos o valor da porcentagem de

recombinacéo e do LOD seriam:
50



r=10,0 cMorgans e LOD = 1328,46
Entretanto, muitas vezes, por desconhecimento ou falta de recursos
computacionais, certos pesquisadores tem negligenciado a existéncia de
distorcdo de segregacao e estimado a frequéncia de recombinacdo a partir

da funcéo de verossimilhanca dada por;

) nl Jn2+n3 N4
1 1 zun el 1 20 el 20
Lr;n-:l?—+—1-r - oa—-—(1-r) —(1-r).

em que:
r = frequiéncia de recombinacéo.

Apesar de o calculo ser errdbneo o valor obtido € préximo daquele
preconizado como ideal. Assim, para a populacdo de 100 individuos é
estimado:
r=10,3cM e LOD =13,28
e, para a populacdo de 10000 individuos é estimado:
r=10,3cM e LOD =1328,05

Assim, valores muito proximos sdo encontrados mesmo utilizando um
estimador inapropriado indicando que a manutencdo de mapas distorcidas
em certos estudos gendmicos pode ser tolerada principalmente quando a
proporcao de distorcdo ndo € tdo discrepante da razdo de segregacédo
esperada na populacdo. Mas se for considerado a existéncia de distorcao de
segregacdo mais drastica, por exemplo, de 7:1, os valores poderiam ser
mais discrepantes. Para maiores reflexdes pode ser considerado os dados
da Tabela 17. Para a populacdo com 100 individuos o valor da porcentagem
de recombinacdo e do LOD considerando a DS na funcdo de
verossimilhanca seriam:
r=10,2cM e LOD =8,9479
e, para a populacédo de 10000 individuos é estimado:
r=10cM e LOD =910, 52495
E a obtencdo da estimativa da porcentagem de recombinacdo e do LOD
negligenciando a DS na funcdo de verossimilhanca, para a populacdo com
100 individuos seriam:
r=89cM e LOD =8,96621

e, para a populacdo de 10000 individuos é estimado:
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r=87cM elLOD =908, 99187

Tabela 17 — Valores de classes fenotipicas com segregacédo de 7:1 em duas
populacdes F, dominante, com 100 e 10000 individuos

Classes Observado Observado
A-B- 83 6210

A-bb 5 457

aaB- 2 633

aabb 10 2700

Total 100 10000

A- 88 6667

aa 12 3333

B- 85 6843

bb 15 3157

Analisando os resultados verifica-se que a desconsideracdo da DS
mais pronunciada, nas funcdes de verossimilhanca pode resultar em um viés
consideravel na distancia entre marcadores, mesmo com 10000 individuos,
qgque é um tamanho de populacdo consideravelmente elevado. Deve ficar
registrado que este nivel de distorcdo em torno de 7:1 em populacdo F»
dominante, ndo é raro. Na literatura ha relatos de valores superiores a este
nivel de distorcdo, de segregacdo (Zamir & Tadmor, 1986; Eujayl et al.,
1997; Jenczewski et al., 1997; Zhang et al., 2006).

A Tabela 18 apresenta a estimativa de frequéncia de recombinacgao
em uma populacdo de 10000 individuos para diferentes niveis de DS e
valores estimados da porcentagem de recombinacdo admitindo ou ndo a
taxa de distorcdo. O viés obtido nos valores foi de 0,3 a 2,0 cMorgans.

Na Tabela 19 sédo apresentadas as estimativas de frequéncia de
recombinacdo em uma populacédo de 100 individuos, para diferentes niveis
de DS. O tamanho da populacao afeta o valor de LOD, podendo influenciar o
agrupamento e ordenamento de marcas em grupos de ligacdo, uma vez que

a utilizacdo de um valor minimo de LOD, como critério de definicdo da
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ligacdo fatorial, é utilizado em todos os estudos de estabelecimento de

mapas de ligacao.

Tabela 18 — Estimativas de freqiéncia de recombinagdo (FR) e LODs em
uma populagdo F, dominante com 10000 individuos, com
diferentes DS, considerando a porcentagem de recombinacéao

verdadeira de 10 cMorgans

Nivel de DS FR FR
sem considerars  LOD considerandos LOD

11 10,5 1720,43 10 1722,63
2:1 10,3 1328,05 10 1328,46
3:1 10 1146,63 10 1146,63
4:1 9,6 1043,73 10 1043,95
5:1 9,3 981,04 10 981,67
7:1 8,7 908,99 10 910,52
9;1 8,2 873,17 10 875,51
10:1 8,0 861,80 10 864,38

Tabela 19 — Estimativas de freqiéncia de recombinagdo (FR) e LODs em
uma populacdo F, dominante com 100 individuos, com
diferentes DS

Nivel de DS FR FR
sem considerars  LOD considerando s LOD

11 10,5 17,20 10 17,22
2:1 10,3 13,28 10 13,28
311 10 11,47 10 11,47
4:1 9,6 10,44 10 10,44
5:1 9,3 9,81 10 9,81
7:1 8,7 9,09 10 9,10
9;1 8,2 8,73 10 8,76
10:1 8,0 8,62 10 8,64

Os valores de frequéncia de recombinagcdo observados nas duas

tabelas apresentadas anteriormente evidenciam o viés mais pronunciado a
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medida que o nivel de segregacdo se distancia da freqléncia esperada,
demonstrando que a negligenciacdo da DS em nivel mais severo
proporciona um resultado prejudicial na estimativa da distancia entre marcas

ou do LOD, independente do tamanho da populacéo.

4.3.1.2. Populagdo de Retrocruzamento, F; em Aproximagao

Considere uma populacdo de retrocruzamento e duas marcas
dominantes (A/a e B/b), em que a marca A/a apresenta segregacao
distorcida e a marca B/b segrega na proporcdo 1:1. Admitindo que estas
marcas encontram-se em fase de aproximagcao no F; duplo-heterozigoto,
com a configuracdo AB//ab, e que a distorcao € explicada por variagdo na
probabilidade gamética do loco A/a, deve-se tomar os mesmos valores de
probabilidade conjunta gamética, apresentados anteriormente. Desta forma,
tem-se na Tabela 20, os valores de frequéncias gaméticas esperadas com e

sem distor¢cdo na F; em aproximacao.

Tabela 20 — Comparacéo de valores de frequéncias gaméticas esperadas

sem e com distorcao

Gameta Tipo FreqUéncia (s=0) Frequéncia (sJ0)
AB Paternal 1-r p(1-r)
2
Ab Recombinante r pr
2
aB Recombinante r qr
2
ab Paternal 1-r q(1-r)
2

em que: p = (1+2s) /2 e q = (1-2s) /2, sendo p+q =1

Em retrocruzamento, da mesma forma que demonstrado para F, com
marcadores dominantes, se o loco A/a apresenta distorcdo gamética, o loco
B/b ligado a ele certamente apresentara distorcdo pela acdo indireta da
selecéo sobre o loco em ligacéo fatorial.
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Assim, com a obtencdo das frequéncias esperadas dos gametas da

F, com distorcao de segregacao e da esperada do pai recorrente (recessivo)

que é unitaria, ndo influenciando, foi obtida a freqiéncia esperada de cada

classe genotipica com a presenca de distorcdo de segregacdo gamética

Tabela 21.

Tabela 21 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distorcdo

gamética em populacdo de

aproximacao

retrocruzamento, F; em

Gendtipo FregUéncia esperada com

distorcédo (s* 0)

FregUiéncia esperada sem

distorgéo (s=0)

AaBb p(1- r)
Aabb pr
aaBb ar
aabb ql-r)

=)

=)

em que: p = (1+2s) /2 e g = (1-2s) /12 sendo p+q =1

Com a deducédo das frequéncias esperadas, considerando a DS, o

calculo da porcentagem de recombinacdo € obtido a partir da seguinte

funcéo de verossimilhanca:

L(r;ng) =1 [p@- N fer]™2 [ar]™ [a@- "4
em que:

p = (1+2s) /2

g=(1-2s) /2

p+q =1

sendo

N1 = NaaBb, N1 = Naabb; N3 = NaaBb; N4 = Naabb

N!

tendo| = ——;
ny!nytnging!

4
sendo N = an;
i=1
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Apesar de existir valores diferenciados das frequiéncias genotipica na
populacdo de retrocruzamento, o valor da estimativa de verossimilhanca da
porcentagem de recombinacdo, considerando ou ndo a taxa de distorcéo,
sera exatamente o mesmo. Evidencia-se que em populacdo de
retrocruzamento a distancia entre duas marcas nao € alterada se a distorcéo
de segregacdo for gamética. As duas funcbes de verossimilhanca, a que
considera DS (deduzida) e a que nao considerando a DS (tradicional),

fornecerao estimativas de distancia entre as marcas nao viesadas.

4.3.1.3. Populagdo F,, Marcadores Codominantes, Derivada de F; em
Aproximacao

Considerando uma populacdo F, codominante descendente do
cruzamento entre dois pais heterozigotos com duas marcas codominantes
(A/a e B/b) e admitindo que estas marcas encontram-se em fase de
aproximacao no F; duplo-heterozigoto, com a configuracdo AB//ab e que a
distorcdo € explicada por variacdo na probabilidade gamética do loco Ala,
pode-se admitir os seguintes valores de probabilidade conjunta, ja
apresentados anteriormente. Desta forma, tem-se na Tabela 22, os valores
de frequéncias gaméticas esperadas com e sem distorcdo na F; em

aproximacao.

Tabela 22 — Comparacédo de valores de frequéncias gaméticas esperadas

sem e com distorcao

Gameta Tipo Frequéncia (s=0) Frequéncia (s[J0)
AB Paternal 1-r p(1-r)
2
Ab Recombinante r pr
2
aB Recombinante r qr
2
ab Paternal 1-r q(1-r
2

em que: p = (1+2s) /2 e g = (1-2s) /2, sendo p+q =1
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Neste tipo de populacdo também ocorre o fato de que se o loco Ala
apresenta distorcdo gamética, o loco B/b ligado a ele certamente
apresentara distorcdo pela acdo indireta da selecéo sobre o loco em ligacédo
fatorial. Com o estabelecimento das frequéncias esperadas dos gametas,
considerando a existéncia de distorcdo de segregacdo em um dos locos, foi
possivel a obtencao da freqléncia esperada de cada classe genotipica com
a presenca de distorcdo de segregacao gamética conforme apresentado na
Tabela 23.

Tabela 23 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distor¢cao
gamética em populacgéo F,, marcadores codominantes, obtida

de F; em aproximacao

Gendtipo FregUéncia esperada FreqUéncia esperada
com distor¢do (s: 0) sem distor¢éo (s=0)
(1) AABB p2(1- 1)? 3(1_ "
4
(2) AABD 2p%r(1- 1) lr(l- N
2
(3) AAbb p2r2 lrz
4
(4) AaBB 2pqr(1- r) lr 1 n
2
(5)AaBb  2pq(1- r)? + 2pgr? A
2 2
(6) Aabb 2pgr(1- r) lr(l- 9
4
(8) aaBb 20°%r(1- 1) lr(l- o)
2

em que: p = (1+2s) /2 e g = (1-2s) /2 sendo p+q =1
A funcdo de verossimilhanca, considerando a DS, para o calculo da
porcentagem de recombinacao € a seguinte:
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L) =1 - n2[*ep?r@- n?p?2]° [20ara- ™" pot- n? + 2par?[®

2?7 o?r@- nf®le?a- n?]®

em que:
p = (1+2s) /2;
q = (1-2s) /2;
p+q =1;
N!
= ny!'nsing!ng!ng!ng!n,ng!ng! ;
N = _s?ni :

i=1

4.3.1.4. Populacdo F,, Marcadores Codominantes, Derivada de F; em
Repulséo

Considerando uma populacdo F, codominante descendente do
cruzamento entre dois pais heterozigotos com duas marcas dominantes (A/a
e B/b) e admitindo que estas marcas encontram-se em fase de repulséo no
F1 duplo-heterozigoto, com a configuracdo Ab//aB e que a distorcao é
explicada por variagcdo na probabilidade gamética do loco A/a, pode-se
admitir os valores de probabilidade conjunta ja apresentados anteriormente.
Dessa forma tem-se a Tabela 24, com os valores de freqiiéncias gaméticas

esperadas com e sem distor¢cdo na F; em repulséo.

Tabela 24 — Comparacdo de valores de frequéncias gaméticas esperadas

sem e com distorcao

Gameta Tipo FreqUéncia (s=0) Frequéncia (s=0)
Ab Paternal 1-r p(1-r)
2
AB Recombinante r pr
2
ab Recombinante r qr
2
aB Paternal 1-r q(1-r)
2

em que: p = (1+2s) /2 e q = (1-2s) /2, sendo p+q =1
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Também em F, codominante em repulsdo ocorre o evento de que se
o loco A/a apresenta distorcdo gamética, o loco B/b ligado a ele certamente
apresentara distorcdo pela acdo indireta da selecéo sobre o loco em ligacédo
fatorial. Embora quando em repulséao tem-se:
f(b)=p(l-nN+qr=%+s-2rs
e
f(B) = pr + q(1-r) =% -s + 2rs

Da mesma forma das populac¢des anteriormente relatadas, a obtencao
das frequéncias esperadas dos gametas considerando DS capacitou a
obtencao da freqUéncia esperada de cada classe genotipica com a presenca

de distorcdo de segregacdo gamética, conforme a Tabela 25.

Tabela 25 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distor¢cao
gamética em populacdo F,, com marcadores codominantes,

derivada de F; em repulsdo

Genatipo FreqUéncia esperada FreqUéncia esperada
com distorcéo s sem distorcéo (s=0)
(1) AABB p2r2 irz
4
(2) AABD 2p%r(1- 1) lr(l- N
2
(3) AAbb pz(l_ r)2 1(1_ r)2
4
(4) AaBB 2pgr(1- r) ir(l- )
2
(5) AaBb 2pq(L- r)? + 2pqgr? %(1_ 12 + Lr2
(6) Aabb 2pgr(1- r) ir(l- )
2
(7) aaBB qz(l_ r)z 1(1_ r)2
4
(8) aaBb 20°r(1- 1) lr(l- o)
2
4
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A funcdo de verossimilhanca, considerando a DS, para o calculo da

porcentagem de recombinacéo é a seguinte:

L(r;n) = 1 L(r;ny) = | [pzrz]nl[szr(l- r)]n2 [pz(l- r)z]n3 [2pqr(1- r)]"4*" [2pq(1- r? + 2pqr2]n5

- T b ol

em que:
p = (1+2s) /2;
q = (1-2s) /2;
p+q =1,
N!
- n1!n2!n3!n4!n5!n6!n7!n8!n9!;
N = _agni :

i=1
4.3.1.5. Populacdo F, , Marcadores Dominantes, Derivada de F; em
Repulsdo

Considerando uma populacdo F, dominante descendente do
cruzamento entre dois pais heterozigotos com duas marcas dominantes (A/a
e B/b) e admitindo que estas marcas encontram-se em fase de repulséo no
F, duplo-heterozigoto, com a configuracdo Ab//aB, e que a distorcdo €
explicada por variagcdo na probabilidade gamética do loco A/a, pode-se

admitir os seguintes valores de probabilidade conjunta:

P(Ab) = P(AP(b/A) = EL 4 sd1. 1= 1+ 29)d-1)
e2 g 2
P(AB) = P(A)P(B/A) = gei 459 = 1+ 29)r
62 %] 2
P(ab) = P(a)P(b/a) = &= - <O - (1- 2s)r
€2 g 2
P(aB) = P@)P(Bla) = & . s%1. )= 1291
2 o 2

Desta forma tem-se a Tabela 26 com os valores de frequéncias

gaméticas esperadas com e sem distor¢do na F; em repulséo.
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Tabela 26 — Comparacdo de valores de frequéncias gaméticas esperadas

sem e com distorcao

Gameta Tipo Frequéncia (s=0) Frequéncia (s=0)
Ab Paternal 1-r p(1-r)
2
AB Recombinante r pr
2
ab Recombinante r qr
2
aB Paternal 1-r q(1-r)
2

em que: p = (1+2s) /2 e g = (1-2s) /2, sendo p+q =1

Também em F, dominante, derivada de F; em repulsdo, ocorre o
evento de que se o loco A/a apresenta DS gamética, o loco B/b ligado a ele
apresentara DS pela acdo indireta da selecdo sobre o loco em ligacéo
fatorial. A configuracédo é idéntica a de F, codominante em repulséo que é:
f(b) =p(1-r)+gr=%+s-2rs e f(B) =pr+q(l-r)=%-s+ 2rs

Obtidas as frequéncias esperadas dos gametas, obteve-se a
freqUéncia esperada das classes genotipicas com DS gamética, Tabela 27.

Tabela 27 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distor¢cao
gamética em populagcdo F, com marcadores dominantes,

derivada de F; em repulsdo

Gendtipo FreqUéncia esperada FregUéncia esperada
com distor¢do (s* 0) sem distor¢éo (s=0)
(HAB_ R ) R A
(2) A_bb {[p(l- r)]+qr}2 ) q2r2 1 lrz
4 4
(3) aaB_ qz ) q2r2 1 irZ
4 4
2.2
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A funcdo de verossimilhanca, considerando a DS, para o calculo da

porcentagem de recombinacéo é a seguinte:
N1 no
Ly =1 [L- o2 - {p- 1+ @)} + a2 [ ip- n1+ ar? - o%?]

[qz ) q2r2]n3 [qzrz]”4
em que:
p = (1+2s) /2;
q = (1-2s) /2;
p+q =1;
NI

| = ————;
ny!nytnging!

N=n1+n2+n3+n4.

4.3.1.6. Populacdo de Retrocruzamento em Repulséo

Em relacdo a uma populacdo de retrocruzamento, resultante do
cruzamento do F; descendente do cruzamento entre dois pais heterozigotos,
com duas marcas dominantes (A/a e B/b), admitindo que estas marcas
encontram-se em fase de repulsdo no F; duplo-heterozigoto, com a
configuracdo Ab//aB, e que a distorcdo é explicada por variacdo na
probabilidade gamética do loco A/a, pode-se admitir os seguintes valores de

probabilidade conjunta:

el

P(Ab) = P(AP(bIA) = ¢ + 541 = L+29d-1)

2
P(AB) = P(A)P(B/A) = & + & - 1+ 2s)y
e o 2
P(ab) = P(a)P(b/a) = 3%- s& = - ;S)f
e 2
P(aB) = P(a)P(B/a) = ¢— - sd1-1) = @-25)1- 1)
82 g 2

Desta forma tem-se a Tabela 28, comparativa de valores de
freqiéncias gaméticas esperadas com e sem distor¢cdo na F; em repulséo.
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Tabela 28 — Comparacédo de valores de frequéncias gaméticas esperadas

sem e com distorcao

Gameta Tipo Frequéncia (s=0) Frequéncia (s=0)
Ab Paternal 1-r p(1-r)
2
AB Recombinante r pr
2
ab Recombinante r qr
2
aB Paternal 1-r q(1-r)
2

em que: p = (1+2s) /2 e g = (1-2s) /2, sendo p+q =1

Conforme demonstrado, se o loco A/a apresenta DS gamética, o loco
B/b ligado certamente apresentara DS pela acdo indireta da selecao sobre o
loco em ligacao fatorial. Assim, com a obtencéo das freqiiéncias esperadas
dos gametas da F; com DS e da esperada do pai recorrente (recessivo), que
€ unitaria (n&o influencia), obteve-se a freqliéncia esperada de cada classe
genotipica com a presenca de DS gamética, conforme a Tabela 29.

Tabela 29 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem DS gamética em

populacao de retrocruzamento, derivada de F; em repulsao

Gendtipo FreqUéncia esperada com Frequéncia esperada sem
distorgcéo s distorcédo (s=0)
r
(1) AaBb p E(l- )
2
(2) Aabb p(l- r) 1 i
2
(3) aaBb q(l- r) 1 i
2
r
(4) aabb q %(1_ )

A funcdo de verossimilhanca, considerando a DS, para o calculo da
porcentagem de recombinacao € a seguinte:
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L(r;ny) = 1 [pr]™[p@- NI"[a2- n]™[ar]™
em que:
p = (1+2s) /2;
q = (1-2s) /2;
p+q =1;
N!

7 nginginging!’
N=n;+n,+N3+nNy.

O estimador da porcentagem de recombinacdo entre os pares de
locos considerados nédo se altera com a consideracdo de que uma das

marcas apresenta segregacao distorcida.

4.3.1.7. Populacado de Duplo-Haploide, Derivada de F; em Aproximacéao

As populacdes de duplo-haploides sédo obtidas pela duplicacdo do
namero de cromossomos de plantas hapléides adquiridas por cultura de
anteras ou embrides haploides imaturos. Todos os individuos séo
homozigotos e representam a variabilidade genética encontrada no individuo
parental que produziu os grdos de pdélen ou o embrido hapléide. Tem
vantagem de ser uma populacéo que pode ser perpetuada. Permite o cultivo
em varios locais, possibilitando a obtencdo de estimativa mais precisa dos
parametros dos caracteres quantitativos a serem mapeados. Além disso, é
possivel mapear locos considerando a interacdo genoétipo x ambiente nessas
caracteristicas. Mas, por serem compostas apenas de individuos
homozigotos, apenas dois genoétipos sdo possiveis em cada loco (AA e aa),
razao pela qual ndo é possivel estimar parametros associados ao grau de
dominancia dos locos mapeados. Outra desvantagem é que requer o
emprego de técnicas de cultura de tecidos, que ndo estdo disponiveis para
algumas espécies (Schuster & Cruz, 2004).

As frequéncias esperadas de cada classe genotipica numa populacao
de duplo-hapléides, derivada da F, em fase de aproximacao, € apresentada
na Tabela 30.
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Tabela 30 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distor¢cao
gamética em populacdo duplo-haploide, derivada de F; em

aproximacao

Genatipo FreqUéncia esperada FreqUéncia esperada
Com distorgédo (s 0) sem distorgao (s=0)
(1) AABB p(l- 1) 1 a1
2
(2) AAbb pr 1 ;
2
(3) aaBB qr 1 ;
2
(4) aabb qd-r) %(1_ )

A funcdo de verossimilhanca considerando a DS para o calculo da

porcentagem de recombinacéo é a seguinte:

L(rim) = 1 [p@- NI™[pn)]"? [ar]™ [a@- n]™
em que:
p = (1+2s) /2;
g = (1-2s) /2;
p+q =1;
N!

l =——
ny!nsinging!
N=n1+n2+n3+n4.

A distor¢do néo altera o estimador de maxima verossimilhanca entre

0s pares de marcas estudados.

4.3.1.8. Populacao de Duplo-Haploéide, Derivada de F; em Repulsao

As frequéncias esperadas de cada classe genotipica numa populagéo
de duplo-hapldides, derivada da F; em fase de repulséo, sdo apresentadas
na Tabela 31.
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Tabela 31 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distor¢cao

gamética em populacdo duplo-hapléide, derivada de F; em

repulsdo
Genatipo Frequéncia esperada FreqUéncia esperada
com distor¢do (st 0) sem distorcao (s=0)
(1) AAbb p(1- r) 1(1_ N
2
(2) AABB pr 1
2
(3) aabb qr 1 ;
2
(4) aaBB qd-r) %(1_ )

A funcdo de verossimilhanca, considerando a DS, para o calculo da

porcentagem de recombinacéo é a seguinte:

L(ring) = 1 [p@- D] [pr]™[ar]™ [a(2- n]™
em que:
p = (1+2s) /2;
g = (1-2s) /2;
p+q =1;
e
N!

- nl!nz!ns!n4!;
N=ng+ny,+N3+Ny,.

A distorcdo nédo altera o estimador de maxima verossimilhanca entre

0s pares de marcas estudados.

4.3.1.9. Populacéo de RIL, Derivada de F; em Aproximacao

As populacbes de RILs sao derivadas por sucessivas
autofecundacdes a partir de uma populacdo F;, pelo método da
descendéncia de uma uUnica semente (SSD) ou por cruzamentos entre
irmaos, até atingirem um elevado grau de homozigose, de maneira que ao

final do processo todos os locos génicos terdo uma segregacao de 1:1
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(AA:aa). Na formacéo das RILs por meio de autofecundacdes, cada planta
F, gera uma planta F3, que por sua vez gera uma planta F4, e assim por
diante. Quando a populagcéo atinge a geracdo Fg ou F7, abrem-se linhas,
que sdo as RILs. Nelas, cada planta F, € representada por uma linha
endogamica homozigota. Assim, toda a variabilidade existente na populacéo
F, original estara representada pelas RILs, desde que um tamanho de
populacdo adequado seja utilizado.

As desvantagens da utilizacdo de RILs sao o tempo requerido para a
obtencdo da populacdo, de 6 a 8 geracbes de autofecundacbes e a
impossibilidade da estimacéo de efeitos devido a dominancia, uma vez que,
igualmente em populacdo de duplo-hapléide, apresentam apenas dois
gendtipos na populacdo segregante. Entretanto, por serem compostas
apenas por individuos homozigotos, as RILs também podem ser
perpetuadas e a disponibilidade de grande quantidade de sementes de cada
RIL permite o cultivo em varios locais, possibiltando a obtencdo de
estimativas mais precisas dos parametros dos caracteres quantitativos a
serem mapeados. Além disso, é possivel mapear locos associados a
interacdo genotipo x ambiente destas caracteristicas. A necessidade de
muitos ciclos de meiose para atingir a homozigose resulta em oportunidades
adicionais para a recombinagao.

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

As frequéncias esperadas de cada classe genotipica numa populagéo
de RILs, derivada da F; em fase de aproximacédo, € apresentada na Tabela
32.
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Tabela 32 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distor¢cao

gamética em populacdo de RIL em aproximac¢ao

Gendtipo FreqUéncia esperada FreqUéncia esperada
com distorcdo (s 0) sem distorcao (s=0)
(1) AABB p(l- ') 1(1_ "
2
(2) AAbb pr' 1 .
2
(3) aaBB gr' 1 .
2
(4) aabb q- r') %(1_ )

A funcdo de verossimilhanca, considerando a DS, para o calculo da
porcentagem de recombinacao é a seguinte:

L(rsng) =1 [p@- M) pr)]"2 [ar]™ [a@- r)"
em que:

p = (1+2s) /2;

g = (1-2s) /2;

p+q =1;

e

N!

| =——;
ny!nytngtng!
N=n1+n2+n3+n4.

A distor¢cdo néo altera o estimador de maxima verossimilhanca entre
0s pares de marcas estudados.

4.3.1.10. Populacao de RIL, Derivada de F; em Repulséo

As frequéncias esperadas de cada classe genotipica numa populagéo

de RILs, derivada da F; em fase de repulsado, é apresentada na Tabela 33.
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Tabela 33 — Frequéncias genotipicas esperadas com e sem distor¢cao

gamética em populacdo de RIL em repulsao

Gendtipo FreqUéncia esperada Frequéncia esperada
com distorcdo (s 0) sem distorcao (s=0)
(1) AAbb p(d-r") 1(1_ n
2
(2) AABB pr' Er'
2
(3) aabb qr' Er'
2
(4) aaBB q- r') %(1_ )

A funcdo de verossimilhanca considerando a DS para o célculo da

porcentagem de recombinacao é a seguinte:

L(rsny) =1 [p@- ] pr]2 [ar]™ [a@- )™
em que:

p = (1+2s) /2;

g = (1-2s) /2;

p+q =1;

e

N!

l =——
ny!nsinging!
N=n1+n2+n3+n4.

A distor¢do ndo altera o estimador de maxima verossimilhanca entre
os pares de marcas estudados.

4.3.2. Distorcdo Genotipica

Estudando o processo de distorcdo de segregacao genotipica,
considerou-se que para este tipo de DS a probabilidade de ocorréncia de
genadtipos associados aos loco A/a ou B/b ndo é possivel de ser predita.
Esse tipo de DS geralmente causa quebra da estrutura da populacao e as

freqUéncias genotipicas séo alteradas de forma nao sistematica.
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Para fins de abordagem sobre as consequéncias da alteracdo na
freqUéncia genotipica em razao da viabilidade diferencial de um gendtipo, foi
admitido, inicialmente, a disponibilidade de uma populacdo F, dominante
com 1000 individuos, em que as marcas Ala e B/b segregam como
esperado, 3:1. Entretanto, € possivel que um fator qualquer possa a vir
ocorrer proporcionando a morte, pos-fertilizacdo, de genoétipo(s) associado a
um loco. Admitindo que a marca A/a apresentara distor¢cdo de segregacao,
nao sera possivel prever a probabilidade conjunta dos locos, devido a morte
poder ter ocorrido em qualquer gendtipo com a presenca de A. Assim, por
exemplo, as classe do genoétipos A-B- e/ou A-bb serdo afetadas de forma
imprevisivel. Para melhor compreenséo pode-se exemplificar, supondo que
tenha ocorrido, dentre os 1000 individuos que constituiam originalmente a
populacdo F,, a morte de metade deles (500 individuos) resultando
segregacdo distorcida do loco A/a, deixando de ser o esperado 3:1 e

passando a ser de 1:1, conforme descrito na Tabela 34.

Tabela 34 — Populacédo F, dominante com segregacao genotipica de 1:1 no

loco A/a por mortalidade genotipica

Tam. Pop. Seg. A-B- A-bb aaB- aabb
1000 31 562,50 187,50 187,50 62,50
500 11 62,00 188,00 188,00 62,00
500 11 250,00 0,00 188,00 62,00

Verifica-se nas duas Ultimas linhas, dois casos hipotéticos. No
primeiro a morte de gendtipos A- ocorreu apenas entre os individuos B- e no
segundo caso, a morte de A- ocorreu em todos os individuos bb e em alguns
portadores de bb. Certamente que inUmeras outras situacdes poderiam ter
ocorrido. A idéia que se tem € a de que é impossivel prever as frequiéncias
esperadas das classes genotipicas com a presenca de distorcdo de
segregacao genotipica, pois é possivel até mesmo ndo serem observados
individuos em uma dada classe genotipica, resultando, como relatado
anteriormente, a quebra da estrutura genética preditiva da populacdo de

mapeamento.
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Com intencdo de melhor compreensao dos efeitos causados por DS
genotipica na estimacao de freqtiéncia de recombinacao entre duas marcas,
estudaram-se as conseqiéncias em populacdes de F, dominante, com
presenca de DS genotipica, utilizando as fun¢cbes de verossimilhanca normal
e a deduzida para DS gamética em diversas razfes de segregacdo com
tamanhos iniciais de 1000, 500, 200 e 100 individuos nas populacdes com
frequéncias de recombinacéo de 50cM, 20cM e 10cM (Tabelas 35, 36 e 37).
A DS de 1:1 e 2:1 considerou-se a morte de individuos em dada(s) classe(s)
genotipica(s) e a DS de 4:1 foi devido ao acréscimo de individuos em
dada(s) classe(s) genotipica(s).

Observando os resultados da Tabela 35, verificou-se na situacéo
considerada referente a DS genotipica, que pode ocorrer falsa ligacdo se
considerado r minimo valor de 40 cMorgans, fato ratificado nas populacdes
de 1000 e 500 com segregacao observada de 2:1, em que ocorreu a morte
de todos os individuos de uma dada classe genotipica que no exemplo foi a
classe A-bb.

Estes fatos evidenciam falha grave na construcdo de mapas
genéticos. Deve-se ter em mente que a utilizacdo do valor 40 cMorgans
como valor minimo de freqiéncia de recombinacdo em mapeamentos
genéticos € comumente observado (Faleiro et al., 2003).

Examinando o0s resultados obtidos nas Tabelas 36 e 37 é
demonstrado que as estimativas das frequéncias de recombinacdo séo
extremamente viesadas, podendo até mesmo apresentar falsa
independéncia entre marcas, como observada em algumas populacdes com
segregacao de 4:1.

Portanto os resultados das Tabelas 35, 36 e 37, comprovam que
mesmo com a funcdo de verossimilhanca deduzida a estimacdo da
freqiéncia de recombinacdo com a utilizacdo de marcadores com DS
genotipica promovera mapas nao acurados, com possibilidade, por exemplo,
de ordenamento incorreto das marcas, acréscimo ou decréscimo do
tamanho do genoma, entre outros fatores. Em diversos trabalhos é relatado
que DS de segregacdo causa viés na frequéncia de recombinacdo em
mapas genéticos (Lorieux et al., 1995ab; Liu, 1998; Vogl e Xu, 2000 e Eujayl

et al.,1997).
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Tabela 35 — Estimativas de frequiéncias de recombinacdo em populacfes de
F, dominante em diversas razdes de segregacao originada por
DS genotipica ocasionada por morte de gendtipo(s), em que
inicialmente a distancia era de 50 cMorgans

Ho: s=0 Ho: sto

TAM.POP SEG. A-B- A-bb aaB- aabb r* LoD ¥ LoD
1000 3:1 562,50 187,50 187,50 62,50 50,00 0,00 50,00 0,00
1:1 62 188 188 62 61,00 0,00 61,00 0,00

11 250 O 188 62 41,30 2,10 44,30 0,69

2:1 312 188 188 62 56,19 0,00 56,19 0,00

221 500 O 188 62 32,90 8,99 33,60 7,05

2:1 483 62 188 62 41,00 2,65 41,70 1,95
4:1 812 188 188 62 43,90 1,56 43,80 1,72
4:1 562 438 188 62 63,30 0,00 63,30 0,00
4:1 687 313 188 62 55,46 0,00 55,46 0,00

500 3:1 281,25 93,75 93,75 31,25 50,00 0,00 50,00 0,00
1:11 31 94 94 31 61,28 0,00 61,00 0,00
1:1 125 0 94 31 41,30 1,05 44,30 0,35
2:1 156 94 94 31 56,19 0,00 56,19 0,00
221 250 0 94 31 3290 4,50 33,6 3,52

4:1 406 94 94 31 43,90 0,73 43,80 0,86
4:1 281 219 94 31 63,30 0,00 63,30 0,00
4:1 344 156 94 31 55,38 0,00 55,46 0,00

200 3:1 112,50 37,50 37,50 12,50 50,00 0,00 50,00 0,00
1:11 12 38 38 12 62,02 0,00 62,00 0,00
1:1 38 12 38 12 50,61 0,00 50,61 0,00
221 62 38 38 12 56,99 0,00 56,99 0,00
2:1 100 0 38 12 33,50 1,65 34,20 1,26
4:1 162 38 38 12 44,70 0,22 44,50 0,27
4:1 112 88 38 12 63,93 0,00 63,93 0,00
4:1 138 62 38 12 55,80 0,00 55,80 0,00

100 3:1 56,25 18,75 18,75 6,25 50,00 0,00 50,00 0,00
1:1 6,00 19 19 6 62,02 0,00 61,00 0,00
1:1 25,00 O 19 6 42,10 0,17 44,30 0,05
221 31,00 19 19 6 56,99 0,00 56,19 0,00
221 50,00 O 19 6 33,50 0,82 33,60 0,63
4:1 81,00 19 19 6 44,70 0,11 43,80 0,13
4:1 56,00 44 19 6 63,93 0,00 63,30 0,00
4:1 69,00 31 19 6 55,80 0,00 55,46 0,00

1 valores acima de 50% devem ser considerados como estimativa de 50%
de recombinacéo
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Tabela 36 — Estimativas de freqtiéncias de recombinacdo em populacdes de

F, dominante em diversas razdes de segregacao originada por

DS genotipica ocasionada por morte de gendtipo(s), em que

inicialmente a distancia era de 20 cMorgans

Ho: s=0 Ho: sto
TAM.POP SEG. A-B- A-bb aaB- aabb Y LOD ' LOD
1000 3:1 660 89 89 160 20,00 53,82 20,00 53,82
1:1 160 90 90 160 28,10 23,88 26,80 26,88
1:1 250 O 90 160 15,40 55,60 14,90 53,53
2:1 410 90 90 160 23,60 37,53 23,00 38,09
21 500 O 90 160 12,30 77,12 12,00 75,70
4:1 910 90 90 160 17,20 72,08 17,70 72,43
4:1 660 340 90 160 38,20 9,65 39,30 8,14
4:1 785 215 90 160 28,40 30,44 29,20 29,42
500 3:1 330 45 45 80 20,00 26,88 20,00 26,91
1:1 80 45 45 80 28,10 11,94 26,80 13,44
1:1 125 0 45 80 15,40 27,80 14,90 26,77
2:1 205 45 45 80 23,60 18,76 23,00 19,05
221 250 O 45 80 12,30 38,56 12,00 37,85
4:1 455 45 45 80 17,20 36,04 17,70 36,22
4:1 330 170 45 80 38,20 4,82 39,30 4,07
4:1 392 108 45 80 28,50 15,10 29,20 14,71
200 31 132 17 17,98 32,00 20,00 10,76 20,00 10,76
1:1 32 18 18 32 28,10 4,78 26,80 5,38
1:1 50 0 18 32 15,40 11,12 14,90 10,71
2:1 82 18 18 32 23,60 7,51 23,00 7,62
2:1 100 O 18 32 12,30 15,42 12,00 15,14
4:1 182 18 18 32 17,20 14,42 17,70 14,49
4:1 132 68 18 32 38,20 1,93 3930 1,63
4:1 157 43 18 32 28,40 6,09 2920 5,88
100 31 66 9 9 16 20,00 5,38 20,00 5,38
1:1 16 9 9 16 28,10 2,39 26,80 2,69
1:1 25 0 9 16 15,40 556 14,90 5,35
2.1 41 9 9 16 23,60 3,75 23,00 3,81
2:1 50 0 9 16 12,30 7,71 12,00 7,57
4:1 91 9 9 16 17,20 7,21 17,70 7,24
4:1 66 34 9 16 38,20 0,96 39,30 0,81
4:1 78 22 9 16 28,00 2,93 29,20 2,94

1 valores acima de 50% devem ser considerados como estimativa de 50%

de recombinacao
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Tabela 37 — Estimativas de freqtiéncias de recombinacdo em populacdes de

F, dominante em diversas razbes de segregacao originada por

DS genotipica ocasionada por morte de gendtipo(s), em que

inicialmente a distancia era de 10 cMorgans

Ho: s=0 Ho: sOJO

TAM.POP SEG. A-B- A-bb aaB- aabb ¥ LOD ' LOD
1000 3:1 702,50 47,40 47,40 202,50 10,00 114,66 10,00 114,66
1:1 202 48 48 202 14,70 68,38 14,00 70,33

1:1 250 0O 48 202 7,70 99,48 7,30 98,29

2:1 452 48 48 202 12,00 90,23 11,70 90,56

2:1 500 0O 48 202 6,10 125,80 5,90 125,02

4:1 952 48 48 202 8,70 138,22 9,00 138,42

4:1 702 298 48 202 29,50 32,01 30,40 29,62

500 3:1 351,25 23,70 23,70 101,25 10,00 57,33 10,00 57,33
1:1 101 24 24 101 14,7 34,19 14,00 33,84

1:1 125 0 24 101 7,7 49,74 7,30 49,92

2:1 250 0O 24 101 6,1 62,90 590 63,20

2.1 226 24 24 101 12 45,12 11,70 44,96

4:1 476 24 24 101 8,7 69,11 9,00 69,21

4:1 351 149 24 101 29,5 16,00 30,40 14,81

4:1 414 86 24 101 19,5 34,92 20,10 34,24

200 3:1 140,50 9,48 9,48 40,50 10,00 22,94 10,00 22,93
1:1 41 9 9 41 13,80 14,55 14,00 13,54

1:1 50 0 9 41 7,20 20,65 7,30 19,97

2:1 91 9 9 41 11,30 19,04 5,90 25,28

2:1 100 0 9 41 5,70 25,98 11,70 17,98

4:1 191 9 9 41 8,10 28,82 9,00 27,68

4:1 141 59 9 41 29,00 6,82 30,40 5,92

4:1 166 34 9 41 19,00 14,58 20,10 13,70

100 3:1 70,25 4,74 4,74 20,25 10,00 11,47 10,00 11,47
1:1 20 5 5 20 15,40 6,56 14,00 6,77

1:1 25 0 5 20 8,00 9,70 7,30 9,98

2:1 45 5 5 20 12,60 8,70 5,090 12,64

2:1 50 0 5 20 6,40 12,31 11,70 8,99

4:1 95 5 5 20 9,10 13,44 9,00 13,84

4:1 70 30 5 20 30,00 3,06 30,40 2,96

4:1 82 18 5 20 20,40 6,53 20,10 6,85

V' valores acima de 50% devem ser considerados como estimativa de 50%

de recombinacéo
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4.4. Mapeamento Incluindo Marcadores com Segregacao de Distor¢ao

4.4.1. Distorcdo Gamética

Neste tépico é abordado o emprego de metodologia para o
estabelecimento de mapas genéticos, considerando a existéncia de
marcadores com distor¢do de segregacao, causada por distorcdo gamética.
Para isso, foram gerados, por meio do modulo de simulacdo do programa
computacional GQMOL/UFV (CRUZ, 2006), dados de populacbes Fy,
considerando o estudo de marcadores dominantes. O genoma original foi
constituido por trés (3) grupos de ligacdo (GL), com 11 marcas/GL
equidistantes (10cM) e comprimento de 100cM/GL. Os tamanhos das
populacdes estudadas foram de 200, 400 e 1000 individuos e o nivel de
distorcdo de segregacdo gamética foi de 1:1, 2:1, 7:1 e 10:1, presentes nos
marcadores posicionados na quinta posi¢cao de cada grupo de ligacao.

A estimacdo da porcentagem de recombinacédo foi efetuada pelo
método da maxima verossimilhanca, utilizando duas func¢des: a normalmente
conhecida para a populagédo, a qual ndo leva em consideracédo a distor¢céo
de segregacao presente (Liu, 1998; e Schuster & Cruz, 2004), considerada
como estratégia 1 (E1) ; e a funcdo desenvolvida neste trabalho (item 3.1.1.),
gue considera a presenca de marcas com distor¢cdo de segregacéao, para a
qual o mapeamento foi realizado considerando duas estratégias, para
obtencdo da porcentagem de recombinacdo. A primeira admite que se
conhecem quais sdo as marcas que apresentam distorcéo de segregacéao e
também a taxa esperada, de forma que o valor de s pode ser assumido
como paramétrico e assim faz-se a indicacdo destas marcas e suas
respectivas taxa de distorcdo, considerada como estratégia 2 (E2). A
segunda estima a taxa de DS e o valor estimado de distor¢cdo observado em
todos os marcadores que foram utilizados para o célculo do valor da
distancia entre os marcadores i e i’. Como, para 0 marcador i, a taxa de
distor¢do sera dada por S, e o marcador i’ apresenta taxa de distor¢éo S,,
foram obtidas duas estimativas da medida da porcentagem de recombinacéao
entre i e i’, sendo o valor da distancia a estimativa média. Entdo, tem-se a
estratégia 3 (E3).
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Desta maneira foram obtidos, para cada populacdo simulada, trés
mapas genéticos, sendo que apenas um deles é ignorado a existéncia de
distorcdo de segregacdo e, nos outros dois, € admitindo a existéncia de
distorcéo.

4.4.1.1. Analise de Segregacao de Locos Individuais

Previamente a realizacdo do mapeamento genético para todas as

populacdes segregante geradas, aplicou-se testes de qui-quadrado (cz)

para verificar se, de fato, a razdo de segregacdo de locos individuais
ocorreria como esperado de acordo com segregacdes mendelianas. Assim,
a hipétese Ho:3:1 do loco A-:aa foi avaliada, a 5% de probabilidade (erro
Tipo I).

Pode-se exemplificar a aplicacdo do teste de qui-quadrado para a
marca D15 de uma populacdo F, dominante de segregacao esperada de
3:1, constituida de 1000 individuos em que se simulou, para esta marca
distorcéo, frequéncia esperada de 7:1. Obteve-se numero observado de 875
individuos, para A- e, e de 125 individuos, para aa. Assim tem-se o teste

conforme descrito na Tabela 38.

Tabela 38 — Teste de segregacédo de qui-quadrado em uma populacéo F;

dominante
Fendtipos Razéo Numero Numero (O-E)/E
Fenotipica Observado Esperado
A- 3 875 750 20,83
aa 1 125 250 62,50

GL=1
Probabilidade: 0,00%

n é(Obs - Esp. )?U €(875- 750)°0U é(125- 250)% U
Coalc = & 5(00si - Espi)” ¢ )54 & ) - 8333
Izlé ESpi g 8 750 g 8 250 i

Verificou-se a significAncia do teste qui-quadrado ao testar a hipétese

de segregacao 3:1, do loco D15. Tal fato ocorreu em razao da distorcao de

76



segregacdo conforme a condicdo imposta na simulacdo da populagdo de
7:1.

Na Tabela 39 e 40 sdo apresentadas as probabilidades dos testes de
segregacdo em relacdo a hip6tese Ho: 3:1, para todas as marcas na
populacdo de tamanho 1000 e ainda as frequéncias esperada e observada
de individuos e as razfes de segregacdo observada de todas as marcas.

Verifica-se, pela Tabela 39, que praticamente todas as marcas
adjacentes a D15, D25 e D35 apresentaram DS, devido a ligacao fatorial
com as marcas citadas, que possuiam DS estabelecidas na simulacédo das
populagcdes. Com excecdo da marca D211, todas as demais foram
significativas, a 5% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado, concluindo
sobre a rejeicdo da segregacao esperada de 3:1, (Ho) para populacdo F»
dominante. Este fato € biologicamente possivel e esperado principalmente
com alta taxa de DS, como de 7:1, em questdo. Xu et al. (1997) relatam que
a DS nas marcas adjacentes pode ocorrer com a cobertura de todo o GL ou
em grande extensado deste. E ainda, os autores destacam esta ocorréncia
em seu trabalho, que em dois grupos praticamente todas as marcas
apresentaram DS (GL: 3 e 9) e, em outros dois grupos, a maioria das
marcas, em determinada regido dos cromossomos (GL: 8 e 11).

Pode-se observar (Tabela 40) que em uma populacdo de 1000
individuos, em que as marcas D15, D25 e D35 apresentam DS gamética de
4:1 (A-:aa), imposta na simulacdo da populacdo, que marcas adjacentes a
estas podem ndo manifestar DS por ligacao fatorial. Observou-se o referido
na marca D16 adjacente a marca D15 com DS gamética (Tabela 40). A
ocorréncia do fenbmeno é esperado devido a razdo de segregacao das
marcas com DS gamética (4:1). Pois esse nivel de razdo de segregacdo das
marcas com DS gamética afeta a segregacdo das marcas adjacentes. Mas,
este o efeito, pode ndo ser grande o suficiente para que o teste de
segregacdo de qui-quadrado rejeite a hipotese esperada de 3:1 (A-:aa).

Os fatores observados nas populagdes exemplificadas exibem um
indicativo da boa qualidade dos dados gerados no processo de simulacao,
proporcionando adequabilidade e confiabilidade das populacfes estudadas,
com concordancia a fendmenos biolégicos observados e relatados no meio

cientifico.
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Tabela 39 — Segregacdo dos marcadores em populacdo F, com 1000
individuos, com as marcas D15, D25 e D35 apresentando

distorcdo de segregacao de 7:1

Marcador A- aa Qui-quadrado Segregacdo A-/aa Probabilidade(%)

D11 778 222 4,18 3,50:1 4,0872 *
D12 797 203 11,78 3,931 0,0598 *
D13 836 164 39,45 510:1 0,0 *
D14 855 145 58,80 5,90:1 0,0 *
D15 875 125 83,33 71 0,0 *
D16 849 151 52,27 5,62:1 0,0 *
D17 845 155 48,13 5,45:1 0,0 *
D18 826 174 30,81 4,75:1 0,0 *
D19 810 190 19,20 4,26:1 0,0012 *
D110 807 193 17,33 4,18:1 0,0031 *
D111 791 209 8,97 3,78:1 0,2752 *
D21 791 209 8,96 3,78:1 0,2752 *
D22 802 198 14,42 4,05:1 0,0146 *
D23 829 171 33,29 4,85:1 0,0 *
D24 839 161 42,24 5211 0,0 *
D25 863 137 68,10 6,30:1 0,0 *
D26 830 170 34,13 4,88:1 0,0 *
D27 823 177 28,42 4,65:1 0,0 *
D28 810 190 19,20 4,26:1 0,0012 *
D29 797 203 11,78 3,931 0,0598 *
D210 795 205 10,80 3,88:1 0,1015 *
D211 774 226 3,07 3,42:1 7,9651 ns
D31 784 216 6,16 3,63:1 1,3028 *
D32 820 180 26,13 4,56:1 0,0 *
D33 838 162 41,30 5,17:1 0,0 *
D34 852 148 55,49 5,76:1 0,0 *
D35 868 132 74,26 6,58:1 0,0 *
D36 845 155 48,13 5,45:1 0,0 *
D37 835 165 38,53 5,06:1 0,0 *
D38 812 188 20,50 4,32:1 0,0006 *
D39 803 197 14,98 4,08:1 0,0109 *
D310 795 205 10,80 3,88:1 0,1015 *
D311 782 218 5,46 3,59:1 1,9442 *

* valor abaixo do nivel critico testado a 5%, para segregacao esperada de
3:1; ns néo significativo.
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Tabela 40 — Segregacdo dos marcadores em populacdo F, com 1000
individuos com as marcas D15, D25 e D35 apresentando

distorcdo de segregacao de 4:1

Marcador A- aa Qui-quadrado Segregacéo A-/aa Probabilidade(%)

D11 746 254 0,08 2,94 77,02 ns
D12 773 227 2,82 3,41 9,30 ns
D13 771 229 2,35 3,37 12,51 ns
D14 780 220 4,80 3,55 2,85 *
D15 787 213 7,30 3,69 0,69 *
D16 770 230 2,13 3,35 14,41 ns
D17 758 242 0,34 3,13 55,91 ns
D18 756 244 0,19 3,10 66,13 ns
D19 767 233 1,54 3,29 21,44 ns
D110 766 234 1,36 3,27 24,26 ns
D111 777 223 3,89 3,48 4,86 *
D21 751 249 0,005 3,02 94,18 ns
D22 758 242 0,34 3,13 55,91 ns
D23 781 219 5,12 3,57 2,36 *
D24 789 211 8,11 3,74 0,44 ~*
D25 784 216 6,16 3,63 1,30 *
D26 781 219 512 3,57 2,36 *
D27 777 223 3,89 3,48 4,86 *
D28 767 233 1,54 3,29 21,44 ns
D29 767 233 1,54 3,29 21,44 ns
D210 765 235 1,20 3,26 27,33 ns
D211 773 227 2,82 3,41 9,30 ns
D31 740 260 0,53 2,85 46,52 ns
D32 761 239 0,64 3,18 42,18 ns
D33 768 232 1,73 3,31 18,87 ns
D34 789 211 8,11 3,74 0,44 *
D35 798 202 12,29 3,95 0,05 *
D36 796 204 11,28 3,90 0,08 *
D37 782 218 5,46 3,59 1,94 *
D38 791 209 8,96 3,78 0,28 *
D39 788 212 7,70 3,72 0,55 *
D310 765 235 1,20 3,26 27,33 ns
D311 747 253 0,048 2,95 82,66 ns

* valor abaixo do nivel critico testado a 5%, para segregacdo esperada de
3:1; ns néo significativo.

Zamir & Tadmor(1986) afirmam que se um gene que causa DS esta
segregando em uma populacdo, marcadores ligados a ele apresentaram
razdes de distorcdo. Vogl & Xu (2000) e Pereira et al. (1993) relatam que
este fator pode ser causado devido a regides especificas que apresentam a
DS.
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Xu et al. (1997) descrevem, em varias populacdes F, de arroz, a
existéncia de regibes associadas com DS, envolvendo fatores gaméticos,
por exemplo. Yamada et al. (2001) relatam que resultados semelhantes aos
encontrados por Xu et al. (1997), sdo descritos em outros trabalhos e que
também em seu estudo com duas variedades de soja (Glycine max.) o
fenébmeno foi observado.

Por meio da andlise dos dados da Tabela 39, demonstra-se também
uma caracteristica importante que € a presenca de um gradiente de razao de
distorcdo, em que as marcas mais proximas da marca sob selecdo, neste
estudo com DS devido a fator gamético, apresentam altas taxas de DS e a
medida que as marcas se distanciam, diminuem os valores das taxas de DS.
Pereira et al. (1993) observou em seu trabalho um gradiente de distorgéo
com essas mesmas caracteristicas observadas. Xu et al. (1997) também
verificaram que marcadores apresentavam progressiva reducdo de DS a
medida que se distanciavam dos marcadores com razdo de segregacao
mais severa. Assim mais uma vez é demonstrado e evidenciado a
adequabilidade do modelo proposto neste estudo, por meio de exemplos

bioldgicos praticos.

4.4.1.2. Mapeamento Genético

Apos a aplicacdo dos testes de segregacdo estimou-se a
porcentagem de recombinacdo entre pares de marcas pelo método da
maxima verossimilhanca, adotando as trés estratégias citadas
anteriormente, gerando, assim, trés mapas genéticos, em cada populacao,
com determinado valor de DS, para os quais foi utilizada a distancia em
Morgan e a propriedade transitiva para a determinacdo dos grupos de
ligacdo. Os critérios utilizados no agrupamento foram rpma = 30cM e LOD
minimo de 3, para inferir a ligacdo entre dois locos. E para o ordenamento
se utilizou o método da SARF. Com intuito de se estudar os efeitos de
marcadores com DS, todas as marcas foram utilizadas no mapeamento.

Os mapas genéticos assim construidos (Figuras 1 - 12), foram
comparados com o genoma a partir do qual cada populacédo foi gerada
utilizando para a comparacao os seguintes critérios: 1) nimero de grupos de

ligacdo obtidos no mapeamento; 2) nUmero de marcas obtidas por grupo de
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ligacdo no mapeamento; 3) tamanho de grupos de ligacdo; 4) distancia
média entre marcadores adjacentes; 5) variancia das distancias entre

marcas adjacentes e; 6) estresse (Tabelas 41, 42 e 43).

44.1.2.1. Numero de Grupos de Ligacéo

O numero de grupos de ligacdo esperado no processo de
mapeamento das populagdes simuladas era igual a trés (3), independente
do tamanho de populacédo e nivel de distor¢do de segregacédo. Em todas as
populacdes observou-se (Figuras 1 a 12) que o numero de grupos de ligacéo
foi exatamente de trés ndo apresentando nenhuma excecdo. Assim
evidenciou-se que a DS gamética ndo afeta o numero de grupos de ligagao,
mesmo com a utilizacdo da estratégia que ndo considera a DS em sua
funcdo de verossimilhanca. Demonstra-se para este critério, por meio
desses resultados (Figuras 1 a 12), que a utilizacdo de marcadores que
apresentam DS gamética na construcdo de mapas de ligacdo é
aconselhavel e o descarte desses para construcdo do mapa seria
inadequado.

O tamanho das populacdes utilizadas, de 200, 400 e 1000 individuos,
sao eficientes para se verificar o efeito da DS gamética na formacéo de GL.
Pois de acordo com Ferreira et al. (2006), para populacdes com nivel de
saturacdo de 10cM, a partir do nimero minimo de 200 individuos a formacéao

de grupo de ligacdo nao é afetada devido ao seu tamanho.

4.4.1.2.2. Numero de Marcas Obtidas por GL nho Mapeamento

O numero esperado de marcas por grupo de ligagcdo no mapeamento
das populacdes simuladas era de 11 para todas as popula¢gdes simuladas a
partir dos genomas simulados.

Para esta caracteristica foi observado em todas as populacbes
(Figuras 1 a 12) que o numero de marcas por grupo de ligacdo foi
exatamente igual aos genomas simulados 11 marcas, sem nenhuma
excecdao, evidenciando, também, como observado para o nUmero de grupos
de ligacdo formado, que a DS gamética ndo afeta o nimero de marcas por
grupo de ligacdo. Também ndo ocorreu nenhuma inversdo de marcas,

independente do tamanho e nivel de distorcdo de segregacdo, e
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independente das estratégias utilizadas considerarem ou ndo a DS em suas
funcdes de verossimilhanca. Demonstra-se também para este critério
(Figuras 1 a 12), que a utilizacdo de marcadores que apresentam DS
gamética na construcdo de mapas de ligacdo € aconselhavel e o descarte

desses para constru¢cdo do mapa seria inadequado.

4.4.1.2.3. Tamanho de Grupos de Ligacao

O tamanho de grupo de ligacéo foi obtido pela média aritmética dos
tamanhos dos trés grupos de ligacdo para cada populacdo. O tamanho de
cada grupo de ligacdo esperado apds o mapeamento das populacdes
segregantes era de 100 cM, pois, este era o tamanho de cada grupo de
ligacdo para todos os genomas utilizados para geracdo das populacdes
segregantes.

Analisando-se o efeito do tamanho de populacdo dentro do nivel de
distorcdo de segregacdo (Tabelas 41, 42 e 43), verifica-se a maior
proximidade do tamanho médio dos grupos ao valor esperado de 100 cM a
medida que a DS gamética é mais proxima da segregacao esperada de 3:1.
No trabalho o nivel mais préximo é de 2:1. Assim a medida que o nivel de
DS se distancia da freqUiéncia esperada tém-se maior viés do tamanho do
grupo de ligacdo. Esse efeito € evidenciado em todos os tamanhos de
populagcdes quando se utiliza a funcdo de verossimilhangca que nao
considera a DS. Mas quando sao utilizadas as fungdes de verossimilhanca
que consideram a DS este efeito ndo € propriamente uma regra. Por
exemplo, na Tabela 37 o viés para o tamanho de populacdo com taxa de DS
de 1:1 é maior que o viés observado com a taxa de DS 7:1 com as duas
estratégias que consideram a DS.

Esta caracteristica pode ser devido as funcbes de verossimilhanca
que consideram a DS, que pode-se dizer que sdo mais sensiveis em relacao
ao numero de individuos em cada classe genotipica. Deve-se ter em mente
gue na funcdo de verossimilhanca que nao considera a DS, as classes
recombinantes sdo somadas e para o calculo das distancias ndo consideram
o numero de individuos em cada classe de recombinantes. Ja em relacéo as
fungdes de verossimilhanga que consideram a DS, leva-se em consideragéo

o0 numero de individuos observados em cada classe recombinante.
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Em relacdo ao tamanho de populacdo, as médias de cada estratégia
(média com todas as razdes de DS), nos diferentes tamanhos, demonstra
que O Viés nas trés estratégias diminui quando o tamanho de populacéo
aumenta, com excecdo observada apenas para a estratégia E2, em que na
populacdo com 400 individuos com 99,75 cM foi mais proximo ao esperado,
de 100 cM, do que para a populacdo com 1000 individuos com 101,13 cM.
Uma explicacdo para aproximacao do tamanho médio dos grupos de ligacéo
ao valor esperado de 100 cM, a medida que se aumenta o tamanho da
populacdo segregante, é dada pela melhoria das estimativas das
frequéncias de recombinacao.

A média geral, em relacdo as trés estratégias utilizadas em todas as
populacdes, foi de: 96,08 cM para estratégia E1, 96,99 cM para estratégia
E2 e de 97,75 cM para E3, demonstrando a disponibilidade de melhores

estimativa com a utilizacdo da estratégia E3, seguida da E2.

4.4.1.2.4. Distancia Média entre Marcadores Adjacentes

A distancia média de marcas adjacentes dentro de cada populacéo foi
obtida pela estimativa de duas médias, como descrito a seguir.
Primeiramente, obteve-se uma média aritmética das distancias entre marcas
adjacentes dentro de cada grupo de ligacdo. Posteriormente, obteve-se uma
segunda média aritmética, entre as médias aritméticas primeiramente
obtidas em cada populacéo.

Os valores de distancia média entre marcas adjacentes, para 0s
varios tamanhos de populacdo segregantes e DS gamética utilizadas no
mapeamento genético, estdo apresentados nas Tabelas 41, 42 e 43. A
distancia média entre marcas adjacentes esperada era de 10 cM, para todas
as populacdes segregantes geradas.

Analisando-se o efeito da distancia média adjacente dentro de cada
nivel de distorcdo de segregacdo (Tabelas 41, 42 e 43), as mesmas
conclusbes observadas para tamanho de populacdo podem ser
referenciadas para distancia média entre marcas adjacentes, com maior
proximidade de distancia média entre marcas adjacente ao valor esperado
de 10 cM a medida que a DS gamética € mais proxima da segregacao

pY

esperada de 3:1. Assim a medida que o nivel de DS se distancia da
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frequéncia esperada, tém-se um maior viés da distancia média entre marcas
adjacentes. Ressalvando-se as mesmas consideracdes observadas para
tamanho de grupo de ligagao.

Em relacdo ao tamanho de populagéo, observa-se também que o viés
das distAncias médias entre marcas adjacentes tem as mesmas
caracteristicas observadas para tamanho médio de grupos de ligacao.

A distancia média geral, em relacdo as trés estratégias utilizadas em
todas as populacbes, foi de 9,60 cM para estratégia E1, 9,70 cM para
estratégia E2 e de 9,77 cM para E3, demonstrando a disponibilidade de

melhores estimativa com a utilizac&do da estratégia E3, seguida da E2.

4.4.1.2.5. Variancia das Distancias entre Marcadores Adjacentes

A partir das distancias de marcas adjacentes obtidas nos grupos de
ligacdo, foi estimada uma variancia amostral. Os valores apresentados nas
Tabelas 41, 42 e 43, para cada populacdo, sdo as médias aritméticas das
variancias obtidas nos trés grupos de ligacdo, nas populacdes simuladas.

As estimativas esperadas de variancia na analise dos mapas obtidos
das populacbes segregantes simuladas eram de zero para todas as
populacdes, uma vez que nos genomas simulados, para a geracado das
populacbes segregantes, os marcadores estavam distribuidos de forma
equidistante dentro dos trés grupos de ligacao.

Quanto menores forem o0s valores de \varidncia, mais
equidistantemente estao distribuidos os marcadores dentro do grupo de
ligacdo. Portanto, a obtencao de valores de variancia pequenos e distancias
médias entre marcas adjacentes préximos aos valores esperados nas
populagdes, indicam boa recuperacdo do genoma com o mapeamento das
populacdes segregantes.

Analisando-se o efeito do tamanho de populacéo (Tabelas 41, 42 e
43), verifica-se uma reducdo da variancia média das distancias entre marcas
adjacentes a medida que se aumenta o tamanho da populacdo segregante,
em todas as trés estratégias de mapeamento. Por exemplo, em relacdo a
estratégia E1 verificou-se os valores de 3,82; 2,02 e; 0,99, para as
populacdes de 200, 400 e 1000 individuos respectivamente.
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Pode-se observar as médias das trés estratégias de mapeamento nas
populacdes com 200, 400 e 1000 individuos nas Tabelas 41, 42 e 43. A
estratégia E1 é a que apresentou as maiores estimativas de variancias em
todos os diferentes tamanhos de populacdo. E nas populagdes com 200 e
400 individuos também os maiores viés das distancias médias entre marcas
adjacentes em relacdo ao valor esperado de 10 cM, indicando que esta
estratégia foi menos eficiente que as demais na recuperacdo do genoma

simulado.

4.4.1.2.6. Estresse

O valor de estresse expressa o grau de concordancia dos valores de
distancia entre cada par de marcas adjacentes no grupo de ligagcéo obtido,
no mapeamento das populacbes simuladas, com as distancias dos
respectivos pares de marcas no genoma utilizado para simulacdo das
populacoes.

De acordo com o apresentado no Material e Métodos (item 3.2.4.6.), a

expressao que estima o estresse é:

m-1

5_l(dok B dk)2

&

k
em que d, € a distancia entre marcas adjacentes my € mg1 NO genoma

original (real) e d, é a distancia entre marcas adjacentes my € my+1 NO grupo
de ligac&o analisado (k= 1,..., m-1).

Para melhor entendimento, o estresse pode ser dado em funcédo do
desvio médio das distancias entre marcas adjacentes no grupo de ligacéo e

aguelas no genoma original, como segue abaixo e representado a seguir:

S= gei%loo
&do 5
em que d € o desvio médio das distancias por intervalo no grupo de ligacao
analisado em relacdo ao genoma original com saturacao de 10cM e d, € a
distancia entre marcas adjacentes no genoma original (neste caso 10cM).
O valor de estresse possui significados diferentes quando se

comparam genomas com niveis de saturacdo distintos. Por exemplo, para
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uma mesma estimativa de estresse igual a 20%, o desvio médio referente a
este estresse pode assumir valores de 1, 2 ou 4 cM, se estiver associado ao
genoma com nivel de saturacao de 5, 10 ou 20 cM, respectivamente.

Os valores de estresse médio para cada populacdo, em relacdo as
estratégias englobando todas as razfes de segregacdo sdo apresentados
nas Tabelas 41, 42 e 43. Observa-se que a estratégia E2 apresenta a menor
estimativa de estresses com populacdo de 200 e 400 individuos e a
estratégia E3 é a com menor estimativa em populacdo constituida com 1000
individuos. Os valores médios de todos os tamanhos de populacéo e razées
de segregacdo em relacdo as estratégias sdo: 75,83%; 70,86% e; 73,23%
para as estratégias E1, E2 e E3 respectivamente. Estas estimativas
expressam um valor de desvio médio entre marcas adjacentes de 7,69cM,
7,18cM e 7,42cM, respectivamente. Demonstra-se assim por meio das
estimativas de estresse que as estratégias que consideram a DS (E2 e E3)
sao relativamente mais eficientes que a estratégia E1 que ndo considera a
funcdo de verossimilhangca. Se for efetuada a diferenga entre o desvio
médio observado para a estratégia E1, em relacdo aos desvios observados
para as estratégias E2 e E3, ter-se-a:

E1-E2=7,69-7,18=0,51cM
e
E1-E3=7,69-7,42=0,27 cM.

Entdo, como trata-se de desvios, percebe-se que, por exemplo, a
estratégia E2 pode apresentar um valor distancia mais proximo ao valor da
distancia verdadeira acima de 1cM (0,51cM +0,51cM = 1,02cM) em relacéo
a estratégia E1. Enquanto que para estratégia E3 valor de 0,54cM.

Os resultados encontrados ratificam que as estratégias que
consideram a DS gamética em suas funcbes de verossimilhanca séo
extremamente (teis na obtencdo de mapas genéticos mais acurados,
particularmente nos mapeamentos finos que objetivam a clonagem
posicional de genes.

Na literatura tem sido detectados QTLs em intervalos de 1 a 10 cM
entre marcadores (Tanksley et al., 1995). Este intervalo pode corresponder
entre centenas e milhares de quilo pares de base (kpb) na estrutura fisica do

cromossomo. Intervalos dessa magnitude geralmente abrigam dezenas ou
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centenas de genes. Em Arabidopsis, uma distancia de mapa de 1cM
corresponde em média a uma distancia fisica de 250 kpb (Grattaplagia e
Ferreira, 2006). Para Eucalyptus, 1cM de recombinacdo corresponde em
média a 500 kpb (Grattapaglia e Bradshaw, 1994).

Nos ultimos anos, varios genes responsaveis por QTL foram clonados
em plantas, mais comumente em arroz, tomate, Arabidopsis e trigo, pela
estratégia de clonagem posicional. Um exemplo € o mapeamento de alta
resolucdo do QTL fw2.2, que controla peso de fruto em tomate, baseado na
utilizacdo de 51 linhagens quase isogénicas para a construcdo de mapa de
alta resolucéo, bem como para a avaliacdo fenotipica, permitindo localizar o
QTL em um intervalo de 0,13 cM, correspondendo a uma distancia fisica de
cerca de 150 kpb (Alpert e Tanksley, 1996).

4.4.1.2.7. Consideracoes Gerais

O presente trabalho demonstra um fator importante, desejavel e
adequado, no estudo e entendimento de DS considera mais que um Unico
marcador com DS no genoma. Vogl & Xu (2000) relatam exemplos, no
passado que consideravam apenas um Unico marcador, como o trabalho de
Sorensen (1967).

Eujayl et al. (1997) relatam que, em populacdes F,, marcadores com
DS causam viés nas estimativas de distancias entre marcas na construcao
de mapas genéticos, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

Oliveira et al. (2004) estudaram os efeitos da inclusao de marcadores
com DS em Citrus, em F;, e observaram que marcadores com distor¢do de
segregacdo entre marcas em um dado GL geralmente afetavam as
distancias genéticas. O numero de grupos de ligacdo foram afetados com a
exclusdo de marcadores com DS. Pode-se inferir, com os resultados
encontrados no presente trabalho, que a observacdo da alteracdo do
namero de GL é esperado se for realizada a exclusdo dos marcadores com
distorcdo de segregacdo, como observado por Oliveira et al. (2004). Pois
ainda neste estudo verificou-se que marcadores com DS podem formar um
grupo de ligacéo inteiro, ou marcas sem DS podem estar presentes em um
dado grupo de ligacdo, devido estarem ligadas a marcadores com DS, em

gue a exclusao das marcas com DS fardo com que as marcas sem DS néo
87



apresentem-se ligadas, em nenhum grupo ou algumas formarem outro grupo
de ligacéo.

Diante de todos os resultados observados neste estudo, pode-se
inferir que as estratégias E2 e E3, sdo mais eficientes que a estratégia E1. E
com ligeira superioridade para a estratégia E2, a qual se faz a indicacéo das
marcas que apresentam DS gamética, devido a fatores biolégicos e que
considera as marcas adjacentes a estas, com DS devido a ligagdo fatorial e
as demais como se ndo apresentassem DS. O que nao é verdade,
comprovado com exemplos da literatura e por meio das funcbes de
verossimilhanca deduzidas neste trabalho. Deve-se, neste contexto, ser
considerado um exemplo, em que uma marca apresenta DS e que
primeiramente serd estimada a distancia entre esta marca e outra sem
considerar a DS e a seguir estima-se a distancia considerando a distorcéo
de segregacéo, como a seguir:

Uma populacdo com 400 individuos com um distancia exata de 10,9
cM com a seguinte configuracdo genotipica observada;

A-B- = 330 individuos
A-bb = 20 individuos
aaB- =10 individuos
aabb = 40 individuos

Ter-se-4 a estimativa de distancia sem considerar a DS de 9,5 cM. E
a estimativa de distancia considerando a DS na funcdo de verossimilhanca
de 10,9 cM.

Assim é evidenciado que os resultados encontrados pela estratégia
E3 no presente trabalho é mais confiavel que as demais estratégias, embora
tenha apresentado, as vezes, resultados menos adequados. Isto pode ser
entendido e comprovado pela observacédo das fungdes de verossimilhanca.
Pois quando ndo se considera a DS em F, dominante, as classes
genotipicas recombinantes sdo somadas para o célculo da distancia. O que
nao ocorre com a funcdo de verossimilhanca com DS, que considera o
namero de individuos observado em cada classe genotipica. Fato que néao é
adequado, pois com DS os valores esperados nessas classes genotipicas
recombinantes sao diferentes. Desta forma, a estratégia E3, que leva este

fato em consideracéo, é sensivel ao desvio do nimero de individuos para
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cada classe genotipica recombinante e/ou paternais. Com a utilizacdo da
estratégia E3, quando o software estima a distorcdo de segregacédo
observada para todas as marcas, as estimativas de distancias tendem a ser
mais precisas.

Diante do exposto, a estratégia E3 pode ser usada rotineiramente
com mais confiabilidade na construcdo de mapas genéticos com DS. E
também mesmo sem a presenca nitida de DS em popula¢des. Uma vez que
marcas podem apresentar razdo de segregacao, por exemplo, de 3,5:1 e
sera estimada a distancia considerando, por exemplo, 3:1 devido o teste de
qui-guadrado néo rejeitar a hipotese de 3:1.

Uma questao também interessante para utilizacdo da estratégia E3 é
que esta também dispensa o0 uso do teste de qui-quadrado para a

verificacédo da segregacao das marcas.
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Figura 1 — Populacdo F, dominante com distor¢cao de segregacéo de 1:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacao
de 200 individuos.
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Figura 2 — Populacdo F, dominante com distor¢ao de segregacéo de 2:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacao
de 200 individuos
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Figura 3 — Populacdo F, dominante com distor¢ao de segregacéo de 7:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacao
de 200 individuos
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Figura 4 — Populacéo F, dominante com distor¢ao de segregacao de 10:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populagéao
de 200 individuos
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Figura 5 — Populacdo F, dominante com distor¢cao de segregacéo de 1:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacao
de 400 individuos.
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Figura 6 — Populacdo F, dominante com distor¢ao de segregacéo de 2:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populagéo
de 400 individuos.
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Figura 7 — Populacédo F, dominante com distor¢cdo de segregacéo de 7:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacao
de 400 individuos.
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Figura 8 — Populacédo F, dominante com distor¢cao de segregacao de 10:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacéo
de 400 individuos.
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Figura 9 — Populacdo F, dominante com distor¢ao de segregacéo de 1:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacao
de 1000 individuos.
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Figura 10 — Populacéo F, dominante com distor¢cdo de segregacao de 2:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacéo
de 1000 individuos.
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Figura 11 — Populacéo F, dominante com distor¢cao de segregacao de 7:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populagéo
de 1000 individuos.
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Figura 12 — Populacéo F, dominante com distor¢do de segregacédo de 10:1 nos locos D15, D25 e D35, com tamanho de populacao
de 1000 individuos.
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Tabela 41 — Valores de distancia média, variancia, tamanho médio de GL e
estresse, em populacdo F, dominante, com 200 individuos em
diferentes razdes de segregacao e estratégias de mapeamento

Estratégia  SEG. TAM. GL MED DIST VARIANCIA ESTRESSE
El 1:1 107,60 10,76 3,82 71,33
E2 1:1 106,27 10,63 3,90 99,00
E3 1:1 103,85 10,39 3,55 99,00
El 2:1 100,03 10,00 4,45 99,00
E2 2:1 99,37 9,94 4,32 99,00
E3 2:1 98,00 9,80 4,20 70,80
El 71 88,47 8,85 5,27 99,00
E2 7:1 90,30 9,03 5,03 99,00
E3 7:1 91,98 9,20 5,43 99,00
El 10:1 87,73 8,77 5,74 77,34
E2 10:1 91,23 9,12 6,08 76,65
E3 10:1 97,75 9,78 6,22 76,79
El MED 89,30 8,93 6,84 82,76
E2 MED 90,08 9,01 6,42 82,24
E3 MED 91,19 9,12 6,73 82,34

E1l - desconsidera a DS na funcao de verossimilhanca; E2 - considera a DS
e pressupde conhecer as marcas com DS e a taxa esperada; E3 - considera
a DS estimando o valor de distorcdo observado em todos os marcadores
estudados.
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Tabela 42 — Valores de distancia média, variancia, tamanho médio de GL e
estresse em populacdo F, dominante com 400 individuos em diferentes

razbes de segregacao e estratégias de mapeamento

Estratégia SEG. TAMANHO GL MED DIST VARIANCIA ESTRESSE

El 11 107,90 10,79 2,02 99,00
E2 11 106,57 10,66 1,88 99,00
E3 11 103,83 10,38 1,95 99,00
El 2:1 100,83 10,08 1,72 99,00
E2 2:1 100,13 10,01 1,67 99,00
E3 2:1 98,43 9,84 1,62 99,00
El 71 97,27 9,73 2,27 15,07
E2 71 99,53 9,95 2,20 14,83
E3 7:1 102,68 10,27 2,43 15,11
El 10:1 89,23 8,92 1,93 99,00
E2 10:1 92,77 9,28 1,85 70,75
E3 10:1 99,22 9,92 1,73 99,00
El MED 98,81 9,88 1,99 78,02
E2 MED 99,75 9,98 1,90 70,89
E3 MED 101,04 10,10 1,93 78,03

El - desconsidera a DS na funcao de verossimilhanca; E2 - considera a DS
e pressupde conhecer as marcas com DS e a taxa esperada; E3 - considera
a DS estimando o valor de distorcdo observado em todos os marcadores

estudados.
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Tabela 43 — Valores de distancia média, variancia, tamanho médio de GL e
estresse em populacédo F, dominante com 1000 individuos em

diferentes razdes de segregacao e estratégias de mapeamento

Estratégia SEG. TAMANHO GL MED DIST VARIANCIA ESTRESSE

El 1:1 108,33 10,83 0,99 99,00
E2 1:1 107,10 10,71 1,00 69,89
E3 1:1 104,15 10,42 0,94 69,49
El 2:1 105,37 10,54 0,97 68,89
E2 2:1 104,67 10,47 0,95 68,89
E3 2:1 103,45 10,35 0,95 68,81
El 71 95,87 9,59 0,83 99,00
E2 71 98,27 9,83 1,19 99,00
E3 7:1 101,98 10,20 0,94 99,00
El 10:1 90,90 9,09 1,72 99,00
E2 10:1 94,47 9,45 1,21 70,35
E3 10:1 94,47 9,45 1,21 70,35
El MED 100,12 10,01 1,13 66.72
E2 MED 101,13 10,11 1,09 59,44
E3 MED 101,01 10,10 1,01 59,32

El - desconsidera a DS na funcao de verossimilhanca; E2 - considera a DS
e pressupde conhecer as marcas com DS e a taxa esperada; E3 - considera
a DS estimando o valor de distorcdo observado em todos os marcadores

estudados.

4.4.2. Distor¢cdo Genotipica
Neste tépico é abordado o emprego de metodologia para o
estabelecimento de mapas genéticos, considerando a existéncia de

marcadores distor¢cao de segregacado, causada por distor¢cao genotipica.
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4.4.2.1. Mapeamento Genético

Gerou-se por meio do moédulo de simulacdo do programa
computacional GQMOL/UFV (CRUZ, 2006), dados de uma populacéo F,
com 1000 individuos, considerando o estudo de marcadores dominantes. O
genoma original com trés GL, e 10 marcas/GL equidistantes a 10cM. Apos
avaliou-se a hipétese de segregacdo mendeliana, nos dados iniciais ainda
sem nenhum fator causador da DS genotipica Tabela 44, evidenciando-se a
eficAcia do processo de simulacdo em gerar informagcBes das 30 marcas

moleculares adequadas a segregacao pressuposta numa populagao F..

Tabela 44 — Segregacdo dos marcadores em populacdo F, com 1000

individuos, e teste de comprovacao da segregacéo 3:1

Marcadores Observado Observado 2 Probabilidade
(A) (aa) (%)
x1 261 739 0,645 42,1786 ns
x2 253 747 0,048 82,6581 ns
x3 250 750 0, 100,0 ns
x4 235 765 1,2 27,3322 ns
x5 251 749 0,005 94,1783 ns
X6 256 744 0,192 66,1257 ns
X7 262 738 0,768 38,0837 ns
x8 250 750 0,0 100,0 ns
X9 259 741 0,432 51,1009 ns
x10 252 748 0,021 88,3875 ns
x11 264 736 1,045 30,6584 ns
x12 263 737 0,901 34,2424 ns
x13 262 738 0,768 38,0837 ns
x14 257 743 0,261 60,9206 ns
x15 260 740 0,533 46,5209 ns
x16 260 740 0,533 46,5209 ns
x17 256 744 0,192 66,1257 ns
x18 246 754 0,085 77,0196 ns
x19 257 743 0,261 60,9206 ns
x20 245 755 0,133 71,5001 ns
x21 249 751 0,005 94,1783 ns
x22 259 741 0,432 51,1009 ns
x23 262 738 0,768 38,0837 ns
X24 259 741 0,432 51,1009 ns
x25 236 764 1,045 30,6584 ns
x26 229 771 2,352 12,5122 ns
x27 224 776 3,605 5,7595 ns
x28 228 772 2,581 10,8131 ns
x29 243 757 0,261 60,9206 ns
x30 233 767 1,541 21,4419 ns

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade
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Apos a aplicacdo dos testes de segregacdo, estimou-se a
porcentagem de recombinacdo entre pares de marcas pelo método da
maxima verossimilhanca. Os critérios utilizados no agrupamento foram rmax =
30cM e LOD minimo de 3, para inferir a ligacdo entre dois locos. E para o
ordenamento se utilizou o método da SARF. Assim, obteve-se o mapa
genético conforme apresentado na Figura 13. Todos os grupos de ligacdes
foram recuperados, tendo em vista 0 genoma originalmente simulado, e o

ordenamento também foi estabelecido de forma correta.
L GL 1 Marca %4h GL 2 barca %4h GL 3 barca
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Figura 13 — Populacao F, dominante sem a presenca de DS genotipica, com
tamanho de populacdo de 1000 individuos.

A partir do mesmo conjunto de dados, foi simulada a ocorréncia de
selecdo ou inviabilidade genotipica de forma a pressupor que apenas
algumas marcas apresentavam DS, sem afetar as marcas adjacentes. Neste
estudo, considerou-se que apenas as marcas 5, 15 e 25 estavam sob
selecdo, de forma que suas segregacfes passaram a ser de 2:1 ao invés do

esperado 3:1.
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O novo conjunto de dados foi, novamente submetido ao teste de
segregacdo de marca Iindividuais, proporcionando 0s resultados
apresentados na Tabela 45. O processo foi feito de forma que o tamanho da
populacdo foi mantido inalterado, mas as marcas especificadas tiveram, de
fato, sua razdo de segregacado modificada, permanecendo todas as outras,
inclusive, as adjacentes, com as mesmas razdes de segregacao. O teste de
qui-quadrado foi capaz de detectar as alteracdes nas razbes de segregacao
conforme visualizado na Tabela 45.

Tabela 45 — Segregacdo dos marcadores em populacdo F, com 1000

individuos, e teste de comprovacao da segregacédo 3:1 e 2:1

Segregacao 3:1 Segregacao 2:1
Marcas Obs Obs 2 Probabilidade 2 Probabilidade
(A-) (%) (%)
(aa)
x1 261 739 0,645 42,1786 ns 23,545 0,0001 *
X2 253 747 0,048 82,6581 ns 29,041 0,0 *
X3 250 750 0,0 100,0 ns 31,25 0,0 *
x4 235 765 1,2 27,3322 ns 43,513 0,0 *
x5 334 666 37,632 0,0 * 0,002 96,4329 ns
X6 256 744 0,192 66,1257 ns 26,912 0,0 *
X7 262 738 0,768 38,0837 ns 22,898 0,0002 *
x8 250 750 0, 100,0 ns 31,25 0,0 *
X9 259 741 0,432 51,1009 ns 24,865 0,0001 *
x10 252 748 0,021 88,3875 ns 29,768 0,0 *
x11 264 736 1,045 30,6584 ns 21,632 0,0003 *
x12 263 737 0,901 34,2424 ns 22,261 0,0002 *
x13 262 738 0,768 38,0837 ns 22,898 0,0002 *
x14 257 743 0,261 60,9206 ns 26,221 0,0 *
x15 334 666 37,632 0,0 * 0,002 96,4329 ns
x16 260 740 0,533 46,5209 ns 24,2 0,0001 *
x17 256 744 0,192 66,1257 ns 26,912 0,0 *
x18 246 754 0,085 77,0196 ns 34,322 0,0 *
x19 257 743 0,261 60,9206 ns 26,221 0,0 *
x20 245 755 0,133 71,5001 ns 35,113 0,0 *
x21 249 751 0,005 94,1783 ns 32,005 0,0 *
x22 259 741 0,432 51,1009 ns 24,865 0,0001 *
x23 262 738 0,768 38,0837 ns 22,898 0,0002 *
x24 259 741 0,432 51,1009 ns 24,865 0,0001 *
x25 334 666 37,632 0,0 * 0,002 96,4329 ns
x26 229 771 2,352 12,5122 ns 48,985 0,0 *
x27 224 776 3,605 5,7595 ns 53,792 0,0 *
x28 228 772 2,581 10,8131 ns 49,928 0,0 *
x29 243 757 0,261 60,9206 ns 36,721 0,0 *
*

x30 233 767 1,541 21,4419 ns 45,301 0,0
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* valor abaixo do nivel critico testado a 5%, para segregacao esperada de
3:1; ns nao significativo.
ApOs a aplicacdo dos testes de segregacdo, estimou-se a

porcentagem de recombinacdo entre pares de marcas pelo método da
maxima verossimilhanca, adotando as trés estratégias citadas
anteriormente, gerando, assim, trés mapas genéticos, em cada populacéo
com determinado valor de DS, para os quais foi utilizada a distancia em
Morgan e a propriedade transitiva para a determinacdo dos grupos de
ligagdo. Os critérios utilizados no agrupamento foram rmax = 30cM e LOD
minimo de 3, para inferir a ligacdo entre dois locos. E para o ordenamento
se utilizou o método da SARF. Com intuito de se estudar os efeitos de
marcadores com DS, todas as marcas foram utilizadas no mapeamento.
Verifica-se através da observacéo da Figura 14 que a estratégia E1 foi
incapaz de recuperar todo o grupo de ligacdo do genoma original,
destacando o fato de que GL2 n&o incluiu a marca 25, considerada nao
ligada. Valores de distancias em relacdo as marcas com segregacao

distorcidas também apresentaram consideravel viés.
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Figura 14 — Populagdo F, dominante com distorcdo de segregacao de 2:1
nos locos X5, X15 e X25, com tamanho de populacdo de 1000
individuos — Estratégia E1.

A estratégia E2 foi capaz de recuperar todos os grupos de ligacédo do
genoma original, devendo, portanto ser preferida. Valores de distancias em
relacdo as marcas com segregacao distorcidas também apresentaram
consideravel viés, apesar de ligeiramente inferiores aos obtidos com a

estratégia E1.
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Figura 15 — Populacdo F, dominante com distorcdo de segregacao de 2:1
nos locos X5, X15 e X25, com tamanho de populacdo de 1000
individuos — Estratégia E2.

A metodologia E3 proporcionou resultado similar ao descrito para a
metodologia E1 e, portanto, apresenta-se, neste exemplo, os mesmos

problemas ja descrito.
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Figura 16 — Populacdo F, dominante com distor¢cdo de segregacao de 2:1
nos locos X5, X15 e X25, com tamanho de populacdo de 1000
individuos — Estratégia E3.

4.4.2.2. Consideracoes Gerais

Deve-se ressaltar que este foi apenas um estudo de caso, e com uma
razdo de DS genotipica de 2:1, préxima ao esperado de 3:1, o que
demonstra que o mapeamento com DS genotipica, mesmo com proximidade
da razdo esperada, pode causar problemas na construcdo de mapas de
ligagdo. Por exemplo, até mesmo a incorreta independéncia de marcas no
mapa genético como observado no GL3 em relacdo a marca x35. Em outras
situacOes ndo apresentadas, mas que podem comprovadas pelos exemplos
demonstrados no item 3.3.2. por meio das Tabelas 31, 32 e 33, que mapas
genéticos em diferentes tamanhos de populacdes e niveis de DS genotipica,
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reconstituidos com a utilizagéo das trés estratégias tiveram os mais diversos
problemas em todas as estratégias e niveis de razao de segregacdo. Como
a presenca de grandes viés da distancia, numeros de grupos de ligacbes
diferentes do esperado, ordenamento incorreto das marcas, distancia dentre
marcas adjacentes e tamanho de grupo de ligacdo com valores muito
discrepantes do esperado.

Evidencia-se que, para a DS genotipica mesmo com a utilizacdo das
estratégias E2 e E3, ndo se consegue geralmente a obtencdo de mapas de
ligacdo acurados, como ocorrido em DS gamética. A explicacao deste fato, a

qual ja foi relatada anteriormente, € devido geralmente a ocorréncia da

quebra da estrutura do tipo de populacao.

111



5. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho foram considerados os problemas proporcionados pela
distorcdo de segregacéo no estabelecimento de mapas de ligacdo genética,
sendo abordados aspectos tedricos relativos a deteccdo, aos efeitos e as
implicacbes da distorcdo de segregacao (DS), em relacdo ao
estabelecimento de mapas genéticos acurados. Também foram abordados
aspectos praticos relativos a constru¢do de mapas genéticos, com inclusao
de marcadores com distorcdo de segregacdo, tomando como referéncia
dados simulados de uma populacéo F».

A abordagem teérica permitiu concluir que:

. O tamanho da populacéo é fundamental para a deteccao da distorcdo de
segregacdo. Tamanho minimo para deteccdo de segregacdo ambigua deve
ser observado quando ha suspeita de marcadores sob selecéo.

. A estimacado da taxa de distorcdo de segregacéo foi apresentada como
alternativa ao teste qualitativo, de qui-quadrado, para se avaliar a existéncia
e 0 grau de distor¢cao de segregacao.

. Distor¢des proporcionadas por inviabilidade gamética ou genotipica, que
ocorre apos fertilizacdo, afetam de forma diferencial o mapeamento
genético.

. Os efeitos da distor¢cdo genotipica sobre 0 mapeamento genético sao mais
drasticos e erréticos.
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A abordagem pratica, em gque foram analisados dados simulados de

uma populacao F,, permitiu concluir que:
. Mapas genéticos estabelecidos a partir de funcdes de verossimilhanca que
negligenciam a distorcdo de segregacdo de marcadores, proporcionam
estimativas viesadas da distancia entre marcas.

As funcdes de verossimilhancas propostas e as estratégias de
mapeamento, apresentadas nestes trabalhos proporcionaram resultados
satisfatérios e deverdo ser consideradas em estudos futuros.
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