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RESUMO

CRUZ, Eduardo Machado, D. S., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2006.
Efeito da saturacio e do tamanho de populacées F; e de retrocruzamento
sobre a acuracia do mapeamento genético. Orientador: Cosme Damido
Cruz. Conselheiros: Paulo Roberto Cecon, Pedro Crescéncio Souza Carneiro
¢ Luiz Alexandre Peternelli.

Este trabalho objetivou gerar e analisar dados de genomas simulados de
populagdes F; e de retrocruzamento e, com base nesses dados, avaliar o tamanho
otimo de amostras dessas populacdes para estudo de mapeamento genético. Para
isso, foram geradas populagdes F, e de retrocruzamento com sete tamanhos de
amostra (50, 100, 150, 200, 400, 600 e 800 individuos) e quatro niveis de
saturacao (5, 10, 15 e 20 marcadores em cada um de 10 grupos de ligacdes de
100 centimorgans). As simulagdes foram feitas por meio do programa GQMOL
(2005) e analisadas com os programas GENES (2004) e GQMOL (2005), criados
pelo professor Cosme Damido Cruz, do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Vigosa. Conclui-se que ¢ completamente inviavel a
utilizacdo de amostras pequenas, com tamanho proximo a 50 individuos, mesmo
na saturagdo de 5 cM por grupo de ligacdo, que foi o maior nivel de saturagdo
utilizado neste trabalho, e desnecessario o emprego de amostras a partir de 400

individuos para obtencdo de mapas genéticos acurados. Amostras com pequeno

vil



numero de individuos ndo permitem recuperar o nimero correto de grupos de
ligacoes da espécie e o ordenamento correto, nem possibilitam estimar
corretamente a distancia entre os pares de locos. Em populagdes F,, tamanhos
minimos de amostras de 100, 150 e 200 individuos podem ser utilizados para
uma recuperacao completa do genoma com saturagdes de 5, 6,66 ¢ 10 cM,
respectivamente. No caso de populagdes de retrocruzamento de 200 individuos
para os trés primeiros niveis de saturacdo e de 800 para a saturacdo de 20 cM e
de existirem poucos individuos, porém acima de 100, para que seja feita uma
avaliagdo, mapas confiaveis podem ser gerados desde que se utiliza uma

saturagdo superior a 5 cM.
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ABSTRACT

CRUZ, Eduardo Machado, D. S., Universidade Federal de Vigosa, April, 2006.
Effect of saturation and size of F2 and backcrossed populations on
genetic mapping accuracy. Adviser: Cosme Damido Cruz. Committee
Members: Paulo Roberto Cecon, Pedro Crescéncio Souza Carneiro and Luiz
Alexandre Peternelli.

The objective of this work was to generate and analyze data of simulated
genomes of F2 and backcrossed populations, and based on these data, to evaluate
the optimum size of population samples for genetic mapping studies. F2 and
backcrossed populations with seven sample sizes (50, 100, 150, 200, 400, 600
and 800 individuals) and four levels of saturation were generated (5, 10, 15 and
20 markers in each of the 10 linkage groups of 100 centimorgans). Simulations
were performed using the GQMOL software (2005) and analyzed with both
GENES (2004) and GQMOL (2005) software developed by Professor Cosme
Damido Cruz, from the Department of General Biology at the Federal University
of Vigosa, Vigosa, MG. The results led to the conclusion that the use of small
samples, approximately 50 individuals, is completely impracticable, even with
saturation of 5 ¢cM per linkage group, which was the highest level of saturation

used in this work, as well as it is unnecessary the use of samples above 400
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individuals to attain map accuracy. Samples with small number of individuals do
not allow the recovering of the exact number of species linkage groups and the
correct order, neither the accurate estimation of the distance between pairs of
loci. For F2 populations, the smallest sample sizes of 100, 150 and 200
individuals can be used for a complete recovery of the genome with saturations
of 5; 6.66; and 10 cM respectively, and for backcrossed populations of 200
individuals in the first three levels of saturation and 800 in the saturation of 20
cM. If few individuals exist, above 100 though, to carry out an evaluation,

reliable maps can be constructed, since saturation above 5 cM is used.



1. INTRODUCAO

O mapeamento genético facilita o trabalho de melhoramento, uma vez que
uma ou mais marcas do genotipo podem ser associadas a um ou mais genes
controladores de caracteristicas, qualitativas e quantitativas (QTL). Desse modo,
tendo-se o genotipo mapeado, o trabalho de melhoramento podera ser otimizado,
tanto na eficiéncia do programa quanto na velocidade de obtencdo de ganhos.
Entretanto, a disponibilidade de um mapa genético fidedigno depende de uma
série de fatores como tipo de marcador utilizado, tipo de populacdo analisada e o
tamanho da populacdo, dentre outros. Além disso, alguns aspectos de natureza
metodoldgica também devem ser considerados no processo de obtencao do mapa
genético, como andlise de segregacao de locos individuais, andlise de segregacao
conjunta, niveis minimos de recombina¢do ¢ maximos de LOD escores (para
estabelecimento de ligacdo e rotinas de ordenamento de locos, dentre outras).
Com isso, nota-se que uma das ferramentas disponiveis, € que vem se tornando
cada vez mais necessaria, ao melhorista ¢ a Gendomica.

A Gendmica pode ser entendida como uma denominacdo dada a ciéncia
que estuda o genoma de forma completa, integrando diversas areas da Genética,
como a Genética mendeliana, a Citogenética, a Genética Molecular, a Genética
de Populagdes e a Genética Quantitativa; e outras areas do conhecimento, como a

Ciéncia da Computacdo e os Sistemas Automatizados.



Através da incorporacdo da Ciéncia da Computacdo e de Sistemas
Automatizados ao processo de melhoramento, passou a ser possivel a analise e
comparagao de técnicas de mapeamento, estudo da selecdo assistida e geragdo de
amostras de comportamento semelhante a diferentes tipos de populacio, assim
como simular um genoma inteiro, além do aumento da eficiéncia dos programas
de melhoramento. Essas e outras vantagens da simulacdo eliminam gastos, que
passaram a ser desnecessarios, ao longo do processo de mapeamento.

Os objetivos deste trabalho foram gerar e analisar dados a partir de um
programa de simulagdo de genoma e de populacdes e, com base nesses dados
simulados, avaliar o tamanho 6timo de populagdes F, e de retrocruzamento, para

estudo de mapeamento genético.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Analise genomica

Com o avang¢o do melhoramento genético, a ciéncia passou a desempenhar
papel fundamental no desenvolvimento de plantas e animais de importancia para
0 homem. Autores como Borém (1997) e Nass et al. (2001) descreveram areas do
conhecimento, nos diversos ramos da Genética, inclusive os marcadores
genéticos de DNA, que sdo de extrema importancia para o melhoramento e
possibilitam torna-lo cada vez mais eficiente na busca da melhoria de caracteres
de interesse.

Requisitos de produtividade, uniformidade para permitir o uso de
maquinas para colheita e beneficiamento, adaptacdo a novos ambientes para
permitir a expansao de fronteiras agricolas, resisténcia a doengas e pragas foram,
e deverdo ser, os caracteres de maior significancia a serem considerados por
melhoristas e geneticistas. Em tempos mais recentes, contudo, os consumidores
também passaram a influenciar o direcionamento das acdes do melhoramento.
Estes ultimos anseiam por alimentos com maior qualidade nutricional, sabores
melhores e diferentes, boa aparéncia, frutos sem sementes e em tamanhos
diferentes, animais com menores teores de gordura e pregos competitivos, o que

novamente tem intimo relacionamento com os aspectos de produtividade e outros



itens relevantes na reducao de custos de producdo. Todas essas caracteristicas
estdo passando a ter papel decisivo na aceitacio de um produto, obrigando o
melhorista a estabelecer estratégia de visdo de futuro sobre seu trabalho,
principalmente enfocando tanto aspectos do negocio agricola e suas implicacoes
para o melhoramento quanto a qualidade nutricional e de aceitagdo dos produtos.
Por isso, uma das ferramentas disponiveis, € que vem se tornando cada vez mais
necessaria ao melhorista e cada vez mais utilizada, ¢ a Genomica (CRUZ apud
NASS, 2001).

Ao trabalhar com a GenOmica, atua-se em pelo menos trés areas: na
Gendmica Classica, em que sdao estudados os marcadores genéticos, quando se
fazem analises de ligagdo, o ordenamento de genes nas analises multipontos, o
mapeamento genético e o de QTLs e a avaliagdo de seus efeitos; na Informatica,
que investe na formac¢do de banco de dados, em que sdo realizadas comparagdes
de seqiiéncias e sdo promovidas comunicagdes de dados e automagao de maneira
geral; e nas Andlises de Seqiiéncias de DNA, em que sdo realizados
seqlienciamentos, alinhamentos e comparagdes de seqiiéncias obtidas na
Genomica Cléssica, além de estudos de simulagdo para se identificar a
viabilidade de determinado modelo estatistico a ser aplicado em programas de

mapeamento (SCHUSTER e CRUZ, 2004).

2.2. Marcadores

Por volta dos anos de 1960, os marcadores utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram aqueles determinados por locos associados a
caracteristicas morfologicas, sendo que geralmente essas caracteristicas eram de
facil identificacdo visual. Essa estratégia de trabalho utilizando marcadores
fenotipicos foi proposta por Sax (1923). Porém, além de alguns marcadores
morfologicos, causam efeitos indesejaveis, e os marcadores moleculares
apresentam vantagens como alto nivel de polimorfismo para cada loco estudado.
Isso facilita o desenvolvimento de mapas a partir de populagdes segregantes e de

cruzamentos especificos, a neutralidade em relagdo aos efeitos de ambiente, com



pouco ou nenhum efeito de epistasia ou pleiotropismo, € sdo em geral co-
dominantes, permitindo a obtencdo de maior quantidade de informagdo sobre o
loco estudado (FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1996).

A revolug¢dao no campo de marcadores iniciou-se com o desenvolvimento
dos marcadores isoenzimaticos. A partir dai, o nimero de marcadores genéticos
foi grandemente ampliado, e a aplicabilidade da técnica passou a ser geral
(TANKSLEY et al., 1989). Contudo, o nimero de marcadores previsto pelos
ensaios isoenzimaticos ¢ limitado, ficando geralmente entre 10 e 20 por espécie.
Mesmo considerando que o numero total de locos isoenzimaticos que podem ser
detectados seja maior que 100 (MURPHY, 1990 apud FERREIRA e
GRATAPAGLIA, 1996), o nivel de resolucdo dos marcadores isoenzimaticos
ndo permitia cobertura completa do genoma, limitando certos estudos, como a
construcao de mapas genéticos.

Os marcadores de DNA possuem algumas vantagens em relacdo aos
marcadores morfoldgicos e isoenzimaticos. Uma primeira vantagem ¢ que sdo
baseados na variagdo de seqiiéncias de nucleotideos, sendo assim numericamente
ilimitados; quando co-dominantes, permitem a identificacdo de genétipos em
qualquer tipo de cruzamento. Uma segunda vantagem ¢ que sdo fenotipicamente
neutros € nao possuem interagdo epistatica, quando ocorre interacdo entre
diferentes genes, ndo-alélicos, sobre uma mesma caracteristica. A utilidade
desses marcadores estd em estabelecer relacdes de ligacao entre eles e os locos de
interesse. Essa ligacdo permite, ao pesquisador, inferir sobre a presenga dos
locos, mediante o ensaio de alguns desses marcadores, facilitando trabalhos de
transferéncia e de mapeamento (TANKSLEY et al., 1989).

Estudos fundamentados apenas na genética quantitativa cldssica nao
permitem identificacdo direta de genes ou locos de caracteres quantitativos
(QTLs), mas suas posi¢des podem ser estimadas com a ajuda de marcadores
genéticos. Pesquisadores, na area de Biologia Molecular, podem avaliar se um
gene, supostamente ligado a uma expressao, esteja realmente ligado, através da
analise de QTLs, desde que este corresponda a expressao de um particular gene

ja mapeado e cuja expressao primaria seja conhecida (LEBRETON et al., 1998).



Segundo Soller e Beckmann (1983), quando marcadores co-dominantes
(isoenzimaticos ou RFLPs) estdo disponiveis, andlises baseadas em geragdes F,
serdo mais uteis que aquelas baseadas em geragdes de retrocruzamento, por
fornecerem maiores informacoes tanto em relacdo a dominancia quanto a um
efeito maior do QTL identificado.

Estudos de autores como Weller (1986), Patterson et al. (1988) e outros
tém indicado que grande variedade de efeitos quantitativos pode ser associada a
marcadores genéticos especificos. O método de maxima verossimilhanca e outros
métodos de mapeamento atestam que os resultados sdo, em maior parte, devidos
a ligacdo e ndo a pleiotropia. Esses experimentos indicam que uma porcao
significativa dos efeitos associados a marcadores em caracteristicas de natureza
quantitativas sdo de uma magnitude que poderia ser prontamente detectada em
experimentos com aproximadamente 1.000 individuos de populagcdo F, ou de
retrocruzamento. E importante notar que se duas linhagens diferem em muitos
marcadores, localizados ao longo do genoma, uma tUnica geracdo F, permitira
que se fagam uma avaliacdo total e o mapeamento do genoma inteiro de todas as
caracteristicas quantitativas avaliadas. A quantidade de informagao produzida por
esse tipo de analise € critica, dependendo do nimero de marcadores polimorficos
que diferem entre as linhas parentais.

Em relagdo a aplicabilidade de marcadores em programas de
melhoramento genético, dois grupos de espécies autofecundantes sdo
distinguidos. O primeiro grupo ¢ composto por espécies autdgamas de genoma
pequeno (~10 Morgans). Nesse grupo, andlises auxiliadas por marcadores
genéticos podem ser feitas, usando-se delineamentos eficientes, e relativamente
pouco polimorfismo € necessario para que o genoma inteiro seja coberto. Desse
modo, os marcadores genéticos podem contribuir de modo decisivo para o
melhoramento dessas espécies. O segundo grupo € composto de populacdes de
cruzamento aberto, incluindo animais, de genoma grande (~30 Morgans). Nessas
espécies, métodos de selecao assistida por marcadores ndo sdao de aplicabilidade
geral, mas podem ter uma contribuigdo significativa em situagdes particulares

(SOLLER ¢ BECKMANN, 1983).



A aplicacdo da técnica de marcadores genéticos as populagdes segregantes
com genoma de grande tamanho ¢ problematica. Apesar disso, duas aplicagdes
podem ser antevistas. A primeira ¢ a sele¢do precoce de machos, no caso de gado
leiteiro, por exemplo, de acordo com a avaliacdo cromossdmica de seus pais.
Avaliacdo de custos baseados em RFLP indica que essa aplicabilidade pode ser
economicamente justificavel (BECKMANN e SOLLER, 1983). Uma segunda
aplicacdo potencial envolve a andlise genética do cruzamento entre uma
linhagem caracterizada por alto valor quantitativo para tratamentos de baixo
valor de herdabilidade, porém de grande importancia econdmica, € uma linhagem
comercial padrdo. Nesses casos ¢ esperada uma grande diferenca na freqiiéncia
do QTL entre a linha comercial e a fonte do gene de interesse, possibilitando que
seja feita uma analise relativamente barata (SOLLER e BECKMANN, 1983).

Quando um Unico tratamento ¢ de interesse, pode-se conseguir uma
consideravel reducdo no nimero de individuos escolhidos para marcadores
polimorficos, através da selecdo de marcadores genéticos apenas em individuos
que apresentarem alta ou baixa expressdo da caracteristica quantitativa. Se a
linhagem-fonte estiver com marcadores identificados associados ao QTL de
interesse, essa linhagem podera ser usada para introgredir o QTL em linhas

comerciais (SOLLER e BECKMANN, 1983).

2.3. Importancia dos marcadores moleculares no melhoramento genético

A selecdo e recombinagdo de genotipos superiores identificados com o
auxilio de marcadores moleculares tém sido defendidas e cada vez mais
recomendadas pela literatura desde o surgimento de técnicas moleculares, por
possibilitarem um estudo genético mais detalhado (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Essa pratica tem-se tornado cada vez mais freqiiente
com relagdo a caracteristicas de heranca simples, entretanto, para caracteristicas
quantitativas, algumas dificuldades ainda estdo sendo enfrentadas. Como as
caracteristicas quantitativas sdo controladas por grande numero de genes de

pequeno efeito, que sdo influenciados pelo ambiente, a identificagdo dos locos



das caracteristicas quantitativas ¢ mais complexa que a identificagdo de locos
para caracteristicas qualitativas, ou de heranga simples.

Marcadores ligados proximos a genes de interesse podem ser identificados
pela técnica de andlise de “bulk” segregante (BAS) (MICHELMORE et al.,
1991).

Hospital et al. (1992) estudaram os efeitos de tempo, intensidade de
selecdo, tamanho da populagdo, numero e posi¢ao dos marcadores selecionados
para cromossomos carregando, ou ndo, gene introgredido. Desse modo,
avaliaram o uso de marcadores para acelerar a recuperagdo de genotipos
recorrentes durante programas de introgressdo. Ainda segundo esses autores,
marcadores sdo mais Uteis quando sua posi¢cao no mapa ¢ conhecida.

Visscher et al. (1996), utilizando técnicas de simulagdo, avaliaram a
eficiéncia da introgressao de genes em populacdes de retrocruzamento derivados
de linhas endogamicas. “Background genotypes” foram simulados assumindo um
modelo genético de varios genes de pequeno efeito em fase de aproximagao, que
explicam a diferenca entre os descendentes observados e a varidncia nas
populacdes de retrocruzamento. Apds a obtencdo dos dados, constatou-se que
marcadores foram eficientes tanto para introgressao de alelos quanto para sele¢ao
de gendtipos receptores, simultaneamente. Ao serem consideradas marcas
espacgadas de 10 a 20 cM, houve a vantagem de uma a duas geragdes de selecao
de retrocruzamento, em relagdo ao tempo gasto no melhoramento cldssico, em
relagdo a selegdo fenotipica. At¢ mesmo no caso de QTLs mapeados de forma
relativamente precisa, marcadores flanqueadores ou marcadores haplotipos
devem cobrir de 10 a 20 cM proximos a posicao estimada do gene, para que seja
assegurado que a freqiiéncia do alelo ndo decline nas futuras geragdes de
retrocruzamento. Os resultados foram obtidos considerando-se cruzamentos entre
linhas endogdmicas com marcadores 100% informativos, e em todos os calculos
foi usada a funcdo de mapeamento de Haldane (1919), que admite interferéncia
nula. Para modelagem do genotipo, em diferentes geracdes de retrocruzamento
foi escolhido um modelo infinitesimal de locos ligados para ‘“background

genotype”, em que grande numero de locos ligados, todos de efeito pequeno e



igual e em fase de aproximag¢do em linhas endogamicas, explicasse as diferencas
entre os descendentes e da varidncia no primeiro retrocruzamento ou numa
populacao F,.

Brahm et al. (2000), trabalhando com o desenvolvimento de marcadores
moleculares para o gene P12 em cultivares de girassol, visando a resisténcia a
Plasmopara hasteei, racas 1, 2, 7 ¢ 9, utilizaram dois conjuntos de linhagens
isogénicas muito proximas (AS110/AS110PI2 e S1358/S1358 PI12) e um “bulk”
de populacdes F, segregantes, para identificagio de Random Amplified
Polimorphic DNA (RAPD) e Amplified Fragment Lenght Polymorphisms
(AFLP). Foi observado que os marcadores RAPD OPAA14750 e OPAC20831,
assim como os marcadores AFLP E35M48-3, mostraram estar ligados bem
proximos ao gene P12, aproximadamente a 2 ¢cM. E comentado pelos referidos
autores que os resultados apontam a aplicabilidade na selecao assistida por
marcadores, permitindo a diferenciacdo entre germoplasmas resistentes e
suscetiveis em um conjunto de diversas linhagens endogamicas. Ainda ¢
comentado por esses autores que a idéia de se introduzir gene resistente a todas
as racas de um patdégeno pode ser muito atraente, porém nao ¢ recomendavel. Em
vez disso, devem-se utilizar cultivares hibridos com resisténcia a diferentes ragas
do patogeno, mantendo baixa a pressao de selegdo e aumentando, desse modo, o
ciclo de cada gene de resisténcia.

Em se tratando de espécies arboreas, além dos problemas normalmente
enfrentados no melhoramento, fatores como o tempo, a escassez de informagdes
genéticas e a alogamia dificultam o trabalho dos pesquisadores. E visto que a
selecdo assistida por marcadores diminui esses problemas, tendo potencial para
aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento, desde que as
caracteristicas de interesse sejam controladas por um tUnico gene dominante
(KONDO et al., 2000).

Segundo visto no trabalho de Frish et al. (1999), a selecdo assistida por
marcadores pode acelerar a recuperagdo do gendtipo do parental recorrente, em
programas de melhoramento, com retrocruzamento. Nesse estudo, em que foram

feitas simulagdes computacionais para comparar estratégias para selecao assistida



por marcadores para retrocruzamento de um gene, para propor¢ao de Recurrente
Parent Genome (RPG) recuperado e para o nimero de MDP (marker data points)
necessarios para um programa elaborado para introgressao de um alelo desejado
em uma linhagem. As simulag¢des foram feitas com base em um mapa genético
de milho considerando 80 marcas, e a selecdo para o alelo desejado foi baseada
na avaliagdo fenotipica. Em comparacdo com uma populacdo de tamanho
constante, uma populagdo de tamanho crescente de retrocruzamento 1 para
retrocruzamento 2 diminuiu o nimero de MDP, por volta de 50%, sem afetar a
propor¢cdo de RPG. Um método de selecdo de quatro estagios, enfatizando a
selecdo para recombinantes no cromossomo portador do alelo de interesse nas
primeiras geracoes, reduziu o nimero de MDP necessarios, cerca de 75%, em
comparagao com o método de selecdo de referéncia. Adotados os principios
citados, para o desenho de um programa de retrocruzamento assistido por
marcadores houve uma economia substancial em nimeros de MDP necessarios.

Schuster et al. (2001) estudaram QTLs associados a resisténcia ao
nematoide do cisto da soja (Heterodera glycines), encontrando quatro
marcadores RAPD e quatro marcadores microssatélites. Os marcadores RAPD
foram responsaveis por mais de 40% da resisténcia ao nematdide da raca 14. No
caso dos microssatélites, foram identificados genotipos homozigotos resistentes,
sendo a eficiéncia ainda maior.

Marcadores baseados na reagao de polimerase em cadeia, como RAPD e
microssatélites, estdo sendo cada vez mais usados por serem mais abundantes,
menos dispendiosos, mais polimorficos € menos trabalhosos para serem
manipulados que RFLP (SCHUSTER et al., 2001).

Trabalhando com sele¢do assistida por marcadores para resisténcia ao
mildio pulverulento (Uncinula necator (Shaw.) Burr) em videiras, Dalbo et al.
(2001) construiram um mapa geneético através da utilizacdo de uma populacao
segregante originada de “Horizon” x Illinois 547-1, sendo que esse cruzamento
representa a formagdo de um hibrido entre Vitis rupestris Scheele e Vitis cinérea
Engelm. O QTL obtido a partir do parental resistente, Illinois 547-1, explicou

41% das variagdes observadas. A taxa de distor¢ao da segregacdo foi observada
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em alguns cruzamentos, casos em que o alelo estava associado ao QTL de
resisténcia. Ao ser feita a selecdo com base nos marcadores, a taxa de individuos
suscetiveis selecionados diminuiu. E também comentado que a eficiéncia da

selecdo, nos cruzamentos, foi maior onde a distor¢ao foi mais intensa.

2.4. Mapeamento

Primeiramente na constru¢do de um mapa genético, deve ser feito o estudo
individual dos locos que devem apresentar segregacao mendeliana em fungdo do
tipo de populagdo a ser estudada. Nas populagdes de retrocruzamento, duplo-
haploéides e RILs, espera-se uma razao de segregacao de 1:1 e nas populacdes F,,
uma razdo de segregacao de 1:2:1, para locos co-dominantes, ou 3:1, para locos
dominantes. Para verificar se a segregacao de um loco ocorre como esperado, ¢
feita uma comparacao do numero de individuos observados em cada classe com o
esperado de acordo com a razdo de segregacdo. Um teste que se tem mostrado

bastante eficiente e 1til para esse fim é o do qui-quadrado ( x*). Além de levar

em consideracdo os desvios ocorridos entre os valores observados e esperados,

esse teste também € sensivel ao tamanho da amostra.

2.4.1. Tamanho da popula¢io ou da amostra

Um dos fatores de fundamental importancia para se obterem dados
consistentes em um trabalho de mapeamento ¢ o tamanho da amostra ou
populagdo a ser trabalhada. A resolu¢do do mapa e a capacidade de se determinar
a seqiiéncia de marcadores no mapa trabalhado ¢ diretamente relacionada ao
tamanho da amostra ou populagdo. E certo que as amostras com menos de 50
individuos provavelmente terdo baixa resolu¢do de mapeamento, principalmente
na deteccao de QTLs de pequeno efeito (YOUNG, 1994).

Populagdes com poucos gendtipos podem ndo permitir a observagao da
quebra de ligacao entre os marcadores e a conseqiiente determinagdo da distancia
entre estes. O tamanho adequado da populagdo também depende do tipo de

populacao, sendo que populagdes de retrocruzamento contém aproximadamente a
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metade do conteudo informativo de populagdes F,. A grande vantagem do uso de
populagdes F, ¢ que os gendtipos dessas populacdes sdo formados por dois
gametas que t€m seus locos em desequilibrio de ligacdo, € ndo por um unico,
como no caso dos gendtipos obtidos por retrocruzamento (LANNES, 2004).
Lannes et al. (2004), em estudo com arroz, composto por duas populagdes
de retrocruzamento, uma com 53 ¢ outra com 74 individuos, utilizando 138
“primers”, sendo 131 RAPD obtidos da University of British Columbia e sete
que haviam amplificado bandas polimorficas mais consistentes entre os pais,
comentaram que os mapas genéticos obtidos poderiam ser considerados como
basicos, uma vez que o numero de marcadores mapeados e os tamanhos das
populagdes de mapeamento foram pequenos. Outra observagdo feita por esses
autores foi a presenca de sete intervalos que apresentaram distancia de 0 cM
entre marcadores adjacentes. Segundo eles, isso pode ter acontecido devido ao
pequeno tamanho da populagdo (53 individuos) utilizada para a formacao desse

mapa.

2.4.2. Numero de marcadores

Sabe-se que o desenvolvimento da metodologia de constru¢do de mapas
genéticos remonta do inicio do século passado. Apds a redescoberta do trabalho
de Mendel em 1900, 34 anos depois de sua publicacdo varias pesquisas foram
realizadas com o objetivo de ampliar e validar suas conclusdes em relagdo ao
mecanismo de heranga de caracteristicas quantitativas. Bateson e Punnet (1905),
citados por Stutervant (1965), trabalhando com caracteristicas cor da flor e
formato do grdo de polen, em ervilha, publicaram um dos primeiros relatos da
ligacao génica (ROCHA, 2003), entretanto a primeira evidéncia de que os genes
estdo localizados em posi¢oes definidas foi relatada por Morgan (1910), em
trabalho com andlise do padrao de heranca de um gene mutante ligado ao sexo,
em Drosophila melanogaster.

O mapeamento genético baseado na analise da freqiiéncia dos genoétipos

foi idealizado por Stutervant (1913), que publicou o primeiro mapa genético.
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Alfred H. Stutervant, trabalhando com seis genes ligados ao sexo em Drosophila
melanogaster, nao apenas produziu o primeiro mapa genético com todos os
genes na sua posicdo correta, como também propds o principio basico do
mapeamento genético e da utilizagdo da freqiiéncia de recombinantes para
estimar a distancia entre dois genes. Em homenagem a seu orientador Thomas H.
Morgan, determinou a unidade de mapa de centiMorgan (cM).

E fundamental que se calcule a distancia entre genes, estabelecendo um
ordenamento e formando grupos de ligagdes. Como os eventos de permutacgao
ocorrem ao acaso ao longo do cromossomo, a probabilidade de recombinagado ¢
maior em locos que se encontram a uma maior distancia entre si do que naqueles
mais proximos. Isso pode ser considerado a idéia basica do mapeamento
genético, ou seja, a taxa de recombinagao entre os locos ¢ usada como referéncia
para ordenamento dos genes (ou marcadores) nos cromossomos (SCHUSTER e
CRUZ, 2004).

De modo pratico, a freqiiéncia de recombinagdo entre dois locos ¢ obtida
pelo nimero de recombinantes dividido pelo total de individuos analisados.
Assim, conhecendo-se as freqiiéncias de recombinacdo entre diversos locos do
mesmo grupo de ligagdo, ¢ possivel estimar a ordem dos locos nesse grupo.
Ressalta-se que um grupo de ligagdo ¢ um conjunto de marcadores genéticos que
possuem menos de 50% de recombinacdo entre dois marcadores consecutivos
(SCHUSTER e CRUZ, 2004).

A falta de aditividade das freqiiéncias de recombinacdo levou ao
desenvolvimento de fungdes de mapeamento, as quais sdo utilizadas para
converter freqiiéncias de recombinagdo em medidas de distdncias com
propriedades mais interessantes para o ordenamento de locos. Das fungdes de
mapeamento, as mais conhecidas sdo as de Haldane (1919), que admitiu a
independéncia das permutas nos intervalos adjacentes, e a de Kosambi (1944),

que considerou a interferéncia.
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A fung¢do de Haldane ¢ expressa por:

. —In(1-2r)
2

em que m ¢ a distdncia em Morgan. Para obter a distancia em centiMorgan (cM),

basta multiplicar por 100.

Para obter a freqiiéncia de recombinagdo a partir da distdncia em Morgan,

utiliza-se a expressao:

O mapa de ligacdo de uma espécie pode ser definido como um arranjo
linear de um grupo de genes ou marcadores adjacentes. Dois marcadores siao
ditos ligados sempre que menos de 50% dos gametas produzidos apresentam
genotipos recombinantes para esses dois genes (STUTERVANT, 1913).

Para Ooijen (1992), o desenvolvimento de mapas de ligacdo com grande
numero de marcadores moleculares tem estimulado a busca por métodos para
mapeamento de genes envolvidos em caracteristicas quantitativas (QTL). Um
método promissor proposto por Lander e Botstein (1989), ja citado, emprega
pares de marcadores vizinhos para obter o maximo de informacao da ligacao de
QTLs dentro do segmento de cromossomo analisado.

Neste trabalho, a acurdcia desse método foi investigada por simulagao
computacional. Os resultados aqui obtidos indicam que existe uma probabilidade
razoavel de deteccdo de QTL que explique pelo menos 5% da variancia. Tanto o
numero de individuos quanto o tamanho relativo do efeito genotipico do QTL
sao fatores importantes na determinagdo da precisdo do mapeamento. Na média,
um QTL com capacidade para explicar 5 ou 10% da variancia ¢ mapeado com
um intervalo de 40 ou 20 cM, respectivamente. E claro que QTLs com maiores
efeitos genotipicos serdo localizados mais precisamente. Contudo, deve ser

notado que o comprimento do intervalo ¢ variavel.
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Devido ao grande nimero de fatores que influenciam a acurdcia do
mapeamento de QTL, este estudo se restringiu a alguns poucos casos simples.
Uma primeira gera¢do de retrocruzamento e uma populagdo F, foram estudadas,
sendo os parentais homozigotos. O tamanho da populacdo considerada foi de
100, 200, ou 400 individuos. Apenas um cromossomo com um Unico segmento
de QTL segregante foi simulado com efeito aditivo, mas sem efeito de
dominancia. Os fatores aleatorios ndo genéticos seguiram distribuicdo normal

com média zero e variancia apropriada . A variancia aleatoria ndo genética foi

escolhida de modo que o QTL explicasse 1, 5, ou 10% da variancia total. Para
uma populacdo de tamanho 100 e para uma varidncia com explicacdo de 1%, a
simulagdo consistiu de 1.000 repeti¢des, além de 500 repetigdes para os outros
casos. O tamanho do cromossomo considerado foi de 120 cM, porém o tamanho
médio de cromossomo utilizado em varios estudos em plantas ¢, geralmente, de
100 cM, considerando-se a auséncia de interferéncia, com um marcador
segregante a cada 5 ¢cM, comecando da posicao 0, e as posi¢des no mapa sao
assumidas como sendo precisamente conhecidas. Na pratica, nao sao
determinados todos os locos marcadores de uma so vez. Inicialmente, utilizam-se
marcadores distanciados de 20 cM entre si, e, quando o LOD escore tende a ser
significativo, novos marcadores siao adicionados. Entretanto, na simulagao
computacional feita neste estudo, todos os marcadores tiveram suas posi¢oes
determinadas. A posicdo do QTL estava entre dois marcadores a 62,5 cM.
Segundo o Lander e Botstein (1989), essa seria, presumidamente, a pior posi¢ao
possivel, uma vez que quanto mais proximo um QTL estiver de um dos
marcadores, maior sera o poder do mapeamento.

Um modelo para um unico QTL foi usado. O LOD escore foi calculado
em posicoes a cada um cM. Quando o LOD escore maximo para um
cromossomo excede significativamente a entrada, intervalos-suporte sdo
construidos com 0,5, 1, 2 e 3 LOD. A significancia inicial ¢ determinada
previamente.

Ooijen (1992) comentou que o procedimento de mapeamento de QTL de

Lander e botstein (1989) permite determinar a posicdo de QTLs em um mapa,
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com limitagdes. QTLs com pequeno efeito aditivo (o, =1% ) sdo muito dificeis

de serem detectadas. O tamanho de uma populagdo de pelo menos 200 individuos
¢ necessario, a menos que se esteja interessado apenas em genes de efeito muito

rande (o’ >10%). O tamanho de populagdo de 400 individuos parece ser o
g exp

maior numero possivel praticamente em relacdo a trabalhos com RFLP. Contudo,
pode ser esperado que com esse procedimento de mapeamento de QTL se
explique uma variancia de pelo menos 5% de chance de este ser detectado.

Em experimentos mais atuais de mapeamento, o mapa de ligagcdo ¢ sempre
estimado através dos mesmos individuos, para os quais o mapeamento de QTL ja
fo1 feito. Tal mapa pode ser menos preciso, mas ird relacionar melhor eventos de
recombinagao nos cruzamentos.

Na pratica, sempre haverd dados perdidos nos genotipos marcadores.
Desde que esse fato leve a um menor LOD escore e uma vez que a quantidade de
dados perdidos vai variar dependendo do marcador, isso tem efeito na
comparabilidade dos LOD escores de diferentes partes do cromossomo, a ndo ser
que a quantidade ndo seja excessiva. De certa forma, isso também se aplica a
marcadores dominantes. Estes levardo a um menor LOD escore, e,
conseqiientemente, sera dificil a comparagdo de LOD escores baseados em
dominantes com LOD escores baseados em marcadores co-dominantes.

Existem algumas etapas a serem seguidas para a constru¢do de um mapa
de ligagdao. Em geral, o primeiro passo na constru¢do de um mapa de ligagao esté
relacionado com a escolha dos genitores a serem cruzados, de forma que
maximize o polimorfismo genético. Uma vez selecionados os genitores, ¢
necessario o desenvolvimento de uma populacao segregante, composta de pouco
mais de uma centena de individuos. E importante ressaltar que o nimero de
marcadores polimorficos depende do polimorfismo genético entre os genitores e
a precisdo das estimativas de recombinagdo e cuidados em campo, entre outros,
dependem da escolha da populagdao (GRATAPAGLIA e SEDEROFF, 1994).

Apos a escolha dos genitores e o desenvolvimento da populagdao
segregante, a etapa seguinte envolve a obtencdo de marcas contrastantes entre os

genitores que apresentam segregagdao mendeliana na populacdo de mapeamento.
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A estratégia de busca pelas marcas polimorficas depende, principalmente, do tipo
de marcadores utilizados e da diversidade genética da espécie estudada
(ROCHA, 2003).

ApoOs a escolha dos marcadores polimorficos, € necessario analisar o
padrdo de amplificagdo dos individuos do restante de mapeamento. Na obtencao
das estimativas de recombinagdo para construir um mapa genético, todos os
marcadores devem ser analisados dois a dois, verificando-se a independéncia ou
a existéncia de ligagdo entre eles (LIU, 1998). Com base no principio de que os
gendtipos recombinantes alterados por permuta simples ou por permuta dupla sao

gerados em freqiiéncias diferentes, utiliza-se o teste de aderéncia y* (qui-
quadrado) para confirmar a ligagdo entre os marcadores. O teste de y> ¢é

qualitativo e apenas comprova a existéncia ou ndo de ligagdo génica. Permite
calcular o desvio entre os resultados esperados, sem a ocorréncia de permutas
com os resultados observados, sendo sensivel a magnitude do desvio € ao nimero
de genotipos amostrados (FALCONER, 1987 apud ROCHA, 2003).

Confirmada a existéncia de ligacdo entre duas marcas, ¢ indispensavel
adotar métodos quantitativos para estudar o grau de associagdo entre essas
marcas. A metodologia de Maxima Verossimilhanga ¢ utilizada no mapeamento
genético para a obtencdo de varias estimativas, inclusive as da freqiiéncia de
recombina¢do (LIU, 1998). Esse método permite a obtengdo de estimadores
consistentes, de distribui¢ao normal, eficiéncia assintotica e variancia minima. A
confiabilidade do posicionamento das marcas ao longo do grupo de ligacao pode
ser avaliada, considerando-se as varidncias associadas as estimativas de
recombinagdo (LIU, 1998).

Ainda hoje, tanto o tamanho de populacdo quanto o ntimero de marcas
para representacao de cromossomos em grupos de ligagdo nao sao bem definidos,
existindo falta de padrdo para a andlise de dados de trabalhos de mapeamento.
Com as informac¢des do Quadro 1, pode-se ter idéia da falta de padrdao em relagao
ao numero de individuos e de marcas a serem usadas em trabalhos com

mapeamento genético.
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Quadro 1 — Exemplos de trabalhos de diversos autores com espécies, tipo de
populacdo trabalhada, tamanho de populagdo e nUmero de
marcadores diferentes

L. . ~ N2 de
Espécie Autor Tipo de Populagio Tamanho Marcadores
Bovinos Telles (2001) 3 Rebanhos 66 133

Erva-mate Vidor (2002) Acessos 2.000 168
Eucalipto Falcdo (2004) Parentais 8 1.261
Feijao Corréa (2000) F, 302 440
Feijao Faleiro (2003) RILs 154 70
Maracuja Ganga (2004) Acessos 36 123
Milho Brunelli (2002) Linhagens, hibrido e F, deles 165 142
Milho Silva (2002) F, 250 140
Morango Conti (2002) Cultivares 26 63
Simulado Carbonell (1993) Retrocruzamento e duplo haploides 25.000 48
Simulado Knott (1992) F, 1.000 22
Soja Corréa (1999) F, 50e 120 238

Tamanho = nimero total de individuos analisados € N de marcadores = nimero de marcadores utilizados
no genoma de cada individuo.

2.5. Simulaciao

A simulagdo consiste em construir um sistema que imite o funcionamento
de uma realidade, com a finalidade de averiguar o que aconteceria no sistema real
se alteragcOoes de interesse fossem efetuadas em seu funcionamento (DACHS,
1988). Informagdes valiosas podem ser extraidas desse sistema simulado, com
menor custo e maior rapidez. No sistema real, a andlise de muitas das op¢des de
alteragdo ¢ inviavel, seja pelos custos que podem ser elevados, pelos longos
periodos da resposta ou pela incerteza da dire¢do e sentido das respostas, fatores
que podem conduzir a um dano irreparavel nesse sistema.

No melhoramento, o tempo se torna fator limitante. Além do tempo
necessario, a necessidade de laboratorio aumenta os custos, dificultando, muitas
vezes, a realizacdo de determinados trabalhos de pesquisa. Para contornar esse
problema, pesquisadores utilizam técnicas de simulagao que permitem a obtengao
de grande volume de dados em curto periodo de tempo, sem os custos de
implantacdo e condugdo de experimentos com animais ou plantas € com

laboratérios (CORREA, 2001).
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Ao fazer estudos baseados em simulagdo, deve-se considerar que nada ¢
tdo simples que possa ser compreendido e controlado sem abstracdo. Essa
abstracao consiste em substituir o objeto de interesse por um modelo semelhante,
porém com estrutura mais simples. Outro aspecto importante na simulacio ¢ a
modelagem. O modelo deve ser suficientemente simples para ser
operacionalizado e interpretado adequadamente, mas seu desempenho deve ser
comparavel com o modelo real e, se a defasagem for grande, ele deve ser
eliminado ou refinado (CRUZ apud NASS, 2001). Ao utilizar uma técnica de
simulagdo, o pesquisador deve se precaver contra erros, sejam estes devidos a
problemas com levantamentos amostrais, escolha inadequada das distribui¢des de
probabilidades nos eventos de natureza aleatéria, simplificacdo inadequada da
realidade e erros de implanta¢do do sistema simulado. Para a garantia de sua
eficiéncia, pode-se langar mao de processos de validagdo. Essa validagdo consiste
em fazer o sistema simulado operar nas condi¢des do sistema real e verificar,
através de testes de hipoteses e outras andlises estatisticas ou através de
comparagdo com situacdes reais ja analisadas, se os resultados observados na
simulacao condizem com os constatados no sistema real (CRUZ apud NASS,
2001).

Dempster et al. (1977) apresentaram uma abordagem de um método
computacional iterativo para estimacoes de maxima verossimilhanca, quando as
observacdes sao classificadas como dados incompletos. A partir do momento em
que cada iteracdo do algoritmo consiste em uma etapa de estimativa e outra de
maximizagdo, esse algoritmo ¢ chamado de EM. O algoritmo tem ampla
aplicabilidade, incluindo dados perdidos, dados truncados, modelos de “misturas
finitas” e estimacdo de componentes de variancia, andlise de fatores e outros,
além de ser relativamente simples.

No trabalho de Frish (1999) foi usado o software PLABSIM, que ¢ um
programa computacional desenvolvido em C++, para simular o processo de
recombinagdo, durante o processo de meiose. Os eventos de permutacao foram
gerados. As freqiiéncias de recombinagdo necessarias para o processo de

simulacao de permuta foram calculadas pelas distancias de mapa; pela funcao de
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mapeamento de Haldane (1919), isso foi feito assumindo-se que nao existe
interferéncia de quiasmas.

Darvasi et al. (1993) realizaram estudo de simulagdo, usando populacdes
de retrocruzamento, para determinar o efeito do espacamento de marcadores, o
efeito do gene e o tamanho da populagdo no poder da ligacao entre o marcador e
o QTL, no erro-padrdo dos estimadores de maxima verossimilhanca e do efeito
do QTL sobre a localizacdo no mapa de ligacdo. Esse desenho experimental foi
escolhido por sua simplicidade analitica e ampla utilizagdo na pratica. Neste
estudo, constatou-se que o poder de detec¢ao de QTL foi virtualmente o mesmo,
usando marcadores espagados de 10 ou um niimero infinito de marcadores, com a
ocorréncia de pequeno decréscimo quando os marcadores foram espagados de 20
ou até mesmo de 50 cM. A vantagem de utilizar intervalo de mapeamento em vez
de analise com apenas um marcador foi sem importancia. O poder de resolugao
de uma ligacdo marcador-QTL foi definido como sendo de 95% do intervalo de
confianca, para um mapa de localizacdo de QTL que seria obtido através da
utilizacdo de infinitos marcadores. Descobriu-se que, reduzindo o espagamento
entre marcadores para menos do que o poder de resolu¢do, ndo houve ganho
apreciavel estreitando o intervalo de confianca. E interessante observar que,
nesse trabalho de simulagdo, foram geradas 1.000 repeti¢des para cada parametro
de combinacao.

O método de maxima verossimilhanca para o mapeamento de QTL
também tem sido estudado em populagdes F, usando-se dados simulados.
M¢étodos de maxima verossimilhanca podem ser computacionalmente exigentes,
porém apresentam vantagens por possibilitar testar hipdteses e estimacdo de
parametros simultaneamente, além de permitir ajustar o modelo de modo que
possa levar em consideracao e estimar a fragdo de recombinagdo. Os métodos de
maxima verossimilhang¢a s3o muito versateis, permitindo que se regule o modelo
para que diferentes valores de variancias residuais se ajustem a diferentes
genédtipos de QTL. E visto que o uso de pares de marcadores flanqueadores
aumenta o poder de detec¢ao de QTL em relagdao ao uso de apenas um marcador,

quando os marcadores estdo muito espagados e o efeito do QTL ¢é grande. O uso
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de marcadores flanqueadores também proporciona estimativas mais acuradas e
com menor viés para a localizagdo e efeito do QTL. Além disso, o método se
torna menos sensivel a violagdes ou pressuposi¢des, por exemplo uma
distribuicdo ndo normal. Ao serem testadas hipdteses de um QTL ligado com a
de ndo existéncia de QTL, nao houve viés devido a presenga de QTL nao ligado.
Ao ser fixada a fragdo de recombinagdo entre os marcadores a um valor
incorreto, uma analise com marcadores flanqueadores geralmente ndo gera um
viés no teste para estimacdo do QTL ou do seu efeito. Porém, a existéncia de
muitos QTLs ligados provoca viés em testes € nas estimativas do efeito do QTL
com mapeamento por intervalo, levando a valores maiores, ou inflados, quando
QTLs estao associados as linhas cruzadas e a valores menores quando estdo em
dispersdao (KNOTT e HALEY, 1992).

Carbonell et al. (1993), em estudos visando a estimacdo de parametros
genéticos e a localizagao de QTLs para populagdes de retrocruzamento ¢ duplo
haploéides, utilizaram 100 conjuntos de 250 individuos simulados, tendo oito
grupos de ligacdo com seis marcadores cada, distanciados de 20 cM. Foram
usados seis QTLs envolvidos na expressao de uma caracteristica, sendo que
alguns genes expressavam efeitos de dominancia e outros, aditividade completa.
Os estudos foram feitos considerando-se sistema de cruzamentos para populagdes
de retrocruzamento e duplo hapldides. Os parametros da simulacdo foram
estabelecidos de modo a refletir diferentes condi¢des experimentais, permitindo,
assim, a realizagdo de comparagdes de interesse. E importante ressaltar que o
tamanho das amostras foi mantido pequeno para permitir que aparecessem
diferencas nas comparagdes realizadas. Os autores concluiram que populacdes de
duplo haploides permitem que experimentos possam ter menor tamanho de suas
amostras por possuirem maior poder que populacdes de retrocruzamento. Além
disso, populagdes de duplo haploides possibilitam estimacgdes mais acuradas da
localizagao do QTL, com menor variancia.

Ainda segundo esses autores, quando varios QTLs estdo localizados no
mesmo grupo de ligacdao, os resultados de um unico experimento podem ser

enganosos. Pode acontecer de o pesquisador inferir sobre a existéncia de um
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unico QTL de grande efeito, que na verdade esta localizado entre outros dois
QTLs. Isso tem maior probabilidade de acontecer quando se testa uma amostra
pequena e a herdabilidade ¢ baixa. Na maioria das vezes, o pesquisador pode
encontrar um platé ou uma distribui¢ao multimodal, sendo essas distribuigdes o
indicativo de que varios QTLs podem estar envolvidos, por isso um estudo mais
detalhado deve ser feito.

Martinez et al. (1999) desenvolveram procedimento de mapeamento
baseado em modelo randomico utilizado para investigar sua robustez e
adequagdo para mapeamento de QTL em populagcdes em que prevalecem
estruturas de familias de meios-irmaos. Sob o modelo randomico, a localizagao
do QTL e componentes de variancia foram estimados usando-se técnicas de
maxima verossimilhanca. A estimagdo de pardmetros ¢ feita com base na
abordagem do modelo de pares de irmdos. A propor¢ao de genes idénticos por
descendéncia (IBD) no QTL foi estimada através de dois marcadores
flanqueadores. Ja4 as estimativas dos parametros ¢ do poder de QTL foram
obtidos usando-se dados simulados, variando o numero de familias analisadas, a
herdabilidade da caracteristica, a variancia, o nimero de marcadores € 0 niumero
de alelos no QTL. Os fatores mais importantes que influenciam o poder e os
parametros do QTL foram a herdabilidade e a variancia genética da
caracteristica. Segundo os referidos autores, o numero alelos do QTL nao
influenciou as estimativas dos parametros avaliados nem o poder de deteccdo do
QTL. Com uma herdabilidade mais alta, foi observado um confundimento entre
QTL e componentes poligénicos.

Em relacdo ao trabalho de Martinez et al. (1999), a técnica de simulagao
Monte Carlo foi utilizada para gerar dados genotipicos e fenotipicos. O
mapeamento de QTL foi considerado para um segmento de cromossomo de
100 cM de comprimento, coberto por seis marcadores distribuidos igualmente ao
longo do cromossomo, a uma distancia de 20 cM entre eles. Todos os marcadores
tinham igual nimero de alelos e de mesma freqiiéncia. Um unico QTL com
varios alelos co-dominantes de mesma freqiiéncia e de efeito aditivo foi simulado

no meio do segmento cromossdmico, 50 cM, e os pais foram gerados através da
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alocacdo aleatoria dos genotipos em cada loco, assumindo-se equilibrio de
Hardy-Weinberg. A fase de ligacdo parental foi assumida como sendo
desconhecida. Descendentes foram gerados assumindo-se ndo haver
interferéncia. Desse modo, o evento de recombinacdo em um intervalo nao ira
interferir num evento de recombina¢do em um intervalo adjacente. As fracdes de
recombinagdo, em cada loco, foram calculadas usando-se a fun¢do de
mapeamento de Haldane. E importante mencionar que, em cada simulagdo, dois
tamanhos diferentes de amostras foram considerados (50 e 100 familias) de pais
com 25 descendentes cada.

Para testar o comportamento do modelo randémico aproximado sob
diferentes valores de herdabilidade das caracteristicas e diferentes proporgdes da
variancia explicada pelo QTL, sete diferentes valores de herdabilidade foram
assumidos: a herdabilidade da caracteristica variou de 0,10 a 0,70, em passos de
0,10. A variancia genética total consistiu de um componente de QTL e de um
componente poligénico ndo ligado. O efeito aditivo do alelo do QTL foi dado de
forma que a varidncia do QTL fosse de 10, 50 e 100% do total da varidncia
genética. Todos os seis marcadores tinham seis alelos, todos com a mesma
freqiiéncia. Para testar a influéncia dos polimorfismos dos marcadores no
desempenho do modelo randomico aproximado, assumiu-se que cada um dos seis
marcadores teria dois, quatro, seis ou 10 alelos com freqiiéncias iguais. Foram
considerados dois valores diferentes de herdabilidade, 0,10 ¢ 0,50. O numero de
alelos no QTL era 5. A variancia genética total foi atribuida ao QTL, ndo sendo

simulado nenhum componente poligénico.

2.6. Contribuicio dos estudos de simulacio na analise gendomica

Direta ou indiretamente, a simulacao tem contribuido grandemente para o
avanco tanto na Gendmica quanto nas demais areas do melhoramento.

Uma dessas contribuigdes ¢ a possibilidade de serem simulados diferentes
tipos de populacdes, permitindo menor gasto em material € mao-de-obra, além do

ganho de tempo. As simulagdes podem também ser feitas com base em dados
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reais. Frish, et al. (1999), para verificar a confiabilidade do software utilizado,
compararam o mapa de ligacdo original utilizado em seu trabalho, no qual foi
baseado em dados experimentais de F,, com um mapa de ligagdo construido a
partir de dados simulados de individuos F,, pelo programa MAPMAKER
(LANDER et al., 1987). Pela comparacao, foi visto que os mapas estavam em
excelente concordancia, confirmando que os modelos usados nos dois programas
eram similares.

Mais uma vantagem do uso da simulacdo pode ser encontrada no trabalho
de Visscher (1996), em que a simulagdo foi utilizada para avaliar eficiéncia do
uso da selecdo assistida na introgressdo de genes em programas de
retrocruzamento. No trabalho de Martinez (1992), também foram feitas
simulag¢des correspondentes a um retrocruzamento, para verificar, dentre outros,
o efeito de QTL.

Outra vantagem da simulagdo ¢ que ela pode ser empregada em qualquer
etapa de um programa de melhoramento, seja este cldssico ou ndo, para
comprovar ou refutar novos procedimentos e técnicas. Uma das formas de
simulacdo vista ao longo dos textos anteriores foi a utilizagdo da simulacdo para
obten¢do de dados sobre determinadas populagdes. Desse modo, apds chegar a
um modelo para detec¢dao de QTL, por exemplo, pode-se testar sua eficiéncia em
populagdes de retrocruzamento, F,, F,, duplo-haploides, linhas endogamicas e
outras, sem o custo operacional e laboratorial que poderia ser gerado.

Para serem simuladas populacdes de diversos tipos de familias, podem ser
usadas caracteristicas obtidas de dados reais, como tipo de distribui¢do, média,
variancia e demais caracteristicas que se mostrarem necessarias.

Uma clara vantagem do uso da simulacdo ¢ o numero de amostras que
podem ser geradas. Como exemplo, pode-se citar o trabalho de Martinez (1992),
em que, para ilustrar como aparece um QTL fantasma quando € usado o
mapeamento por intervalo de Lander e Botstein (1989) e o mapeamento por
regressao usando apenas marcadores flanqueadores, foi selecionada uma amostra
com 2.000 observagdes, sendo esse numero de observagdes escolhido por se

querer observar melhor o viés sistemdatico, em vez da variagdo de amostra.
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Em seu trabalho sobre técnicas de mdaxima verossimilhanca para
mapeamento e andlise de QTL com auxilio de marcadores genéticos, Weller
(1986), citado por Carbonell (1993), apresentou dados simulados que indicaram
boa concordancia entre os efeitos preditos e os obtidos em 10 repeti¢des de 2.000
individuos F,. Pelo comentado, a técnica se mostrou mais eficiente para genes
co-dominantes que para dominantes.

No trabalho de Knott e Haley (1992) para investigar as propriedades dos
métodos analiticos, empregaram-se dados simulados. Foram gerados
descendentes de parentais completamente heterozigotos, assumindo-se que nao
existam interferéncia e aditividade em Morgan das distancias de mapa. Cada
conjunto de dados continha 1.000 individuos F,, e o gendtipo de cada individuo
foi composto por um par de cromossomos de 100 cM de comprimento.
Simularam-se 11 locos marcadores, em um intervalo de 10 cM entre eles.
Também foram simuladas diferentes situacdes de ligacdo de QTLs.

Uma das dificuldades atualmente enfrentadas pelos pesquisadores ¢ a
identificacdo da posicdo de QTLs e do tamanho do seu efeito. Através da
simulacdo, pode-se inferir e testar, sob determinadas pressuposi¢des, o que
aconteceria sob certas situagdes com um maior distanciamento entre marcas
moleculares, qual seria o efeito da presenca de um ou mais QTLs proximos a um
QTL flanqueado por marcadores, o que aconteceria caso existissem QTLs
externamente em um intervalo limitado por marcadores, porém sem a existéncia
de QTL entre eles, e outras situagdes que se mostrassem de interesse para analise.
Martinez (1992), procurando estimar a localizacdo e o tamanho dos efeitos de
QTLs usando marcadores flanqueadores, gerou um conjunto de dados simulados
que exemplificaram o problema a ser pesquisado, sendo os dados analisados pelo

método de mapeamento, por intervalo e pelo modelo de regressao.

2.7. Programas GENES e GQMOL

O programa GENES, amplamente utilizado em andlises de modelos

aplicados ao melhoramento de plantas e animais, ¢ um software destinado a
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analise e processamento de dados por meio de diferentes modelos biométricos,
contando com procedimentos uni € multivariados e enfatizando a estimacgdo de
parametros genéticos. Também estdo disponiveis procedimentos para analise de
dados binarios, geralmente obtidos de estudos moleculares, permitindo a analise
e interpretacao de fendmenos particulares dessa area (CRUZ, 2004).

O programa GENES esta disponivel para download, gratuitamente, sem
nenhuma restricdo de uso ou de divulgagdo, no endereco
<http://www.ufv.br/dbg/genes/genes.htm>, e conta com manual (livro)
comercializado pela Editora UFV: editora@ufv.br ou e
<http://www livraria.ufv.br/>.

O programa GQMOL foi desenvolvimento com o propdsito de analisar
dados obtidos de estudos moleculares. Pode ser usado em anélise de segregacao
de locos individuais, estimagdo de porcentagem de recombinagdo, agrupamento
de marcas moleculares e mapeamento, incluindo estudos de QTL com
populagdes controladas, populagdes exogamicas, simulacao e analise de imagem.
Além disso, conta com um modulo de ensino, apresentando varios procedimentos
para entendimento de principios estatisticos e genéticos envolvidos na andlise
gendmica.

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

<http://www.ufv.br/dbg/gqgmol/gqmol.htm>.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Simulacio de dados

Para gerar os dados foi utilizado o mddulo de simulagao do aplicativo
computacional GQMOL (CRUZ, 2005), o qual permite gerar informagdes sobre
genomas, genotipos, genitores, individuos de diferentes tipos de populacdes e
dados de caracteristicas quantitativas. Foram simulados genomas parentais e
amostras de populacdes F, e de retrocruzamento. As amostras geradas foram de
50, 100, 150, 200, 400, 600 e 800 individuos, com 10 grupos de ligacdo cada.
Também foram geradas matrizes de distancias entre pares de locos. Apds a
simulagdo e geracdo da matriz de distancia, foi avaliada a eficicia de
reconstitui¢do do niimero de grupos de ligacao a partir dos diferentes tamanhos e

tipos de amostras.

3.1.1. Simulacio do genoma

Para este estudo foi tomada como referéncia uma espécie dipldide ficticia
com 2n = 2x = 20 cromossomos, cujo comprimento total do genoma foi
estipulado em 1.000 cM. Foram gerados genomas com niveis de saturagao de 5,

10, 15 e 20 marcas moleculares (ou 20, 10, 6,66 ¢ 5 cM, respectivamente) por
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grupo de ligacdo. Cada genoma foi composto por 10 grupos de ligacao, 100 cM
em cada grupo, com um comprimento total de 1.000 cM.

Neste estudo foram usadas nas simulagdes marcas co-dominantes para
retrocruzamento e populagdes F, em saturacdes com 5, 10, 15 e 20 marcas por

grupo de ligacdo, como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 — Grupo de ligacdo 1 com 5, 10, 15 e 20 marcadores, evidenciando-se os
diferentes graus de saturacao.

3.1.2 Simulacio dos genitores

Na analise de ligagdo génica com dados de populagdes F, e de
retrocruzamento, para cada grau de saturacdo do genoma estudado foi simulada a
situacdo em que os pais sdo homozigotos, sendo um dominante e outro recessivo.
Também foi concebido que todos os locos estivessem em aproximagdo. A seguir
¢ exemplificado o gendtipo dos pais P; e P, em diferentes graus de saturacao

(Figura 2), referentes ao primeiro grupo de ligacao (GL1).
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Figura 2 — Genoma dos pais 1 e 2, com quatro niveis de saturagdo. O codigo 1
representa a presenca de marca e o cddigo 0, a auséncia em
determinado loco.
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3.1.3. Tamanho da populacao

Neste trabalho, tanto para a populagdo de retrocruzamento quanto para as
populagdes F, foram geradas amostras com 50, 100, 150, 200, 400, 600 ¢ 800
individuos, com saturagdes de 5, 10, 15 e 20 marcas por grupo de ligagao e 100
repeticoes para cada nivel de saturacdo, chegando a um total de 5.600

simulagdes, sendo 2.800 para retrocruzamento e 2.800 para populacgdo F,.

3.1.4. Procedimento de simulacdo dos individuos das populacdes F, e de

retrocruzamento

A estratégia basica de simulagdo € caminhar ao longo dos cromossomos,
realizando permutas em cada intervalo entre marcas adjacentes, de acordo com as
distancias dos marcadores, conforme descrito por Silva (2005).

O processo de simulacdo das populagdes F2 e de retrocruzamento seguiu
0s seguintes passos:

1) A partir do genoma simulado, foram construidos os genotipos parentais
homozigotos e contrastantes para os marcadores, de tal forma que a geragao F,
estivesse em aproximagao para todos os marcadores.

i1) A partir do genoétipo da geracdo F;, foram gerados os gametas para a formagao
dos individuos das populagdes F, e de retrocruzamento. A producao de gametas
foi feita simulando-se o pareamento dos homologos e realizando-se permutas ao
longo dos cromossomos e considerando a ndo-existéncia de interferéncia nas
regides delimitadas por dois marcadores adjacentes. A probabilidade de
ocorréncia de recombinacao numa regido entre marcadores adjacentes foi dada de
acordo com a distancia desses marcadores no genoma simulado. Ressalta-se que
maior distdncia implica maior possibilidade de ocorréncia de recombinagao.

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

individuo simulado dentro de cada repeti¢ao.
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3.2. Analise genomica — Mapeamento

Apbés a geracdo dos dados, seguiram-se as etapas do processo de

mapeamento, como descrito nos topicos subseqiientes.

3.2.1. Analise de segregacao de locos individuais

Foram aplicados testes de qui-quadrado ( y*) para verifica¢do da razdo de

segregacdo em cada marca de todas as populacdes geradas. No processo de
mapeamento foram utilizadas todas as marcas, mesmo as que ndo segregaram de
acordo com a proporcao esperada de 1:1 (Aa:aa) para retrocruzamento e 1:2:1
(aa:Aa:AA) para marcas co-dominantes.

A estatistica de qui-quadrado ¢ dada por:

. 2{ Obs, — Esp, }

i=l1 Espl

em que:
7~ = valor de qui-quadrado calculado; e
Obs; e Esp; = valores observados e esperados, na i-€sima classe fenotipica

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

A hipotese (Hy) de segregacdo dos locos foi testada a 5% de
probabilidade. Nas situacdes em que o valor da probabilidade calculado foi
inferior ao preestabelecido, a hipotese H, foi rejeitada, significando que a

segregacao nao ocorreu de acordo com o esperado.

3.2.2. Estimacio da porcentagem de recombinacio

Apos a aplicacdo dos testes de segregacdo, seguiu-se a etapa da estimacao
da porcentagem de recombinagdo entre pares de marcas, utilizando o método da

maxima verossimilhanca.
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3.2.2.1. Populacio de retrocruzamento

A descendéncia do retrocruzamento foi estabelecida a partir do
cruzamento do F; com o genitor homozigoto recessivo, de forma que a
freqliéncia genotipica esperada para a progénie desse retrocruzamento fosse igual
a freqiiéncia gamética do F;, pois o genitor homozigoto recessivo produzira

gametas de um unico tipo (Quadro 2).

Quadro 2 — Freqiiéncias  genotipicas esperadas para a progénie do
retrocruzamento entre o F; e o genitor aabb

Classes Ocorréncia Freqiiéncia Tipo
AaBb N, 1/2(1-1) Paternal
aabb N, 1/2(1-r) Paternal
Aabb N; r/2 Recombinante
aaBb Ny /2 Recombinante

A estimagao da porcentagem de recombinagdo pode ser feita pelo método
da maxima verossimilhanga, levando-se em consideracdo a fun¢dao de

verossimilhanga:

sen-ft-o] o] ] )

N!
em que A =——, sendo N = n;+n,+tns+ny.
n!'n,!n,!n,!

A fungdo suporte ¢ dada por:

Mr;n,)=1n(1)+ Nln(%j +(n, + ny)In(1=r)+ (n, +n, )In(r)
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Assim, por meio de funcdo escore, obtida pela primeira derivada da

funcao suporte, € possivel chegar ao estimador da freqiiéncia de recombinagao:

_ (n3+n4)—Nr_
o l-r r r(l—r) B

Mrn)  (n + nz)(_ )+ (n, +n,) 1'(r)

igualando a 0, obtém-se o estimador:

n,+n
p=3
N

Esse estimador também expressa o conceito de distdncia entre locos
génicos dado pela freqiiéncia de gametas recombinantes.

Para que seja obtida a varidncia da estimativa da porcentagem de
recombinagio, considera-se a fungdo f'(r), de modo que H(r)=r(1-r) e
G(r)=(n, +n,)— Nr. Com isso, tem-se que G'(r)=—-N, de forma que o indice de

informatividade sera:

O contetdo meédio de informagdo, uma caracteristica da populagdo, ¢

expresso, para retrocruzamento, por meio de:

3.2.2.2. Populacao F, com marcadores co-dominantes

A geragdao F, ¢ obtida pela autofecundagdo dos individuos F;. Em se
tratando de um par de marcadores, as seguintes combinagdes sdo possiveis:
apenas marcadores co-dominantes, apenas marcadores dominantes e marcadores
dominantes e co-dominantes simultaneamente. Em qualquer uma dessas
situagdes deve ser considerada a freqiiéncia esperada dos genotipos na geragao F,

(Quadro 3).
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Quadro 3 — Freqliéncias gendmicas esperadas na populagdo F,, utilizando-se
marcadores co-dominantes, derivados do cruzamento entre

individuos AABB x aabb
Genotipo Observagdo Freqiiéncia

AABB n p1=0,25(1-r)
AABDb n, p2=0,50r(1-r)
AAbb n3 ps= 0251
AaBB ny ps=0,50r(1-r)
AaBb ns ps=0,50(1-r)*+0,50r"
Aabb Ng pe= 0,50r(1-r)
aaBB n, pr= 0,25r2
aaBb ng ps=0,50r(1-r)

aabb ng po=0,25(1-r)*

P(R|G) € aprobabilidade de que um gameta seja recombinante, dado o gendtipo dos dois locos.

Neste trabalho foram consideradas apenas as situagdes que envolviam
marcadores co-dominantes, considerando-se que:
n, =n; +ng
n, =n, +nyg +ng+ng
n.=nsz +n;
Ng = s

N=n,+n,+n.+ny

Para estimar as freqiiéncias de recombinacdo, a funcdo de maxima

verossimilhanga ¢ dada por:
L(rsm)=2p{" py*K pj’
sendo:

N!
n!n,'K n,!

ou
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e {1 1]

L(r;n,) = Ao Aa Ao} Aot}
Tem-se, portanto, a funcao suporte:
Mr;n,)=n(1)+n, In(a,)+ n, In(e, )+ n, In(e, )+ n, In(a,)

Por derivacao da fungdo suporte em relacdo a r, tem-se a funcdo escore

dada por:

ny,

oy A g e g =k 2

oMrin,) _
or

de forma que:

Mrn)  (n,+2n)=2r(n, +n,+n,) 2(2r-1)n,
= + 2 2
or r(1-r) (1=r)Y +r

igualando a 0 a funcdo escore, tem-se:
(nb + 2nc)— 2(na +2n, +3n, + nd)r + 2(2na +3n, +4n, + 3nd)r2 —4Nr’ =0

Assim, a solu¢do de maxima verossimilhanca ¢ obtida por uma das raizes
da equagao polinomial de terceiro grau.

Para obter a variancia da estimativa, considera-se a funcao suporte:

f'(r) _ (nb + 2nc)— 2(’% +2n, +3n,+n, )r + 2(211” +3n, +4n_+3n, )r2 — 4Nr?
- r(l—r)(1—2r+2r2)

portanto, adotando as fungdes G(r) e H(r), obtém-se:

G(r) = (nb + 2nc)— 2(na +2n, +3n.+n, )r + 2(2na +3n, +4n,+3n, )r2 — 4Ny’

H(r):r(l—r)(l—2r+2r2)
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logo:
- G'(r) = 2(na +2n, +3n, + nd)— 4(2na +3n, +4n,.+3n, )r +12Nr7

sabe-se que:

E(n,)= %er
€
E(n,)= [1(1 —2r )+ er}N
2 2
entao:
~G'(r)=2N(1-3r+3r)
e, assim:

201-3r+3r% N
I(r) - r(l (— r)(l -2r +)2r2)

O contetido médio de informagdo, para a populacao F, e marcadores co-

dominantes, ¢ expresso por meio de:

201=3r+377
c(r) - r(l —(r)(l —2r+ 2)r2)

3.3. Comparacio de genomas

O termo genoma simulado refere-se, genericamente, aqueles obtidos
conforme descrito na se¢ao 3.1.1 do item Material e Métodos. J4 o termo genoma
analisado se refere, genericamente, aos genomas construidos a partir das
populagdes simuladas.

Foram comparados, nos genomas analisados, o numero de grupos de
ligacdo obtidos, o tamanho dos grupos de ligacdo, as distdncias médias entre dois

marcadores adjacentes nos grupos de ligacdo, as variancias das distancias entre
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marcas adjacentes nos grupos de ligacdo, o estresse e se houve ou nao inversao
da ordem dos marcadores, verificada pela correlacio de Spearman. Todas essas
comparagdes foram realizadas com o moddulo “Comparacdo de genomas” do
aplicativo computacional GQMOL (CRUZ, 2005).

Nas andlises apresentadas foram utilizadas apenas as repetigdes em que
houve recuperacao de 10 grupos de ligagdo no mapeamento genético. Excegao
feita somente nas amostras em que foram utilizadas todas as 100 repetigoes,

independentemente do nimero de grupos de ligacao formados.

3.3.1. Numero de grupos de ligacdo e marcas por grupo

Em todos os genomas analisados, fez-se uma contagem do nimero de
grupos de ligagdo e do nimero de marcas por grupo, obtidos do mapeamento das

populagdes simuladas.

3.3.2. Tamanho do grupo de ligacio

O tamanho do grupo de ligacao foi obtido, somando-se as distancias entre

marcas adjacentes no grupo de ligacdo do genoma analisado, como segue:

em que L ¢ o tamanho do grupo de ligacdo e di, a distancia entre marcas
adjacentes my e my,; no grupo de ligagdo do genoma analisado (k = 1,..., m-1).
Sendo que m ¢ o nimero de marcadores no grupo de ligacio do genoma

analisado.

3.3.3. Média das distancias entre dois marcadores adjacentes no grupo de

ligacao

E a razdo do tamanho do grupo de ligagio pelo namero de intervalos entre

marcas adjacentes no grupo de ligacao, como segue:
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-t
1
em que d ¢ a distancia média de dois marcadores adjacentes no grupo de ligagdo
do genoma analisado, L ¢ o tamanho do grupo de ligagcdo do genoma analisado e
I ¢ o nimero de intervalos entre marcas adjacentes, dado por m — 1, sendo m o

numero de marcas no grupo de ligacao.

3.3.4. Variancia das distancias entre marcas adjacentes

E a razdo do somatorio do quadrado dos desvios entre as distancias de
marcas adjacentes e a distancia média de dois marcadores adjacentes no grupo de

ligacao pelo nimero de intervalos (I) no grupo de ligagdo menos 1, como segue:

m—1

Y (d, -~}

&2 k=1
I-1

em que &° ¢ a varidncia das distincias entre marcas adjacentes, d, ¢ a distancia

entre marcas adjacentes my € my; no grupo de ligacdo do genoma analisado
(k=1, ..., m-1), d é a média da distancia de dois marcadores adjacentes no grupo
de ligacdo do genoma analisado e / ¢ o numero de intervalos entre marcas

adjacentes, dado por m-1, sendo m o nimero de marcadores no grupo de ligacao.

3.3.5. Correlacao de Spearman

A correlagdao de spearman, também conhecida como correlacdo de rank, ¢
utilizada quando ndo € possivel mensurar variagcdes continuas, como variaveis x e
y nos n membros de uma populagdo. Porém, ¢ possivel mensurar um x € um vy,
em forma de nota (rank), em que cada nota pode ser colocada em ordem nos n
membros. Essa correlagdo expressa o grau de concordancia nas notas das duas

variaveis.
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Adaptando a correlagdo de Spearman, dada por Clarke (1994), para

analise de genomas, tem-se:

6&&’,{
k=l

r =1
) mlm? =1

em que ry ¢ o valor estimado da correlacio de Spearman, para um grupo de
ligagdo do genoma analisado (—1<r, <1), A, ¢ a diferenca da nota do marcador
my (k=1, ..., m) na posi¢ao k do grupo de ligagdo do genoma simulado ¢ a
posi¢ao do marcador my na posi¢ao k do grupo de ligacdo do genoma analisado,

em que m ¢ o numero de marcas no grupo de ligacdo do genoma simulado e a
nota do marcador my, tanto no grupo de ligagdo do genoma simulado quanto no
grupo de ligacdo do analisado, ¢ o valor do indice k do referido marcador. O
valor da nota do marcador ndo ¢ alterado quando sua posi¢do em relagdo ao
grupo de ligacdo do genoma simulado ¢ alterada. Deve-se ressaltar que a nota se
refere a posi¢do que determinado marcador ocupa no grupo de ligagdo de
referéncia e ndo ao valor ou importancia do marcador. Por exemplo (Figura 3), se
no grupo de ligagdo do genoma simulado a ordem dos marcadores for m;-m,-ms-
...-Iy, entdo a nota do marcador m; sera 1, a do m, sera 2, a do m3 3.... E, se no
grupo de ligacdo do genoma analisado a ordem dos respectivos marcadores for
m,-m;-ms-...-My, a nota do marcador m, continuara sendo 2, do m; sera 1, do m;

sera 3 e até o ultimo marcador.

Portanto, os valores de A, serdo:
A=(01-2)=-1,A,=2-1)=1, A, =(3-3)=0 ... A,=(9-9)=0

Com isso, o valor estimado da correlagao de Spearman é:




Genoma simulado Genoma analisado

Fosicdo GL Marca Fosigdo GL Marca
Pl —F——M1 Pl ——M2
P2 M2 P2 M 1
P3 M 3 P3 M3
P4 M 4 P4 M 4
F4 h 5 Pa ht 5
FE h 6 PE b &
F7 M7 P7 M7
Fa M 2 Pa bt 8
P4 n L] Fa n ]

Figura 3 — Grupos de ligacdo simulado e analisado com nove marcas e inversao
das marcas M2 e M1, no grupo de ligacao analisado.

Essa correlagdo nao ¢ afetada pelas distdncias entre marcadores. Para
estimar os efeitos das mudangas nas distancias entre os marcadores no genoma
analisado em relacdo ao genoma originalmente simulado, foi utilizado o

coeficiente de estresse.

3.3.6. Estresse

O coeficiente de estresse (S) ¢ utilizado como medida de adequacao da
representagdo grafica de medidas de dissimilaridade convertidas em escores
relativos as varidveis x e y em estudos de divergéncia genética (CRUZ e
CARNEIRO, 2003). A sua descri¢ao para analise de genomas ¢ demonstrada a

seguir:
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em que S ¢ o valor estimado do estresse, em porcentagem, para o grupo de
liga¢do do genoma analisado; d,, ¢ a distancia entre marcas adjacentes my € my.
no grupo de ligacdo do genoma simulado; e d, ¢ a distancia entre marcas
adjacentes my e my; no grupo de ligacao do genoma analisado (k=1, ..., m-1), em
que m ¢ o numero de marcadores no grupo de ligagdo do genoma simulado e no
grupo de ligacao analisado.

Se os marcadores no genoma analisado mantiverem as mesmas distancias

do genoma simulado, o valor estimado do estresse sera zero.

3.4. Testes de comparaciao multipla

As médias das varidveis como tamanho do grupo de ligag¢do, distancia
média de marcas adjacentes, variancia e estresse em cada grupo de ligagao obtido
em varios tamanhos de populacdo dentro de cada nivel de saturacdo do genoma
foram comparados pelo teste de Tukey a 1% (erro tipo I), com o auxilio do
aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2004). Também foram comparadas as
médias gerais (médias de todos os grupos de ligacdo) de cada tamanho de

populacao dentro de cada nivel de saturagdo do genoma.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Consideracoes gerais

Tanto nas populagdes de retrocruzamento quanto nas populagdes F, ndo
houve a recuperagdo dos 10 grupos de ligacdo esperados, para a saturacdo de
cinco marcas por grupo de ligagdo em amostras com 50 individuos, ocorrendo
ora a formagao de maior ou menor numero de grupos de ligagdes. Com isso, nao
puderam ser feita analises devido a falta de informagdes ou informagdes erroneas
geradas a partir dessas amostras. Exemplos de formacao de grupos de ligagdo em
numero diferente do sabidamente existente sao apresentados na Figura 4.

Observa-se, na Figura 4, a formagao de 14 grupos de ligacdo com apenas
duas marcas cada, dois grupos de ligagdo com trés marcas e apenas um grupo de
ligacdo com cinco marcas, que ¢ o nimero de marcas sabidamente existente em
cada grupo de ligagdao. Assim, pode-se ter uma idéia preliminar do que acontece
quando ndo se t€ém nimero de individuos e de marcas adequados. Os grupos que,
originalmente, comportariam as cinco marcas nao sao identificados, e no lugar
deles sdo identificados grupos menores, formados por fragmentos de grupos de
ligacdo como € o caso, por exemplo, dos grupos de ligagdes 1 e 8, que deveriam
estar formando um sé grupo de ligagdo. Com base nos dados originais deveriam

existir 10 grupos de ligagdo com cinco marcas cada, totalizando 50 marcas, pelo
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Figura 4 — Representacdo de uma repeticdo de populacdo com 50 individuos e saturagdo de cinco marcas por grupo de ligagdo, um
total de sete grupos a mais e 11 marcas a menos que o sabidamente existente. Os grupos deveriam todos conter cinco
marcas.



que pode ser visto, apesar dos 17 grupos de ligacdo existem 39 marcas, 11
marcas a menos, ou seja, com um nimero inadequado de individuos foi gerada
uma populacdo com sete grupos de ligacdo a mais ¢ 11 marcas a menos em
relacao ao total sabidamente existente.

Na Figura 5 ¢ apresentado um exemplo com amostra de 50 individuos e 10
marcas por grupo de ligacdo da formacao. Nesse caso houve a “quebra” do grupo
de ligacdao 6, dando origem ao grupo de ligacdo 11, formado mais um grupo de
ligacao.

A inversao também ¢ um fator importante a ser verificado para se ter uma
idéia da confiabilidade dos dados obtidos. Na Figura 6 sdo apresentados
exemplos de inversoes.

As inversdes podem se dar de varias formas, havendo casos em que o
grupo de ligagdo ¢ formado, mas com alteragdes da ordem de uma ou mais
marcas. Além disso, as inversoes podem acontecer, também, dentro de grupos de
ligacdo ja invertidos (Figura 7), dificultando a decisdo de considerar o
determinado grupo invertido ou ndo, para que nao ocorram erros durante analises
ou formagao de matrizes de informacao por parte de programas utilizados.

Na Figura 7 sdo apresentados alguns grupos de ligagao que contém marcas
invertidas. No primeiro grupo de ligacdo, da esquerda para a direita ¢ mostrada
uma seqliéncia de trés marcas invertidas e que, além de invertidas, estdo
deslocados de seu devido lugar. As setas indicam os pares de marcadores
invertidos nos grupos de ligacao.

Outro fator a desqualificar as populagdes para analise € a jungao de grupos
de ligacdo. Essa juncdo pode ser total, em que um grupo inteiro se liga a outro
grupo inteiro ou parcial, quando um grupo de ligacao se liga a parte de outro
grupo de ligagao.

Na Figura 8 ¢ apresentada uma situagdo em que um grupo de ligacao se
ligou a uma parte de outro grupo, nao ocorrendo diminui¢do do numero de
grupos de ligacao. Como pode ser visto, esse fendmeno resultou na formagao de
trés grupos de ligag¢do, sendo um formado por um grupo de ligacao inteiro e parte
de outro grupo de ligagdo e os outros dois, apenas fragmentos de grupo de

ligacdo, com quatro marcas cada um.
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Figura 5 — Representacdo da formacédo de 11 grupos de ligacdo, um a mais que o nimero sabidamente existente. Os grupos deveriam
conter 10 marcas.
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Figura 6 — Representagdo da posi¢dao inadequada de marcas em dois grupos de
ligacdo com saturagdes diferentes.
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Figura 7 — Representagdo da inversao de marcas e de grupo de marcas em grupos
de ligacao ja invertidos.
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Figura 8 — Representacao da ligagdo entre um grupo de ligagdo e parte de outro
grupo de ligacdo. O trecho pontilhado separa visualmente um grupo
do outro.

Na Figura 9 ¢ mostrada a ligagdo entre dois grupos de ligacdo inteiros e
dois outros grupos de ligagdo normais, porém de tamanho reduzido. O menor
tamanho dos grupos de ligagdo provocou a sobreposicdo de marcas, nado
permitindo saber ao certo se a seqiiéncia de marcas e a distdncia entre elas seriam
corretas. Sabe-se que sdo anomalias por conhecimento prévio dos grupos de

ligacao originais usados para simulagao.
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Figura 9 — Representagdo da ligagdo entre dois grupos de ligagdo inteiros. O
trecho pontilhado separa visualmente um grupo do outro.

Os defeitos encontrados em populagdes de retrocruzamento ¢ F, em
amostras com 50 individuos sdo encontrados em escala muito menor em
amostras com maior nimero de individuos e nivel de saturacdo mais elevado e
tendem a diminuir @ medida que o nimero de individuos da amostra e o nimero
de marcas por grupo de ligacdo aumentam. Quando o nimero de individuos ¢
muito pequeno, o aumento do nimero de marcas nao ¢ suficiente para que as
anomalias nao ocorram.

Como dito anteriormente, Ooijen (1992) comentou que o procedimento de
mapeamento de QTL de Lander e Botstein (1989) permite determinar, com

limitagdes, a posi¢ao de QTLs em um mapa. QTLs com pequeno efeito aditivo
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(6.

wplicada = 170) 880 muito dificeis de serem detectadas, sendo necessaria a analise
de pelo menos 200 individuos, para que efeitos aditivos dessa magnitude sejam
detectados. Considerando uma situagdo pratica, 400 individuos parecem ser o
menor namero vidvel para trabalhos com RFLP, a menos que se esteja
interessado apenas em genes de efeito muito grande (&2 >10%).

explicada

Ooijen (1992) ressaltou que a precisdao da estimacao da localizacdo de
QTLs foi decepcionante, especialmente para o propdsito de clonagem de genes.
Contudo, para o propdsito de melhoramento a precisdo parece adequada,
dependendo da importancia dos outros genes na area do gene a ser mapeado. E
claro que genes de efeito genotipico maior que do gene estudado serdo mapeados

com maior precisao.

4.2. indice de informatividade e desvio-padrio em populacdes F,

A seguir sdo apresentados valores do indice de informatividade, variancia
e desvio-padrdo das estimativas das quatro freqiiéncias de recombinacao (0,20;
0,10; 0,0667; e 0,05), nos sete tamanhos de populacdo F, simulados neste
trabalho.

Ao ser analisado o efeito do tamanho da populagdo, ndo considerando a
estimativa da freqliéncia de recombinacdo, ¢ verificado que o indice de
informatividade serd maior quanto maior for o tamanho da populagdo avaliada.
Como exemplo, pode-se observar o valor do indice de informatividade
relacionado a freqiiéncia de recombinagdo de 0,05, que sdo de 1.994,76 e
31.916,25, para as populagdes com 50 e 800 individuos, respectivamente.

Como a variancia € 1inversamente relacionada ao indice de

. . . 1 . . . -
informatividade, ¥ (r)=—— , como visto anteriormente, o valor do desvio-padrio

1(r)
diminui @ medida que o valor do indice de informatividade aumenta. Ainda
considerando freqiiéncia de recombinacao de 0,05, vé-se que o valor da variancia
varia de 5,01 x10™* a 3,13 x107 e o valor do desvio-padrao, de 0,0223 e 0,0055,

nas populagdes com 50 e 800 individuos, respectivamente.
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Analisando-se o efeito da magnitude da estimativa da freqliéncia de
recombinagdo, ¢ observado que, quanto menor a estimativa da freqiiéncia de
recombinag¢ao, maior o valor do indice de informatividade e menores os valores
do desvio-padrao, considerado um mesmo tamanho de populacdo. Essas relagdes
sdao mais bem entendidas quando, por exemplo, dentro de populacdes com 50
individuos, analisadas as estimativas de freqiiéncias de recombinag¢ao de 0,05;
0,0667; 0,10; e 0,20, em que os valores do indice de informatividade sao,
respectivamente, 1994,76; 1492,92; 989,15; e 477,94, e os desvios sao 0,0223;
0,0258; 0,0317; e 0,0457.

Com base no que pode ser observado no Quadro 4, quanto maior o
numero de individuos F, genotipados para a constru¢gdo de mapas genéticos,
maior a confiabilidade dos resultados obtidos e, quanto maior a perspectiva de
saturacdo do mapa por marcadores, maior a confiabilidade das estimativas de
freqiiéncia de recombinacdo obtida e dos mapas construidos a partir dessas

estimativas.

4.3. Recuperacao de grupos de ligacio em populagoes F,

A principio, o nimero de grupos de ligacdo esperado no processo de
mapeamento das populagdes F, simuladas seria de 10 grupos de ligacdo, que € o
nimero de grupos de ligacdo que se tem no genoma original usado para a
simulacdo das populagdes. Apesar disso, o nimero de grupos de ligagdo obtidos
variou para um maior ou menor numero de grupos de ligacdo de acordo com o
nivel de saturagdo do genoma e com o tamanho da populacdo utilizada para

geragdo de cada populacao simulada.

4.3.1. Saturacao dos grupos de ligacao

Para a populacdo com 100 individuos, 14 repeti¢des recuperaram 10
grupos de ligagdo, 25 apresentaram 11 grupos de ligagdo, 21 exibiram 12 grupos
de ligacdo, 10 apresentaram 13 grupos de ligacdo e cinco apresentaram 14 grupos
de ligagdo. Nessa populacdo houve incidéncia de marcas ndo ligadas de 10,97%,

em relagdo ao nimero de marcas totais na populacao.
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Quadro 4 — Indice de informatividade e desvio-padrio representados para sete
tamanhos de populacdo de retrocruzamento, em quatro niveis de

saturacao
Freqiiéncia Recombinagdo T.P. Indice de Informatividade Desvio-Padrao

50 477,94 0,0457

100 955,88 0,0323

150 1433,82 0,0264

0,20 (5 marcas) 200 1911,76 0,0228
400 3823,52 0,0161

600 5735,29 0,0132

800 7647,05 0,0114

50 989,15 0,0317

100 1978,31 0,0224

150 296747 0,0183

0,10 (10 marcas) 200 3956,63 0,0158
400 7913,27 0,0112

600 11869,91 0,0091

800 15826,55 0,0079

50 1492,92 0,0258

100 2985,85 0,0183

150 4478,78 0,0149

~0,0667(15 marcas) 200 5971,71 0,0129
400 1194343 0,0091

600 17915,15 0,0074

800 23886,87 0,0064

50 1994,76 0,0223

100 3989,53 0,0158

150 5984,29 0,0129

0,05 (20 marcas) 200 7979,06 0,0111
400 15958,12 0,0079

600 23937,19 0,0064

800 31916,25 0,0055

T.P. = tamanho da populagdo.

Para a populacdo com 150 individuos, 32 repeti¢des recuperaram 10
grupos de ligacdo, 27 apresentaram 11 grupos de ligacdo, 23 apresentaram 12
grupos de ligagdo e 6 apresentaram 13 grupos de ligagdo. Em relagdo ao niimero
de marcas nao ligadas, houve reducdo quanto a populagao com 100 individuos, e
a porcentagem passou de 10,97 % para 6,92 %.

Na Figura 10 estdo representadas as populagdes com 50, 100, 150, 200,
400, 600 e 800 individuos, com saturagao de cinco marcas por grupo de ligagao.
Como pode ser observado nessa figura, em nenhuma das populacdes foi
recuperado o conjunto inicial de 10 grupos de ligacdo em todas as repeti¢des
simuladas, sendo a populacao com 800 individuos a que mais se aproximou desse

objetivo, recuperando os 10 grupos em 99 das 100 repeticdes.
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Figura 10 — Da esquerda para a direita, nimero de 10, 11, 12, 13 e 14 grupos de
ligacdo obtidos para saturagdes de cinco marcas em populacdes F,
com 50, 100, 150, 200, 400, 600 e 800 individuos.

Para a populacdo com 200 individuos, 40 repeticdes recuperaram 10
grupos de ligagdo, 48 apresentaram 11 grupos de ligagdo e 11 tiveram 12 grupos
de ligacdo. Nessa populagdo houve uma incidéncia de 4,30% de marcas ndo-
ligadas.

Para a populacdo com 400 individuos, 86 repeticdes recuperaram 10
grupos de ligacao, 13 apresentaram 11 grupos de ligacao e uma exibiu 12 grupos,
havendo a presenca de marcas nao ligadas de 0,88%. Na populagdo com 600
individuos, 95 repeti¢des recuperaram 10 grupos de ligacdo e cinco exibiram 11
grupos de ligacdo, havendo 0,34% de marcas nao-ligadas. Finalmente, na
populagdo com 800 individuos, 99 repeticdes recuperaram 10 grupos de ligagdo e
uma exibiu 11 grupos com 0,06% de marcas nao-ligadas.

Foi constatada a ndo-recuperagdo de grupos de ligagdo em 25 repeticoes

em populacdo com 100 individuos, 12 repetigdes em populagdo com 150
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individuos e uma repeti¢do na populagdo com 200 individuos. Nas demais houve
formacao de grupos de ligacdo em todas as repetigdes.

E interessante notar a tendéncia de aumento na obtencdo do nimero
original de grupos de ligacdo a medida que cresce o numero de individuos nas
populagdes. A diminui¢do no numero de marcas ndo-ligadas parece ser
inversamente relacionada ao tamanho da populacdo, ou seja, com o aumento no
nimero de individuos, vé-se a redu¢do no nimero de marcas nao-ligadas (Quadro
5).

Pela saturag¢ao de cinco marcas por grupo de ligagao, pode ser observado
que a quantidade de marcas nao-ligadas tende a diminuir com o aumento no
numero de individuos da populacdo. Isso pode ser visto claramente quando se
compara a quantidade de marcas nao-ligadas na populagdo com 100 individuos
com a populacdo com 800 individuos, 428 ou 10,97% contra trés ou 0,06%.
Analisando apenas o tamanho da populagdo, pode-se inferir que, quanto maior o
numero de individuos dentro de uma populagdo, mais confidveis os dados
obtidos.

Um fato interessante ¢ apresentado no Quadro 5, ou seja, a identificagao
de anomalia em relagdo aos grupos de ligacdo nas populagdes com 100
individuos nas saturagdes de 10 e 15 marcas por grupo de ligacdo. Nessas
populagdes existe a formagdo de um grupo de ligagdo menor, com auséncia de
algumas marcas, mas que nao sdao nao-ligadas e sim marcas que estdo ligadas a
outro grupo de liga¢do, que esta completo em relacdo as marcas. Desse modo,
entre os grupos de ligacdes normais aparece um com nimero de marcas maior do
que a saturagdo da popula¢do e outro grupo com menor numero de marcas e
nenhuma marca nao-ligada. Apesar de acontecer em freqiiéncia muito pequena, ¢
um dado importante a ser relatado.

No Quadro 5 ¢ apresentada a porcentagem de marcas ndo-ligadas, obtidas
em todas as repeticdes que apresentaram a recuperagdao de grupos de ligagao,

independentemente da quantidade de grupos formados.
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Quadro 5 — Saturagdo e porcentagem de marcas ndo-ligadas em relagdo ao
numero de repeti¢cdes avaliadas em sete tamanhos de populagdo F,

Saturagdo  T.P. MNL Rep %MNL
50 - - - !
100 428 78 10,97
150 291 84 6,92
5 marcas 200 209 97 4,30
400 44 100 0,88
600 17 100 0,34
800 3 100 0,06
50 27 84 0,32
100 3e-3 100
150 0 100 0
10 marcas 200 0 100 0
400 0 100 0
600 0 100 0
800 0 100 0
50 0 88 0
100 9¢-9 100 *
150 0 100 0
15 marcas 200 0 100 0
400 0 100 0
600 0 100 0
800 0 100 0
50 5 92 0,02
100 0 98 0
150 0 100 0
20 marcas 200 0 100 0
400 0 100 0
600 0 100 0
800 0 100 0

"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para geragdo de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo de ligagdo; saturagdo = niimero de
marcas por grupo de ligacdo, do genoma simulado; T.P. = tamanho da populagdo; MNL = numero de
marcas nado-ligadas; Rep = ntimero de repetigdes com 10 grupos de ligagdo; % MNL = porcentagem de
marcas ndo-ligadas em relagdo ao ntimero de repeti¢des avaliadas; e * = anomalia, representagdo de grupo
de ligacdo em que parte foi ligada a outro grupo de ligagio.

Considerando, agora, a saturagdo de 10 marcas por grupo de ligacdo e
populagdes com 50, 100, 150, 200, 400, 600 e 800 individuos em relagdo a
recuperagdo de grupos de ligagdo e nimero de marcas nao-ligadas, vé-se que
(Figura 11) houve uma recuperagdo de 10 grupos de ligagdo em 76 repetigdes, 11
grupos de ligacdo em sete repeticdes € uma repeticdo com nove grupos de

ligagdo, na populacdo com 50 individuos, chegando a um total de 84 repeti¢des
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com recuperagao de grupos de ligacdo; nessa populagdo, a presenca de marcas
ndo-ligadas foi de 0,32% (Quadro 5). Nas populagdes com 100, 150, 200, 400,
600 e 800 individuos foram observadas a recuperacao de 10 grupos de ligacao
em todas as repeticoes e a auséncia de marcas ndo-ligadas.

Na saturagdo de 15 marcas por grupo de ligacdo, na populagdo com 50
individuos houve a recuperagdao de 88 repeticdes com 10 grupos de ligagcdo
(Figura 11). As demais populagdes recuperaram 10 grupos de ligacao em todas as
repeticoes. Também nesta saturacdo ndo houve a constatacdo de marcas nao-
ligadas em nenhuma das populagdes analisadas.

Na saturacdo de 20 marcas por grupo de ligagdo na populacdo com 50
individuos houve a recuperagdo de 10 grupos de ligagdo em 92 repetigdes e 11
grupos de ligagdo em duas repeticdes. Em relagdo ao numero de marcas nao-
ligadas, pode-se observar, no Quadro 5, que, apesar da maior saturagao nesse
caso, houve a identificagdo de 0,02% de marcas ndo-ligadas, enquanto na
saturacdo de 15 marcas por grupo de ligagdo ndo ocorreu a identificacdo de
marcas nao-ligadas. Isso vem confirmar a idéia de que, mesmo em um alto nivel
de saturagdo, a avaliacao de reduzido numero de individuos nao gera dados de
boa confiabilidade.

Nesse caso também houve a recuperagao de 10 grupos de ligagao em todas
as repeti¢des das demais populacdes e nenhuma identificacdo de marcas nao-
ligadas.

O nivel de saturagdo com cinco marcas e populacao com 50 individuos foi
desconsiderado por nao ter obtido grupos de ligagao em suas repeticoes (Figura
10).

Na Figura 11 ¢ apresentada a porcentagem de grupos de ligacdo
recuperados a partir da simulagdo feita utilizando-se saturagdes de 10, 15 e 20
marcas por grupo de ligacao, em populacdes com 50 individuos.

Semelhantemente ao que se observa na Figura 10, a medida que o nimero
de marcas por grupo de ligacdo aumenta, o nimero de repetigdes que recuperam
10 grupos de ligacdo também se eleva, e, mesmo aumentando a saturagao, nao
acontece recuperacao de grupos de ligagdo em 100% das repeti¢des, devido ao

baixo numero de individuos nas populagdes.
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Figura 11 — Da esquerda para a direita, nimero de 9, 10 e 11 grupos de ligacao
obtidos nas saturacdes de 10, 15 e 20 marcas em populacdes F, com
50 individuos.

Considerando tanto a Figura 10 quanto a Figura 11 e aumentando o
numero de individuos ou a saturagao independentemente uma da outra, observa-
se que existe diminuicdo no nimero de repeticoes sem grupos de ligacao
recuperados, bem como aumento no numero de repetigdes com recuperacao do
numero original de grupos de ligacao.

Segundo Weller (1986) e Patterson et al. (1988), uma porcao significativa
dos efeitos de caracteristicas quantitativas ¢ de uma magnitude que poderia ser
prontamente detectada em experimentos com aproximadamente 1.000 individuos
de populagdo F, ou de retrocruzamento. Além disso, se duas linhagens diferem
em muitos marcadores localizados ao longo do genoma, uma Unica geragao F,
permitird que sejam feitos avaliagdo total e mapeamento do genoma inteiro de
todas as caracteristicas quantitativas avaliadas. Porém, a quantidade de
informacgdo produzida por esse tipo de analise ¢ critica, dependendo do nimero

de marcadores polimoérficos que diferem nas linhas parentais.
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4.3.2. Correlacao de Spearman entre medidas de distancia

A correlagdo de Spearman foi utilizada para a identificacdo de inversao de
posicdo de marcas dentro de cada um dos 10 grupos de ligagdo formados no
mapeamento. A avaliagdo da inversdo so foi feita em repeticdes em que foram
recuperados os 10 grupos de ligacao.

Por se tratar de populacdes hipotéticas, foi considerado ndo ser necessaria
a especificagdo das repetigdes € em quais grupos de ligacdo ocorreu inversao,
sendo relatado apenas o numero de repeti¢des a recuperar 10 grupos de ligagao e
quantos desses grupos apresentaram inversoes, independentemente do nimero de
inversoes ocorridas dentro de cada repeti¢ao.

Obtendo valores de correlagdo de Spearman iguais a 1, entende-se que as
ordens das marcas nos grupos de ligacao obtidos no mapeamento das populagcdes
segregantes nao foram alteradas em relagdo a ordem previamente conhecida do
genoma original, utilizado para a geracao das simulagdes. Porém, caso os valores
de correlagdo de Spearman fossem menores que 1, a indicacdo seria de que a
ordem das marcas nos grupos de ligacdo obtidos no mapeamento da populacao
segregante fosse alterada em relagdo a ordem do genoma de referéncia.

Repeticdoes com presenga de valores de correlagdo de Spearman menores
que 1, em um ou mais dos 10 grupos de ligacdo, foram obtidas nas populacdes
segregantes, nos quatro niveis de saturacao de genoma estudados (Quadro 6). No
nivel de saturacdo com cinco marcas, das 14 repeticdes com 10 grupos de ligacao
a populacao de 100 individuos apresentou apenas uma repeticdo com valor de
correlacdo de Spearman diferente de 1; nas demais populagdes, nesse grau de
saturacao nao se identificaram mais inversdes. Nas outras saturagdes houve a
recuperacao de grupos de ligacdo na populacdo com 50 individuos. Na saturacao
de 10 marcas, 76 recuperaram 10 grupos de ligagdo e 18 apresentaram inversao,
enquanto na populacdo com 100 individuos 100 recuperaram 10 grupos de
ligagdo e apenas um apresentou inversdo; na saturacdo de 15 marcas, na
populagdo com 50 individuos 89 recuperaram 10 grupos de ligagdo e 48

apresentaram inversao; na populacdo com 100 individuos, 100 recuperaram 10
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grupos de ligacdo e apenas um apresentou inversao; na saturagdo de 20 marcas,
91 recuperaram 10 grupos de ligagdo e 85 exibiram inversao; na populacdo com
100 individuos, 98 recuperaram 10 grupos de ligacdo e trés apresentaram
inversao; e, na populagdo com 150 individuos, 100 recuperaram 10 grupos de
liga¢do e um teve inversao.

No Quadro 6 ¢ apresentado o numero de inversdes identificadas pela
correlacdo de Spearman, em repeticdes que recuperaram 10 grupos de ligacao,

nos sete tamanhos de populacao F, e quatro niveis de saturacao utilizados.

Quadro 6 — Nivel de saturagdo em numero de marcas por grupo de ligagdo,
tamanho da populagdo, numero de repeticdes com 10 grupos de
ligacdo e numero de inversoes detectadas em populacoes F,

Saturagdo  T.P. Rep NI
50 - - !

100 14 1

150 32 0

5 marcas 200 40 0
400 86 0

600 95 0

800 99 0

50 76 18

100 100 1

150 100 0

10 marcas 200 100 0
400 100 0

600 100 0

800 100 0

50 89 48

100 100 1

150 100 0

15 marcas 200 100 0
400 100 0

600 100 0

800 100 0
50 91 85

100 98 3

150 100 1

20 marcas 200 100 0
400 100 0

600 100 0

800 100 0

"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para geragdo de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo de ligagdo; saturagdo = niimero de
marcas por grupo de ligacdo, do genoma simulado; T.P. = tamanho da populagdo; Rep = niimero de
repeticdes com 10 grupos de ligacao; e NI = nimero de inversdes detectadas.
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Em todos os outros tamanhos de populagdo nos diferentes niveis de
saturacdo, todos recuperaram 10 grupos de ligacdo em 100% das repetigdes e nao
houve inversdes.

E interessante observar, no Quadro 6, que com o aumento da saturagao,
em populacdes com 50 individuos, houve aumento também no numero de
repeticdes que recuperaram 10 grupos de ligacdo, porém ainda ocorreu elevagdo
no namero de inversdes. Na populagdo com 100 individuos, considerando as
saturagdes de 10, 15 e 20 marcas, cresceu o numero de inversao na populacao
com maior grau de saturagdo. Também ocorreu inversao na populacao com 150
individuos, na maior saturacdo. A causa desse incremento no numero de
inversoes, apesar da elevacdo do niumero de marcas ¢, por ora, desconhecido,
sendo que a partir de populagdes com 200 individuos, independentemente do

nivel de saturacao utilizado, ndo ocorreram inversoes.

4.3.3. Tamanho dos grupos de ligacao

Com relacdo ao tamanho médio de cada grupo de ligacao, foi conhecida a
média aritmética dos tamanhos dos grupos de ligacao obtidos nas repeticdes com
10 grupos de ligacdo. Os valores dos tamanhos médios sdo apresentados no
Quadro 7.

O tamanho esperado nos grupos de ligacdo apds o mapeamento das
populagdes segregantes era de 100 cM, uma vez que esse ¢ o tamanho de cada
grupo de ligacdo nos quatro niveis de saturacdo do genoma utilizado para
simulacao das populagdes.

Como explicado anteriormente, na avaliacao das médias dos tamanhos dos
grupos de ligacdo foi feita a anélise de variancia seguida por teste comparativo de
médias (teste de Tukey), em que as diferengas entre as médias foram avaliadas
com nivel de significancia de 0,01. O teste de Tukey permitiu a avaliagdo
estatistica do efeito do tamanho da populagdo no tamanho de grupos de ligacao

formados no mapeamento das populagdes simuladas.
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Quadro 7 — Média aritmética do tamanho de 10 grupos de ligacdo em sete tamanhos de populacdes (T.P.) F,, em quatro niveis de
saturacao

Grupos de Ligagdo o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média Geral
50 - - - - - - - - - - -7
100 87,56 (b) 91,75 (a) 85,11 (b) 88,28 (b) 96,97 (a) 88,56 (b) 88,30 (b) 92,92 (a) 94,39 (a) 93,17 (a) 90,70 (c) 2
150 92,71 (b) 92,93 (a)  97,11(ab)  93.86(ab)  94,55(a)  9645(ab) 94,18 (ab) 9581 (a) 97,27 (a) 98,80 (a) 95,37 (b)
Smarcas 200 96,59 (ab)  98,12(a)  96,72(ab)  9840(ab)  97,11(a) 96,74 (ab) 98,78 (ab) 98,67 (a) 98,96 (a) 98,71 (a) 97,88 (b)
400 101,05(a) 99,98 (a) 99,86 (a) 100,08 (ab) 101,40 (@)  101,12(a)  101,13(a) 100,58 (a)  101,31(a)  101,04(a) 100,75 (a)
600 100,88 (a)  100,85(a)  100,95(a)  101,31(a) 100,96 (a) 10026 (a) 101,16 (a) 100,72 (a) 100,96 (a)  101,07(a) 100,91 (a)
800 100,78 (a)  101,13(a)  101,41(a)  10L,17(a)  101,28(a)  10122(a) 101,31 (a)  101,31(a) 10044 (a) _ 100,88 (a) 101,09 (a)

Saturagdo T.P.

50 102,86 104,03 102,57 100,28 101,91 105,32 103,09 102,25 102,91 103,52 102,87 (a)
100 103,5 103,78 102,83 102,60 102,53 102,27 103,53 102,58 102,50 103,96 103,01 (a)
150 103,06 103,56 103,57 102,21 102,60 102,14 102,07 103,22 102,45 102,26 102,71 (a)
10 marcas 200 102,43 103,45 101,96 102,78 103,32 102,93 102,85 102,57 103,49 103,04 102,88 (a)
400 102,73 102,41 102,71 102,76 102,55 102,88 102,88 102,9 102,98 102,84 102,76 (a)
600 102,62 102,44 102,78 102,78 102,78 102,96 102,89 102,70 102,70 102,50 102,71 (a)
800 103,01 102,40 102,98 102,70 103,01 102,74 102,60 102,65 103,00 103,11 102,82 (a)
50 104,04 100,04 101,60 101,83 101,21 104,35 103,68 102,30 102,30 103,78 102,56 (a)
100 102,90 102,81 101,18 104,03 101,53 102,79 102,33 102,64 103,20 103,66 102,71 (a)
150 102,24 101,67 102,63 102,13 102,18 102,08 103,01 102,81 101,95 101,69 102,24 (a)
15 marcas 200 101,57 102,66 102,77 102,34 102,93 102,17 102,49 102,18 102,59 102,78 102,45 (a)
400 102,94 102,48 102,19 102,60 103,00 102,49 102,48 102,37 103,17 102,51 102,62 (a)
600 103,00 102,45 102,52 102,41 102,26 102,25 102,14 102,58 102,15 102,38 102,41 (a)
800 102,51 102,39 101,74 102,58 102,23 102,19 102,54 102,74 102,07 102,19 102,32 (a)
50 102,31 100,12 104,50 101,90 102,74 101,91 103,61 103,06 103,50 104,03 102,77 (a)
100 100,55 101,29 101,46 100,85 102,11 103,06 101,39 102,23 100,34 102,70 101,60 (a)
150 101,34 101,45 102,37 102,44 102,24 101,64 101,11 101,26 101,69 102,64 101,82 (a)
20 marcas 200 101,98 101,82 101,33 101,46 101,78 101,06 101,80 101,96 102,48 102,21 101,79 (a)
400 102,15 101,59 102,22 101,38 102,41 102,29 101,57 101,68 101,36 102,04 101,87 (a)
600 101,85 10141 101,65 102,27 101,88 101,53 101,75 102,16 101,99 102,24 101,87 (a)
800 101,49 101,90 102,15 101,62 101,61 101,88 102,09 101,90 102,17 101,64 101,85 (a)

"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geracio de grupos de ligagio com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo
de ligagdo; 2 indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey a 1%. Nas colunas, médias seguidas
de uma mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey.



Verificou-se que, a ndo ser na saturacdo de cinco marcas por grupo de
ligacdo, ndo houve diferenga entre as médias dos diferentes tamanhos de
populacao dentro de cada nivel de saturagao.

No Quadro 7 sdo apresentados os resultados do teste de Tukey com nivel
de significancia de 0,01. No nivel de saturacdo com cinco marcas por grupo de
ligacdo houve diferencga significativa entre os tamanhos dos grupos de ligacao
das populagdes de tamanhos diferentes. Como pode ser visto na ultima coluna do
Quadro 7, ndo houve diferenca entre as médias gerais das populagdes com 400,
600 e 800 individuos. As populagdes com 200 e 150 individuos também nao
diferiram entre si, ¢ a populagdo com 100 individuos foi diferente de todas as
outras.

S6 foi apresentado o resultado do teste de Tukey na ultima coluna, nos
niveis de saturacao com 10, 15 e 20 marcas, por ele representar exatamente os
mesmos resultados dos 10 grupos de ligacao de cada nivel de saturagao.

Em resumo, pelo Quadro 7 tem-se que, no nivel de saturagdo de cinco
marcas por grupo de ligacdo, a medida que o tamanho da populacdo aumenta, o
tamanho médio dos grupos de ligacdo também aumenta, aproximando do valor
originalmente adotado. Nos demais niveis de satura¢do, ndo houve variagao
significativa no tamanho médio dos grupos de ligacdo com o aumento no
tamanho da populacao.

Uma das maneiras adicionais de observar o comportamento dos tamanhos
médios dos grupos de ligacao se da através da analise do desvio-padrao. Com o
aumento no numero de individuos em um mesmo nivel de saturacao do genoma,
pode ser observado que, apesar de o numero de marcas por grupo de ligacdo
continuar o mesmo a medida que o numero de individuos das populacdes
aumenta, o desvio-padrao diminui, o que pode ser verificado no Quadro §,
observando-se os valores de desvio-padrdo na ultima coluna, em todos os niveis
de saturagdo. No nivel de saturagdo de cinco marcas, o desvio passa de 14,45 na
populagdo com 100 individuos para 2,72 naquela com 800. Considerando os

outros niveis de saturacdo, o desvio-padrdo varia de 10,29 a 2,63 em saturagao
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com 10 marcas, 10,46 a 2,55 na saturagdo com 15 marcas ¢ 15,03 a 2,52 em
saturagao com 20 marcas.

Essa tendéncia de redug@o na amplitude de variagdo observada nas médias
do tamanho dos grupos de ligagdo acontece também entre os 10 grupos de
ligacdo dos sete tamanhos de populagdo, a ndo ser nos grupos de ligagdao 5 e 10
na saturagdo de 10 marcas, 4 ¢ 9 na de 15 marcas e 3 e 7 naquela saturagdo de 20
marcas, em que estdo os valores realcados nos respectivos grupos de ligagdo. Ao
contrario do que ocorreu nas demais, no nivel de saturagdo com cinco marcas
apenas trés grupos de ligacdo ndo apresentaram valores que contrariassem a
tendéncia da média, de diminui¢do na amplitude de variagdo do tamanho dos
grupos de ligagao.

E importante observar também que, considerando os trés maiores niveis de
saturacdo, de acordo com o representado na ultima coluna a média dos desvios-
padrao ¢ menor que 5 nas populagdes com 200 ou mais individuos e fica abaixo
de 6 nos 10 grupos de ligacao.

Como visto no Quadro 8, o tamanho dos desvios-padrao diminui com o
aumento no tamanho das populagdes. Por exemplo, no grupo de ligagcdo 1 tem-se
que o desvio-padrao foi de 15,51 e 2,48 cM, nos tamanhos de populagdo de 100 e
de 800 individuos, respectivamente, no menor nivel de saturacao.

Com base no que ¢ observado nos Quadros 7 e 8, pode-se concluir que,
com o aumento no numero de individuos das populagdes em trés dos quatro
niveis de saturacdo, nao existe diferenca significativa entre as médias gerais de
tamanho dos grupos de ligacao, porém ha diminuicdo na amplitude do desvio-
padrdo com o aumento no numero de individuos nas populagdes. No menor nivel
de saturacdo, com o aumento do nimero de individuos nas populacdes o tamanho
médio dos grupos de ligagdo também aumenta, aproximando-se do tamanho
originalmente estabelecido; com isso, nesse nivel de saturagdo o desvio-padrao

também diminui com o incremento do nimero de individuos das populagdes.

63



Quadro 8 — Desvio-padrao do tamanho de 10 grupos de ligagdao em sete tamanhos
de populagdes (T.P.) F,, em quatro niveis de saturagao

Grupos de Ligagdo Média
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Geral
50 - - - - - - - - - - - !
100 15,51 12,35 16,19 17,25 10,93 18,19 18,59 11,88 10,25 13,40 14,45
150 12,71 14,12 11,48 12,76 12,44 949 12,74 12,2 853 7,51 11,39
5 marcas 200 9,55 7,66 10,05 6,82 934 754 945 6,62 8,84 8,44 8,43
400 3,21 552 3,14 517 3,00 428 540 4,69 337 3,40 4,11
600 2,92 399 333 427 3,69 4,16 391 400 294 4,14 3,73
800 248 2,775 284 2,63 271 2,59 2,56 2,2 4,03 2,46 2,72
50 10,02 9,08 10,10 11,14 11,42 943 960 11,46 991 10,75 10,29
100 6,65 830 7,74 7,11 6,70 7,47 7,25 8,87 7,05 6,61 7,37
150 6,37 6,04 586 6,22 5,15 6,22 578 6,12 5,51 6,00 5,92
10 marcas 200 4,66 526 4,62 4777 505 4,72 5,13 5,00 5,05 5,07 4,93
400 3,67 3,28 349 3,02 324 342 331 3,62 3,41 3,06 3,35
600 2,68 298 284 279 249 288 295 296 247 2,68 2,77
800 2,60 294 241 2,69 264 2,70 2,777 2,55 233 2,68 2,63
50 11,31 984 10,66 897 10,39 9,80 12,03 10,62 11,30 9,76 10,46
100 10,99 10,47 7,26 7,04 7,61 8,93 7,90 9,55 11,51 9,28 9,05
150 7,17 6,11 6,31 522 6,79 633 639 570 636 594 6,23
15 marcas 200 438 491 5,23 594 486 4,58 4,83 525 5,04 480 4,98
400 3,66 3,70 348 346 404 3,63 3,73 398 3,65 3,69 3,70
600 2,70 3,08 322 3,02 272 284 294 3,13 2776 3,16 2,95
800 245 249 257 257 248 242 258 255 259 282 2,55
50 13,79 15,07 15,58 13,78 16,58 16,67 13,71 14,02 13,48 17,71 15,03
100 688 635 673 734 747 759 766 7,02 7,57 730 7,19
150 491 6,14 6,75 7,00 596 633 599 558 5,65 6,12 6,04
20 marcas 200 4,52 529 5,03 451 4,87 5,01 497 552 526 4,61 4,95
400 420 3,54 3,57 340 3,64 348 336 3,87 3,73 3,85 3,66
600 324 3,18 2,88 2,55 3,01 3,08 337 2091 320 3,13 3,05
800 2,57 2,58 249 280 2,72 256 246 239 240 226 2,52
"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geragio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentrag¢ao de cinco marcas por grupo de ligagao.

Saturacao T.P.

4.3.4. Média das distancias entre marcas adjacentes

A média das distancias entre marcas adjacentes ao longo de cada grupo de
ligacdo foi obtida fazendo-se duas médias aritméticas sucessivas. A primeira
média foi feita apenas entre os valores de distancia encontrados dentro de cada
grupo de ligagdo, enquanto a segunda foi obtida pela média aritmética das médias
anteriormente obtidas. Nesse processo s6 foram utilizadas repeti¢des que tinham

10 grupos de ligagdo, sendo as demais desconsideradas para efeito de analise.
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Os valores de média das distancias entre marcas adjacentes e seu desvio-
padrao obtido nos véarios tamanhos de populacdo segregante utilizados no
mapeamento genético estdo apresentados nos Quadros 9 e 10, respectivamente.

Como as populagdes foram simuladas a partir de genotipos pre-
determinados, a média das distancias entre marcas adjacentes ja € conhecida. Os
valores a serem comparados apds o mapeamento das populagdes segregantes
deveriam ser de 20, 10, 6,67 ¢ 5 cM nas populacdes geradas a partir dos genomas
com niveis de saturagdo de 5, 10, 15 e 20 marcas, respectivamente. Como pode
ser observado no Quadro 9, independentemente do tamanho da populacao ou do
nivel de saturacao utilizado, todos os valores ficaram acima dos inicialmente
esperados.

Em relacdo ao teste, foi encontrado diferenga entre as médias no menor
nivel de saturagao. Mesmo nao sendo constatado diferenca entre as médias dos
grupos de ligacao avaliados nessa saturagdo, as letras nas médias dos trés maiores
niveis de saturagdo representam o que também acontece em relacdo aos grupos
de ligacao nos diferentes tamanhos de populacao.

Considerando o teste de médias feito com P < 0,01, encontrou-se diferenga
apenas no menor nivel de saturacdo. Nos demais niveis, independentemente do
tamanho das populacdes, ndo foram constatadas diferencas significativas entre os
valores das médias.

No nivel de saturacdo de cinco marcas, a populagdo com 100 individuos
difere das populagdes, com 400, 600 e 800 individuos. As populagdes com 150 e
200 individuos ndo diferem das demais.

A falta de tendéncia a diminuicdao no tamanho da distdncia entre marcas
adjacentes pode ser claramente vista, por exemplo, no grupo de ligagdo 2 na
saturacdo com 20 marcas por grupo de ligacdo, em que na populacdo com 50
individuos a distancia entre marcas ¢ de 5,26 cM, enquanto na populagdo com
800 individuos a distancia entre médias ¢ de 5,36; como visto, ocorre pequeno
aumento nos valores. E percebido que, nesse mesmo grupo de ligacdo, existe
pequena variagdo nos valores, mas ndo mostram tendéncia de diminuicao. Essa
variagcdo também pode ser observada nos demais grupos de ligagdo, em todos os

niveis de saturagao.
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Quadro 9 — Médias das distancias entre marcas adjacentes nas repeticdes que
recuperaram 10 grupos de ligagdo, em populacdes F,, avaliados em
quatro niveis de saturagdo

Grupos de Ligacao Média
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Geral
50 - - - - - - - - - - - !
100 24,62 2420 2434 2472 2564 2423 2423 2453 2497 2458 2461 (b)°
150 24,76 24,97 2529 24,86 24,82 2511 2509 2496 2490 25,11 24,99 (ab)
Smarcas 200 24,75 25,01 25,13 2491 25,08 24,66 25,17 24,82 25,19 25,14 24,98 (ab)
400 25,26 25,13 25,18 25,16 2535 2535 2542 2522 2532 2526 25,27 (a)
600 2522 2527 2523 2539 2530 25,13 2535 2525 2524 2533 2527(a)
800 25,19 2528 2535 2529 2532 2530 2532 2532 2517 2522 2528 (a)
50 11,44 11,55 11,39 11,14 11,34 11,70 11,45 11,37 11,45 11,50 11,43 (a)
100 11,50 11,53 11,46 11,40 11,39 11,36 11,50 11,35 11,38 11,55 11,44 (a)
150 11,45 11,50 11,50 11,35 11,40 11,34 11,34 11,46 11,38 11,36 11,41 (a)
10 marcas 200 11,38 11,49 11,32 1142 11,48 11,43 11,42 11,39 11,49 11,44 11,43 (a)
400 11,41 11,37 11,41 11,41 11,39 11,43 11,43 11,43 11,44 1142 11,41 (a)
600 1140 11,38 1142 1142 1142 1144 1143 1141 11,41 1138 11,41(a)
800 11,44 11,37 1144 1141 11,44 1141 11,40 11,40 1144 1145 1142 (a)
50 7,43 7,14 725 727 722 745 7,40 7,30 7,34 741 7,32 (a)
100 7,35 7,38 7,27 743 7,20 7,37 730 729 735 7,36 7,33 (a)
150 730 726 7,33 729 729 729 735 7,34 7,28 7,26 7,30 (a)
15 marcas 200 7,25 7,33 7,34 7,31 7,35 729 732 729 732 734 7,31 (a)
400 7,35 7,31 729 7,32 7,35 7,32 7,31 7,31 7,36 7,32 7,33 (a)
600 7,35 7,31 7,32 7,31 7,30 7,30 7,29 7,32 7,29 7,31 7,31 (a)
800 7,32 7,31 7,26 7,32 7,30 7,29 7,32 7,33 7,29 7,29 7,30 (a)
50 538 526 550 536 540 536 545 5,42 544 547 5,40 (a)
100 5,29 533 534 530 537 542 533 5,38 5,28 5,40 5,34 (a)
150 5,33 5,33 5,38 539 538 534 532 532 535 5,40 5,35 (a)
20 marcas 200 536 535 533 534 535 5,31 5,35 536 539 537 5,35 (a)
400 537 534 538 533 5,39 538 534 535 5,33 5,37 5,36 (a)
600 5,36 5,33 535 538 536 534 535 537 536 538 5,36 (a)
800 534 536 537 534 534 536 537 536 537 534 536(a)
"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geracio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentra¢do de cinco marcas por grupo de ligagdo; T.P. = tamanho da
populagio; ? indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da analise de
médias pelo teste de Tukey no nivel de significancia de 1%.

Saturacao T.P.

Embora a diminuicdo nos valores das médias entre marcas adjacentes
ocorra, nesse caso apenas em fun¢dao do aumento no nivel de saturagdo, o desvio-
padrao apresenta comportamento diferente.

No Quadro 10 estdo os desvios das médias das distancias entre marcas
adjacentes nas repeti¢cdes que recuperaram 10 grupos de ligagdo, avaliados em

quatro niveis de saturagdo. E interessante observar que, apesar dos valores muito
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proximos, pode ser observado que, com o aumento do tamanho da populagao,
parece existir tendéncia a diminui¢do na amplitude de variagdo nos valores das
médias das distdncias entre marcas adjacentes. No nivel de saturagdo com cinco
marcas por grupo de ligagdo, essa tendéncia pode ser observada nas populacoes
iguais e superiores a 400 individuos. Nas populagdes com 100, 150 e 200

individuos, essa tendéncia existe apenas nos grupos de ligacao 1, 4, 6 ¢ 10.

Quadro 10 — Desvio-padrao das médias das distancias entre marcas adjacentes
nas repeticoes que recuperaram 10 grupos de ligagdo, em
populagdes F,, avaliados em quatro niveis de saturacao

. Grupos de Ligacdo Média dos
Saturacdo  T.P. .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Desvios
50 - - - - - - - - - - - !

100 1,75 1,28 1,70 1,61 1,11 1,80 1,28 144 1,17 1,79 1,49

150 1,58 1,34 1,16 1,54 140 1,19 139 1,64 125 138 1,38

5 marcas 200 1,32 1,19 134 1,06 144 1,16 091 135 1,15 1,13 1,20
400 0,80 096 095 084 075 092 088 1,01 0,84 0,85 0,88

600 0,73 0,74 083 082 069 076 0,74 083 0,73 0,73 0,76

800 0,62 0,68 0,71 0,65 0,67 064 0,64 05 0,69 0,6l 0,64

50 1,11 1,03 1,10 1,22 1,32 1,06 1,08 126 1,12 1,18 1,14

100 0,73 092 082 0,79 0,74 083 080 0,87 0,78 0,73 0,80

150 0,70 0,67 0,65 0,69 057 069 064 0,68 061 0,66 0,65

10 marcas 200 0,51 0,558 0,51 0,53 05 052 057 05 0,56 0,56 0,54
400 0,40 036 038 033 036 038 036 040 037 034 0,36

600 0,29 033 031 031 027 032 032 032 027 0,29 0,30

800 0,28 032 026 029 029 030 030 028 025 0,29 0,28

50 0,80 0,70 0,76 0,64 0,74 0,70 085 0,75 0,80 0,69 0,74

100 0,56 0,56 0,51 0,50 0,54 050 0,57 0,50 0,51 049 0,52

150 0,51 043 045 037 048 045 045 040 045 042 0,44

15 marcas 200 031 035 037 042 034 032 034 037 036 034 0,35
400 026 026 024 024 028 025 026 028 026 0,26 0,25

600 0,19 022 023 021 0,19 020 021 022 0,19 022 0,20

800 0,17 0,17 0,18 0,18 0,17 0,17 0,18 0,18 0,18 0,20 0,17

50 0,55 0,52 063 057 053 056 049 0,56 0,57 0,66 0,56

100 0,36 033 035 038 039 039 040 036 039 038 0,37

150 0,25 032 035 03 031 033 031 029 029 032 0,31

20 marcas 200 0,23 027 026 023 025 026 026 029 027 024 0,25
400 0,22 0,18 0,18 0,17 0,19 0,18 0,17 020 0,19 0,20 0,18

600 0,17 0,16 0,15 0413 0,05 0,16 0,17 0,15 0,16 0,16 0,15

800 0,13 0,13 0,13 0,14 0,14 0,13 0,12 0,12 0,12 0,11 0,12

T.P. = tamanho da populagio; e 'indica que a primeira linha esti vazia por falta de informagdes
necessarias para a geragdo de grupos de ligacdo com 50 individuos e concentra¢do de cinco marcas por
grupo de ligacao.
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Nos demais niveis de saturacdo, apenas um dos grupos de ligacdo
apresentou valores maiores em populacdes com maior nimero de individuos. Na
saturagao com 10 marcas, no grupo de ligacdao 5 as populagdes com 600 e 800
individuos apresentaram valores de desvio-padrao de 0,27 e 0,29,
respectivamente. No nivel de saturacdo com 15 marcas, no grupo de ligacao 4 as
populagdes com 150 e 200 individuos apresentaram desvio-padrao de 0,37 e
0,42, respectivamente. Finalmente, no maior nivel de saturacdo e também no
grupo de ligagdo 4, os desvios foram de 0,13 e 0,14 nas populagdes com 600 e
800 individuos, respectivamente.

Por ndo apresentarem nenhuma diferenca significativa, as médias das
distancias entre as marcas deveriam exibir valores de desvio-padrao com
comportamento semelhante, mas pelo visto ¢ demonstrado que, apesar de o
tamanho da populag¢do ndo influir no tamanho das médias nos trés maiores niveis
de saturagdo, existe influéncia na diminui¢do na variacdo da amplitude do
tamanho das médias com o aumento no tamanho das populagdes avaliadas dentro
de cada nivel de saturagao.

Como ja comentado, segundo Hospital et al. (1992), marcadores sdo mais
uteis quando sua posi¢do no mapa ¢ conhecida. Com isso, tem-se que, quanto
menor a variancia e, conseqiientemente, o desvio das distdncias entre marcas,
melhor serd a capacidade de localizacdao e, por conseqiiéncia, mais eficiente o
trabalho de mapeamento.

Um método de mapeamento proposto por Lander e Botstein (1989)
emprega pares de marcadores vizinhos para obter o maximo de informacao da
ligacdo de QTLs, dentro do segmento de cromossomo analisado. Esses autores
investigaram a acuracia do método por simulacdo, e os resultados indicaram a
existéncia de uma probabilidade razoavel de deteccao de QTL que explique pelo
menos 5% da variancia. Na média, um QTL com capacidade para explicar 5 ou
10% da variancia ¢ mapeado com um intervalo de 40 ou 20 cM, respectivamente.
E claro que QTLs com maiores efeitos genotipicos serdo localizados mais
precisamente. Contudo, deve ser notado que o comprimento do intervalo ¢

variavel.
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4.3.5. Variancia das distancias entre marcas adjacentes

A partir das distancias entre as marcas adjacentes obtidas nos grupos de
ligacdo foi estimada a varidncia amostral, como apresentado no Quadro 11.
Como em quadros anteriores, para cada de grupo de ligacdo sdo dadas médias
aritméticas, nesse caso, das variancias obtidas em cada repeticdo, em que houve a
formacdo de 10 grupos de ligacdo no mapeamento das populagdes F, simuladas.

Os valores de varidncia encontrados na analise dos mapas obtidos nas
populagdes segregantes simulados sdao referentes aos erros para qualquer
tamanho de populacdo e nivel de saturacdo dos genomas avaliados, pois os
genomas utilizados na geracdo das populacdes segregantes tinham seus
marcadores distribuidos de forma eqiiidistante dentro dos 10 grupos de ligacao
em todos os niveis de saturacdo, sendo que para o genoma com nivel de
saturacdo de cinco marcas por grupo de ligagdo os marcadores encontravam-se
distribuidos em distancias eqiidistantes de 20 cM ao longo dos grupos de
ligacdo. Para o genoma com nivel de saturacdo de 10 marcas por grupo de
ligagdo, os marcadores encontravam-se distribuidos a distancia de 10 cM ao
longo dos grupos de ligagdo. Para o genoma com nivel de saturacdo de 15 marcas
por grupo de ligacdo, os marcadores estavam distribuidos a distancia de certa de
6,67 cM e, finalmente, para o genoma com nivel de saturacao de 20 marcas por
grupo de ligacdo, os marcadores encontravam-se distribuidos a distancia de 5 cM
ao longo dos grupos de ligagao.

Os valores de variancia podem ser interpretados de forma que, quanto
menores os valores de varidncia, mais eqiidistantes estardo distribuidas as
marcas dentro dos grupos de ligacdo; conseqiientemente, menor ¢ o erro.
Portanto, quanto menores os valores de variancia, mais proéximos estardo os
valores do esperado em cada nivel de saturacdo, indicando uma boa recuperagao

do genoma com o mapeamento das populacdes segregantes.
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Quadro 11 — Variancia das distancias entre médias adjacentes nas repeticdes que recuperaram 10 grupos de ligagdo, em populagdes
F,, avaliados em quatro niveis de saturagdo

Grupos de Ligagdo

Saturagio  T.P. I 2 3 3 3 3 = 3 ) 0 Média Gerall
50 - - - - - - - - - - -
100 9,05 (a) 10,49 (a) 9,41 (a) 9,28 (a) 9,01 (a) 7,96 (a) 7,34 (ab) 10,50 (a) 8,94 (a) 9,46 (a) 9,14 (a) 2
150 6,48 (ab) 6,70 (ab) 7,06 (a) 7,02 (ab) 6,00 (ab) 5,22 (ab) 7,36 (a) 7,72 (ab) 7,04 (a) 5,13 (ab) 6,57 (b)
5 marcas 200 5,34 (abc) 5,58 (abc) 4,91 (ab) 3,95 (abc) 5,08 (abc) 6,74 (a) 6,17 (ab) 5,71 (ab) 4,98 (ab) 4,51 (ab) 5,30 (b)
400 3,28 (bed) 3,13 (bed) 3,14 (be) 3,35 (be) 3,48 (abc) 3,04 (ab) 3,38 (ab) 3,71 (be) 3,23 (bc) 3,26 (b) 3,30 (¢c)
600 2,21 (cd) 2,10 (cd) 2,10 (bc) 2,14 (c) 2,11 (bc) 2,67 (ab) 2,19 (b) 1,88 () 2,53 (be) 2,29 (b) 2,22 (d)
800 1,69 (d) 1,69 (d) 1,49 (c) 1,56 (c) 1,53 (¢) 1,85 (b) 1,84 (b) 1,77 (¢) 1,64 (c) 1,82 (b) 1,69 (d)
50 11,08 (a) 10,99 (a) 11,76 (a) 10,57 (a) 10,50 (a) 10,99 (a) 11,59 (a) 11,85 (a) 11,89 (a) 11,51 (a) 11,27 (a)
100 6,15 (b) 5,68 (b) 5,34 (b) 5,86 (b) 5,54 (b) 6,42 (b) 5,74 (b) 5,84 (b) 5,89 (b) 6,44 (b) 5,89 (b)
150 3,88 (¢c) 3,78 (bc) 3,93 (be) 4,28 (bc) 3,74 (bc) 4,07 (c) 4,19 (bc) 4,02 (be) 3,59 (c) 3,81 (c) 3,93 (¢c)
10 marcas 200 2,91 (cd) 2,87 (cd) 2,80 (cd) 2,99 (cd) 2,86 (cd) 3,12 (cd) 2,96 (cd) 2,87 (cd) 2,96 (cd) 2,79 (cd) 2,91 (d)
400 1,35 (de) 1,47 (de) 1,45 (d) 1,42 (de) 1,49 (de) 1,66 (de) 1,41 (de) 1,48 (cd) 1,44 (de) 1,57 (de) 1,47 (e)
600 1,04 (de) 0,92 (e) 0,98 (d) 0,91 (e) 0,98 (e) 1,02 (e) 0,96 (e) 0,98 (d) 1,01 (de) 0,95 (de) 0,97 (ef)
800 0,69 (e) 0,68 (e) 0,72 (d) 0,70 (e) 0,69 (e) 0,69 (e) 0,72 (e) 0,77 (d) 0,79 (e) 0,73 (e) 0,72 (f)
50 8,17 (a) 7,28 (a) 7,90 (a) 7,01 (a) 7,59 (a) 6,99 (a) 7,04 (a) 7,85 (a) 7,56 (a) 7,25 (a) 7,46 (a)
100 3,54 (b) 3,59 (b) 3,45 (b) 3,46 (b) 4,04 (b) 3,66 (b) 3,81 (b) 3,87 (b) 4,07 (b) 3,93 (b) 3,74 (b)
150 2,49 (bc) 2,44 (bc) 2,49 (be) 2,24 (c) 2,41 (c) 2,52 (c) 2,56 (c) 2,22 (bc) 2,41 (c) 2,34 (¢c) 2,41 (c)
15 marcas 200 1,82 (cd) 1,84 (cd) 2,01 (c) 1,78 (cd) 1,76 (cd) 1,85 (cd) 1,95 (c) 1,81 (cd) 1,82 (cd) 1,87 (cd) 1,85 (d)
400 0,95 (de) 0,87 (de) 0,92 (d) 0,91 (de) 0,89 (d) 0,92 (de) 0,93 (d) 0,92 (cd) 0,87 (de) 0,92 (de) 0,91 (e)
600 0,61 (de) 0,61 (e) 0,64 (d) 0,61 (e) 0,60 (d) 0,62 (e) 0,62 (d) 0,64 (cd) 0,62 (de) 0,61 (de) 0,62 (ef)
800 0,46 (e) 0,43 (e) 0,46 (d) 0,48 (e) 0,48 (d) 0,43 (e) 0,48 (d) 0,45 (d) 0,44 (e) 0,45 (e) 0,46 ()
50 5,38 (a) 5,39 (a) 7,41 (a) 5,60 (a) 5,75 (a) 5,84 (a) 5,88 (a) 5,60 (a) 6,51 (a) 6,49 (a) 5,99 (a)
100 2,64 (b) 2,68 (b) 2,80 (b) 2,69 (b) 2,66 (b) 2,67 (b) 2,69 (b) 2,78 (b) 2,74 (b) 2,93 (b) 2,73 (b)
150 1,76 () 1,73 () 1,85 (b) 1,78 (bc) 1,71 () 1,78 (bc) 1,77 (bc) 1,81 (¢c) 1,81 (bc) 1,80 (bc) 1,78 ()
20 marcas 200 1,32 (cd) 1,41 (cd) 1,28 (b) 1,38 (cd) 1,31 (cd) 1,29 (cd) 1,36 (cd) 1,32 (cd) 1,41 (bc) 1,29 (bc) 1,34 (c)
400 0,68 (de) 0,71 (de) 0,66 (b) 0,67 (cd) 0,70 (de) 0,64 (cd) 0,66 (cd) 0,64 (de) 0,69 (¢c) 0,65 (¢) 0,67 (d)
600 0,46 (e) 0,44 (e) 0,42 (b) 0,45 (d) 0,44 (e) 0,46 (d) 0,44 (d) 0,45 (de) 0,46 (c) 0,47 (c) 0,45 (d)
800 0,34 (e) 0,31 (e) 0,32 (b) 0,33 (d) 0,31 (e) 0,34 (d) 0,35 (d) 0,33 (e) 0,32 (¢) 0,34 (c) 0,33 (d)

T.P. = tamanho da populagdo; ' indica que a primeira linha esti vazia por falta de informagdes necessarias para a geragdo de grupos de ligagdo com 50 individuos e
concentragdo de cinco marcas por grupo de ligagdo; 2 indica que dentro dos paréntesis estdo letras correspondentes ao resultado da analise de médias, pelo teste de Tukey no
nivel de significancia de 1%. Nas colunas, médias seguidas de uma mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey.



Analisando o efeito do tamanho da populacido na menor saturagao,
verificou-se reducdo da média das variancias em relagdo as distancias entre
marcas adjacentes, a ndo ser nos grupos de ligagdo 6 e 7. A medida que aumenta
o tamanho da populagdo segregante, por exemplo, no grupo 1 tem-se que o valor
da variancia foi de 9,05 e 1,69, nos tamanhos de populacdo de 100 e 800
individuos, respectivamente (Quadro 11).

Além da redugdo na média das variancias, observa-se redug¢do na
amplitude de variagdo dos valores de variancia entre repeticdes, a medida que
aumentou o tamanho da populacdo segregante. Essa redu¢do pode ser
demonstrada pela redu¢do no desvio-padrao. Como exemplo, podem-se observar
os desvios nas mesmas populagdes citadas, em que o desvio-padrao foi de 7,06 e
1,42, nos tamanhos de populacdo de 100 e 800 individuos, respectivamente
(Quadro 12).

Na andlise da média geral houve diferenca significativa entre média dos
diferentes tamanhos de populagdo, sendo que ndo diferiram entre si as médias das
populagdes de tamanho 150 e 200 e aquelas de tamanho 600 e 800.

Nos sete tamanhos de populagdo segregantes analisados dentro do nivel de
saturacdo de 10 marcas por grupo de ligacao, assim como no nivel de saturagao
anterior, houve redu¢do no desvio-padrao das médias das distdncias entre marcas
adjacentes, a medida que aumentou o tamanho da populag¢do segregante, s6 que
nesse caso o fato se deu em todos os grupos de ligagdo. Como exemplo,
mantendo o grupo de ligagdo 1 como referéncia, as variancias foram 11,08 e 0,69
nas populagdes com 50 e 800 individuos, respectivamente (Quadro 11); em
relagdo ao desvio-padrao, os valores foram 4,81 e 0,36 nessas mesmas
populagdes (Quadro 12). Também foi constatado redugdo na amplitude de
variac¢ao dos valores de variancia entre repeticdes, com o aumento no tamanho da
populagdo segregante. Essa diminui¢do também ¢ constatada pela observcao no
comportamento do desvio-padrdo (Quadro 12).

Em relagdo a confiabilidade, quanto menores os valores de variancia dos
valores entre marcas adjacentes e de desvio-padrdo entre repeti¢des, maior a

confiabilidade dos dados.
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Quadro 12 — Desvio-padrao das médias das variancias das distancias entre
marcas adjacentes nas repeti¢cdes que recuperaram 10 grupos de
ligagdo, em populagdes F,, avaliados em quatro niveis de saturacdo

Grupos de Ligacao
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50 - - - - - - - - - -
100 7,06 7,56 593 7,62 887 639 648 829 528 8,64
150 547 5,06 4,19 458 481 538 7,50 584 535 449
Smarcas 200 3,93 386 328 351 4,16 476 4,00 4,07 339 327
400 229 265 261 288 291 220 236 2,70 229 2,15
600 1,67 1,71 1,57 1,82 1,76 2,13 1,67 1,47 1,92 2,01
800 1,42 1,36 145 1,23 1,11 1,47 1,30 127 138 1,43
50 481 569 654 561 494 545 519 752 596 557
100 322 261 280 281 3,04 322 292 411 291 3,09
150 1,88 1,74 185 1,92 1,72 2,01 221 1,86 1,84 1,93
10 marcas 200 1,48 1,29 1,18 1,32 1,55 1,50 1,36 1,44 1,50 1,51
400 0,65 062 0,74 072 073 091 070 0,69 084 0,78
600 052 051 048 045 044 051 046 044 045 048
800 036 041 036 034 038 032 031 038 044 034
50 4,03 336 287 290 353 305 258 473 3,11 3,07
100 1,29 1,32 144 130 294 1,53 1,49 275 2,63 270
150 087 095 08 0,78 091 092 098 089 098 093
15 marcas 200 0,61 083 081 065 060 09 0,78 0,72 064 0,76
400 041 036 035 041 035 039 035 038 035 0,38
600 026 022 022 026 022 024 020 021 025 0,20
go 0,19 o015 0,19 0,18 020 0,16 020 0,18 0,19 0,17
50 1,80 226 942 394 201 361 351 28 58 623
100 095 08 098 087 091 08 080 094 0,88 0,98
150 063 050 065 060 057 072 050 061 055 0,65
20 marcas 200 045 050 038 049 053 041 051 037 048 0,39
400 024 024 023 023 022 022 023 023 024 0,21
600 0,15 0,15 0,12 0,16 0,12 015 0,12 0,14 0,15 0,15
go o,12 o,11 0,00 0,10 0,00 0,11 0,12 0,01 0,10 0,11
"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geracio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentrag@o de cinco marcas por grupo de ligagdo.

Saturagao T.P.

A reducdo nos valores de varidncia com o aumento do tamanho da
populacdo ¢ evidenciada pelas diferengas significativas dadas pelo teste de
médias, em que as menores médias estdo associadas as maiores populagdes em
todos os grupos de ligagdo dentro do nivel de saturacdo de 10 marcas por grupo
de ligagdo. As médias gerais apresentam diferenca significativa nos tamanhos de

populacdo, evidenciando-se que as menores populagdes apresentam maiores
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valores de variancia das distdncias entre marcas adjacentes, portanto levando a
menor precisao no mapeamento genético.

Em relagdo ao nivel de saturagdo de 15 marcas por grupo de ligacdo, os
valores de variancia média das distdncias entre marcas adjacentes também
diminuiram com o aumento no tamanho da populagdo, como aconteceu com as
populagcdes nos niveis de saturacdo com 5 e 10 marcas por grupo de ligacao.
Como exemplo, nesse nivel de saturagdo pode ser observada a diminui¢ao nos
valores de variancia do grupo de ligagdo 1, passando de 8,17 na populagdo com
50 individuos para 0,46 na populagdo com 800 individuos (Quadro 11); em
relacdo ao desvio-padrao, tém-se 4,03 e 0,19 nas populagdes com 50 e 800
individuos, respectivamente (Quadro 12).

Assim como nos niveis de saturacdo comentados anteriormente, no nivel
de saturagdo com 20 marcas por grupo de ligacdo os valores das variancias
diminuiram com o aumento no tamanho das populagdes, como indicado pelo
teste de meédias (Quadro 11). Os valores de desvio-padrdo (Quadro 12)
também indicaram diminui¢do com o aumento no numero de individuos na
populacao.

Em resumo, o que pdde ser observado em relagdo as médias das variancias
foi que, a medida que o tamanho da populagdo aumentava, o valor da variancia
diminuia. Além disso, os valores de variancia sdo afetados pelo nivel de
saturacdo utilizado, em que se nota que, reduzindo o nivel de saturagdo, os
valores das meédias das varidncias aumentam. Em um mesmo tamanho de
populagdo e aumentando apenas o nivel de saturacdo, pode-se observar que os
valores de varidncia diminuem, variando de 9,05, na populagdo com 100
individuos no nivel de saturagdo com cinco marcas por grupo de ligacao, até 2,64

no nivel de saturacdo com 20 marcas por grupo de ligagao.
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4.3.6. Estresse

O estresse foi utilizado para expressar o grau de concordancia dos valores
de distancia entre cada par de marcas adjacentes nos grupos de ligacao simulados
em relagdo as distancias nos respectivos pares de marcas no genoma de
referéncia.

Deve-se ter atengdo ao analisar valores de estresse por estes apresentarem
significados diferentes em niveis de saturacdo diferentes, ou seja, devem ser
comparados niveis de estresse entre genomas com o mesmo nivel de saturacao,
uma vez que valores iguais de porcentagem em niveis de saturagdo diferentes t€ém
significados diferentes.

Para obtengdo do estresse médio foi feita uma média aritmética dos
valores de estresse obtidos nas repeticdes em que houve a formacao de 10 grupos
de ligagdo no mapeamento genético. Os valores obtidos sdo apresentados no
Quadro 13, juntamente com o resultado de comparagdes feitas com teste de
médias.

Analisando os efeitos do tamanho da populagdo dentro do nivel de
saturacdo de genoma com cinco marcas por grupo de ligacdo, apesar do menor
nimero de marcas nota-se que em alguns dos grupos de ligagdo ja € observavel a
tendéncia a redugdo dos valores de estresse médio a medida que aumenta o
tamanho da populacdo segregante. Essa tendéncia pode ser mais bem observada
nos valores das médias gerais de estresse representados na ultima coluna do
Quadro 13, em que valores de estresse médio passam de 11,05 para 5,02%,
considerando-se as populagdes com 100 e 800 individuos, respectivamente.

De acordo com os valores de estresse apresentados, ainda ndo € claro o
efeito da reducdo da amplitude da variagdo dos valores de estresse com o
aumento do tamanho da populagdo segregante, nos demais niveis de saturagao.
Provavelmente isso ocorra em razdo do pouco numero de marcadores e
repeticdes avaliadas. Em relacdo a isso, nos demais niveis de saturagdo as
populagdes apresentam comportamento mais bem definido, como pode ser visto

no Quadro 14.

74



SL

Quadro 13 — Valores de estresse médio (%) em razdo do tamanho da populacdo (T.P.) e do nivel de saturagdo do genoma em

populagoes F,
< Grupos de Ligagdo o

Saturagdo T.P. 1 2 3 7 5 6 7 3 ) 10 Meédia (%)

50 - - - - - - - - - - - !

100 10,52 (a) 14,88 (a) 8,54 (ab) 13,87 (a) 11,32 (a) 12,19 (a) 8,68 (a) 10,87 (ab) 9,34 (ab) 1025 (@) 11,05 (a)

150 10,05 (a) 9,69 (a) 10,72 (a) 10,58 (a) 9,87 (a) 8,87 (a) 9,28 (a) 12,04 (a) 9,51 (a) 9,00 (a) 9,96 (a)
Smarcas 200 8,39 (a) 9,31 (a) 8,49 (ab) 7,60 (ab) 8,71 (a) 9,18 (a) 8,64 (a) 8,89 (ab) 8,63 (b) 7,93 (a) 8,58 (a)

400 6,73 (a) 6,86 (ab) 6,59 (b) 6,81 (ab) 6,87 (a) 6,83 (a) 7,05 (a) 7,47 (b) 6,74 (b) 6,76 (a) 6,87 (b)

600 5,62 (a) 5,58 (b) 5,73 (b) 5,30 (ab) 5,46 (a) 6,04 (a) 6,64 (a) 5,46 (b) 5,94 (b) 5,68 (a) 5,80 (c)

800 4,93 (a) 5,08 (b) 4,88 (b) 4,92 (b) 4,97 (a) 5,15 (a) 5,23 (a) 4,98 (b) 4,95 (b) 5,08 (a) 5,02 (¢)

50 29,44 (a) 28,85 (a) 29,77 (a) 28,44 (a) 29,01 (a) 29,49 (a) 29,61 (a) 29,48 (a) 29,93 (a) 30,19 (a) 29,42 (a)
100 21,78 (b) 21,66 (b) 20,62 (b) 21,35 (b) 20,56 (b) 22,23 (b) 21,23 (b) 20,87 (b) 21,36 (b) 22,25 (b) 21,39 (b)
150 17,69 (c) 17.43 (¢) 1775 (be) 18,26 (bc) 17,01 (c) 17,83 (c) 17,88 (c) 17,92 (be) 16,72 (c) 17,17 (¢) 17,57 (¢)
10 marcas 200 15,01 (c) 15,30 (c) 14,77 (¢) 15,37 (c) 15,12 (c) 15,59 (c) 15,33 (c) 14,99 (c) 15,43 (c) 14,88 (c) 15,18 (d)

400 10,64 (d) 10,87 (d) 10,83 (d) 10,64 (d) 10,85 (d) 11,47 (d) 10,74 (d) 11,02 (d) 10,78 (d) 11,16 (d) 10,90 (¢)
600 9,20 (d) 8,73 (d) 9,07 (d) 8,82 (d) 9,08 (d) 9,30 (de) 9,08 (d) 9,14 (d) 9,10 (d) 8,87 (d) 9,04 (f)
300 7,91 (d) 7,73 (d) 8,03 (d) 7,94 (d) 7,91 (d) 7,91 () 8,01 (d) 8,15 (d) 8,25 (d) 8,17 (d) 8,00 (H)

50 39,51 (a) 36,32 (a) 38,80 (a) 35,98 (a) 37,58 (a) 36,60 (a) 37,17 (a) 37,45 (a) 38,29 (a) 37,15 (a) 37,48 (a)
100 26,77 (b) 26,94 (b) 25,94 (b) 26,23 (b) 27,11 (b) 26,71 (b) 27,31 (b) 26,37 (b) 27,29 (b) 26,90 (b) 26,76 (b)
150 22,37 (c) 21,81 (c) 22,24 (c) 20,84 (c) 21,97 (c) 22,25 (c) 22,51 (c) 20,91 (c) 21,72 (c) 21,32 (c) 21,79 (c)
15 marcas 200 18,68 (c) 18,89 (c) 19,87 (c) 18,95 (c) 18,72 (c) 18,75 (c) 19,46 (c) 18,86 (c) 19,00 (c) 19,09 (c) 19,03 (d)
400 13,94 (d) 13,27 (d) 13,54 (d) 13,53 (d) 13,67 (d) 13,56 (d) 13,76 (d) 13,69 (d) 13,48 (d) 13,66 (d) 13,61 (e)
600 11,36 (de) 11,35 (d) 11,61 (de) 11,26 (d) 11,05 (de) 11,26 (de) 11,33 (de) 11,65 (de) 11,20 (de) 11,33 (de) 11,34 (f)
300 9,83 (e) 9,64 (d) 9,67 (e) 10,11 (d) 9,96 (¢) 9,60 (¢) 10,10 (e) 9,92 (e) 9,58 (e) 9,73 (e) 9.81 (g)
50 43,58 (a) 43,15 (a) 44,14 (a) 42,69 (a) 44,88 (a) 43,73 (a) 44,05 (a) 43,84 (a) 43,93 (a) 43,57 (a) 43,75 (a)
100 30,73 (b) 31,04 (b) 31,70 (b) 31,25 (b) 31,15 (b) 31,47 (b) 31,38 (b) 31,73 (b) 31,47 (b) 32,64 (b) 31,46 (b)
150 25,09 (c) 2524 (c) 26,18 (c) 25,84 (c) 25,07 (c) 25,44 (c) 25,45 (c) 25,57 (c) 25,69 (c) 25,78 (c) 25,53 (c)
20 marcas 200 21,92 (c) 22,70 (c) 21,71 (d) 22,32 (c) 21,89 (c) 21,70 (c) 22,25 (c) 22,23 (c) 2281 (c) 21,80 (d) 22,13 (d)
400 16,13 (d) 16,21 (d) 15,78 () 15,72 (d) 16,33 (d) 15,64 (d) 15,63 (d) 15,47 (d) 15,97 (d) 15,75 (e) 15,86 (c)
600 13,36 (de) 12,97 (de) 12,74 (ef) 13,21 (de) 13,07 (de) 13,19 (de) 13,14 (de) 13,20 (de) 13,40 (de) 13,48 (ef) 13,18 (f)
300 11,41 (e) 11,10 (e) 11,40 (f) 11,42 (e) 11,12 (e) 11,50 (e) 11,73 (e) 11,33 (e) 11,32 (e) 11,43 () 11,38 (g)
T.P. = tamanho da populagdo; ' indica que a primeira linha esti vazia por falta de informagdes necessarias para a geragdo de grupos de ligagdo com 50 individuos e
concentragio de cinco marcas por grupo de ligagdo; ? indica que dos paréntesis estdo letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey a 1%.
Nas colunas, médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey.




Quadro 14 — Desvio-padrao dos valores de estresse médio nas repeticdes que
recuperaram 10 grupos de ligacdo, em populagdes F,, avaliados em
quatro niveis de saturagao

Grupos de Ligacao
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50 - - - - - - - - - -
100 448 4,16 0,65 090 2,68 335 443 358 447 387
150 296 2,85 206 297 244 3,17 450 234 3,02 3,60
5marcas 200 296 3,07 2,79 243 295 3,01 242 321 247 294
400 2,29 246 2,78 249 253 228 237 249 2,16 225
600 2,07 204 193 230 1,79 224 10,00 2,17 2,06 227
800 1,66 1,81 2,03 1,68 1,63 1,97 1,74 1,73 1,83 1,69
50 6,01 7,02 826 791 7,03 696 650 7,51 7,13 7,23
100 520 498 5,04 489 534 552 537 575 5,04 547
150 423 433 405 441 376 442 451 4,18 4,05 4,66
10 marcas 200 3,62 3,65 3,14 330 385 3,773 3,65 384 368 3,93
400 242 229 270 2,62 269 305 254 272 3,06 2,62
600 226 237 223 205 1,80 2,17 214 199 2,03 2,12
800 1,97 2,12 1,75 1,77 206 1,79 1,74 1,88 2,12 194
50 9,64 802 7,19 762 792 737 7,02 7,54 7,73 794
100 5,07 4,92 53 4,73 5,65 531 544 548 530 4,75
150 439 4,05 398 380 395 4,15 437 4,13 443 4,11
15 marcas 200 3,32 433 396 380 339 429 378 3,74 326 3,98
400 2,75 2,8 255 297 276 3,00 259 279 253 2286
600 236 2,09 205 229 203 231 1,82 199 225 2,01
800 204 166 199 191 207 1,52 2,18 1,89 2,00 2,04
50 6,90 805 7,70 7,49 823 923 7,75 792 796 888
100 5,67 5,09 548 513 546 496 494 554 5,02 5,59
150 448 3,86 4,71 4,62 445 532 392 436 3,89 4,66
20 marcas 200 3,92 4,05 348 4,01 4,02 3,56 4,02 333 4,05 3,38
400 3,00 260 288 2,71 2,67 275 296 296 3,06 257
600 2,01 236 2,03 224 1,88 226 199 214 227 228
800 191 208 1,80 1,84 1,88 201 2,02 195 1,81 1,87
"indica que a primeira linha esta vazia por falta de informacdes necessérias para geracdo de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentrag@o de cinco marcas por grupo de ligagdo.

Saturagdo  T.P.

Agora, analisando os efeitos do tamanho da populacao dentro do nivel de
saturacdo de genoma com 10 marcas por grupo de ligacdo, nota-se que em todos
os grupos de ligagdo os valores de estresse das populagdes com 50 individuos
diferem de todas as outras com maior nimero de individuos. Com 100
individuos, essa diferenga significativa ocorre na maioria dos grupos de ligacao,
a ndo ser nos grupos 3, 4 ¢ 8. Os demais tamanhos de populacdo podem ser

divididos em grupos com dois ou trés tamanhos de populacdo, cujos valores
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médios de estresse nao diferem entre si, pelo teste de médias. Aqui a tendéncia a
reducdo dos valores de estresse médio, a medida que aumenta o tamanho da
populacao segregante, ¢ mais bem definida, o que nao ocorre nas populagdes com
menor nivel de saturacdo. Em relagdo a média geral dos valores de estresse,
apresentados na ultima coluna do Quadro 13, existe diferenca significativa em
relagdo a quase todos os tamanhos de populagdo, a nao ser nos dois ultimos, com
600 e 800 individuos, com valores de estresse de 9,04 (f) e 8,00% (f),
respectivamente.

Em relacdo a reducdo na amplitude da variacdo dos valores médios de
estresse com o aumento no tamanho da populacdo segregante, a ndo ser nos
grupos de ligagdo 2, 5 e 9, ocorre diminuigdo na amplitude de variacdo dos
valores de estresse com o aumento do tamanho das populagdes segregantes,
como se pode ver no Quadro 14. Essa melhor defini¢cao na redugdo da amplitude
se da provavelmente em razao do maior numero de marcadores e repeticdes em
relacdo ao nivel de saturagdo anterior.

Quanto ao nivel de saturagdo com 15 marcas por grupo de ligacdo, a
semelhanga do que acontece no caso anterior, os valores médios de estresse das
populagdes com 50 individuos, em todos os grupos de ligacao, difere das médias
das populagdes maiores. Nesse nivel de saturagdo, os valores de estresse das
populagdes com 100 individuos diferem das médias dos demais tamanhos de
populagdo analisados. Os valores médios de estresse dos demais tamanhos de
populagdo podem ser classificados em dois ou trés grupos, dependendo do grupo
de ligacdo, dentro dos quais os valores das médias dos valores médios de estresse
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey. Observou-se ainda que o
niumero de valores médios de estresse, cujas médias ndo diferem
significativamente, aumentou. Esse aumento ¢ mais um indicativo da diminui¢ao
nos valores médios de estresse com o incremento do tamanho das populacoes
segregantes. Os Unicos grupos de ligagdo que ndo apresentaram cinco indices
relativos ao teste de médias foram os grupos 2 e 4, apresentando apenas quatro
indices. Agora, em relacdo as médias gerais dos valores médios de estresse,

ultima coluna do Quadro 13, todos os valores diferiram entre si pelo teste de
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média, saindo de 37,48% (a) para populagao com 50 individuos para 9,81% (g)
para aquela com 800; nesse caso, pode ser visto claramente que o tamanho da
populacao influenciou a diminui¢ao dos valores médios de estresse nesse nivel de
saturagao do genoma.

A ndo ser por alguns casos apresentados em negrito no Quadro 14, os
valores de desvio-padrdo diminuem com o aumento do tamanho das populacdes
analisadas; com isso, ¢ vista a diminui¢cdo da amplitude de variagao dos valores
de estresse nesse nivel de saturagao.

Finalmente, no nivel de saturagdo com 20 marcas por grupo de ligacdo o
comportamento dos valores médios de estresse foi semelhante ao observado nos
niveis de saturagdo com 10 e 15 marcas por grupo de ligagdo, nas populacoes
com 50 e 100 individuos, diferindo entre si das populagdes maiores, em relacao
aos valores médios de estresse. Nesse nivel de saturacdo foi observado que, nos
grupos de ligacao 3 e 10, os valores médios de estresse poderiam ser separados
em mais um grupo de médias (f) quando se avaliam os grupos de ligacdo. No
nivel de saturagdo com 20 marcas por grupo de ligacdo, também ficou
evidenciada a diminui¢do nos valores médios de estresse. Com o aumento no
numero de individuos nas populagdes, os valores médios de estresse variaram de
43,75% a 11,38% nas populagdes com 50 e 800 individuos, respectivamente,
como pode ser visto na ultima coluna do Quadro 13, em que estdo representadas
as médias gerais dos valores médios de estresse.

Como comentado, a redugdao nos valores médios de estresse com o
aumento no tamanho das populagdes dentro de cada nivel de saturagdo foi
evidenciada pelas diferengas significativas obtidas com a utilizacdo do teste de
comparag¢ao das médias em todos os grupos de ligagdo. Essa queda foi bem nitida
principalmente nas médias gerais de estresse nos dois maiores niveis de
saturacdo, em que todas as médias diferiram entre si, pelo teste de Tukey a 1%.

Pode-se concluir, pelos dados do Quadro 13, que os menores valores de
estresse estavam associados as populagdes de maior tamanho e os maiores
valores de estresse, as de menor tamanho. Como pode ser observado, também

nesse quadro, além da reducdo nos valores de estresse médio em cada nivel de
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saturacdo, ocorreu queda na amplitude de variagdo dos valores de estresse entre
repeticdes, a medida que aumentou o tamanho das populagdes segregantes
(Quadro 14). No geral, a redugao nos valores de desvio-padrao pode ser vista na
maioria dos grupos de ligagdo nos quatro niveis de saturagao, como no grupo de
ligacdo 3, no nivel de saturagdo de 10 marcas por grupo de ligagdo, em que os
valores de desvio foram 8,26 e 1,75, nas populagdes com 50 e 800 individuos,
respectivamente. Embora existam casos em que nao houve reducdo na
quantidade de desvios com o aumento no tamanho das populacdes com
600 (1,88) e 800 (1,88) individuos no grupo de ligagdo 5 no ultimo nivel de
saturacao ou o aumento no desvio, assim como aconteceu nas populacdes com
150 (3,89) e 200 (4,05) individuos no grupo de ligacdo 9, isso ndo invalida a
conclusao anterior.

No Quadro 14 sao apresentados os valores de desvio-padrdao dos valores
médios de estresse em quatro niveis de saturagdo e sete tamanhos de

populagio.

4.4.Indice de informatividade e desvio-padrio em populacdes de

retrocruzamento

No Quadro 15 estdo apresentados os valores do indice de informatividade
e desvio-padrdo das estimativas das quatro freqiiéncias de recombinacao (0,05;
0,10; 0,0667; e 0,20), nos sete tamanhos de populagdo de retrocruzamento
simulados neste trabalho.

Ao ser analisado o efeito do tamanho da populacdio e ndao sendo
considerada a estimativa da freqiiéncia de recombinagdo, verifica-se que o indice
de informatividade serd maior quanto maior for o tamanho da populagdo
avaliada. Como exemplo, podem-se observar os valores do indice de
informatividade relacionado a freqiiéncia de recombinagao de 0,05, que foram de

1052,63 e 16842,10 nas populagdes com 50 e 800 individuos, respectivamente.
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Quadro 15 — Estimativa do indice de informatividade, variancia e desvio-padrao
representados de sete tamanhos de populacdo de retrocruzamento,
em quatro niveis de saturagdo

Freqiiéncia de Recombinagdo  T.P. Indice de Informatividade Desvio-Padrao
50 3125 0,0565
100 625 0,0400
150 937,5 0,0326
0,20 (5 marcas) 200 1250 0,0282
400 2500 0,0200
600 3750 0,0163
800 5000 0,0141
50 555,55 0,0424
100 1111,11 0,0300
150 1666,66 0,0244
0,10 (10 marcas) 200 222222 0,0212
400 4444 .44 0,0150
600 6666,66 0,0122
800 8888,88 0,0106
50 803,57 0,0352
100 1607,14 0,0249
150 2410,71 0,0203
~0,0667(15 marcas) 200 3214,28 0,0176
400 6428,57 0,0124
600 9642.85 0,0101
800 12857,14 0,0088
50 1052,63 0,0308
100 2105,26 0,0217
150 3157,89 0,0177
0,05 (20 marcas) 200 4210,52 0,0154
400 8421,05 0,0108
600 12631,57 0,0088
800 16842,10 0,0077

T.P. = tamanho da populagao.

Como a varidncia ¢é inversamente relacionada ao indice de

informatividade, ¥ (r)=——, o seu valor diminui, diminuindo também o desvio-

b
1(r)
padrao, a medida que o valor do indice de informatividade aumenta. Ainda
considerando a freqiiéncia de recombinacao de 0,05, € visto, no Quadro 15, que o

valor do desvio-padrao varia de 0,0308 a 0,0077, nas populagdes com 50 e 800

individuos, respectivamente.
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Ao analisar o efeito da magnitude da estimativa da freqliéncia de
recombinagdo, pode-se dizer que, quanto menor a estimativa da freqiiéncia de
recombinag¢do, maior o valor do indice de informatividade ¢ menores os valores
de desvio-padrao, considerando um mesmo tamanho de populagdo. Essas
relagdes sdo mais bem entendidas quando, por exemplo, dentro de populagdes
com 50 individuos, analisadas as estimativas de freqiiéncias de recombinacao de
0,05; 0,0667; 0,10; e 0,20, em que os valores do indice de informatividade sdo,
respectivamente, 1052,63; 803,57; 555,55; e 312,5, os valores de desvios sdo
0,0308; 0,0352; 0,0424; ¢ 0,0565.

Com base no que pode ser observado no Quadro 15, quanto maior o
numero de individuos genotipados para a constru¢do de mapas genéticos, maior a
confiabilidade dos resultados e, quanto maior a perspectiva de saturagao do mapa
por marcadores, maior a confiabilidade das estimativas de freqiiéncia de
recombinagdo obtida e dos mapas construidos a partir dessas estimativas.

Entretanto, como as capacidades técnica e financeira de laboratérios sdao
limitadas, ¢ fundamental estabelecer um nimero minimo 6timo para que o mapa

gerado venha a ser de utilidade para o melhoramento.

4.5. Recuperaciao de grupos de ligacio em populacgoes de retrocruzamento

Assim como nas populagdes F,, o numero de grupos de ligacdo esperado
no processo de mapeamento das populagdes de retrocruzamento simuladas seria
de 10 grupos de ligagdo, que ¢ o nimero original de grupos de ligacdo usado
como base para simulagdo das populagdes. O niimero de grupos de ligagao obtido
no mapeamento das populacdes de retrocruzamento variou em maior niamero de
grupos de ligacdo, de acordo com o nivel de saturagdo do genoma e com o
tamanho da populacao utilizada para geracao de cada populacao simulada (Figura

12).
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Figura 12 — Da esquerda para a direita, namero de 10, 11, 12, 13, 14 e 15 grupos
de ligagdo obtidos nas saturacdes de cinco marcas em populagdes de
retrocruzamento com 50, 100, 150, 200, 400, 600 e 800 individuos.

4.5.1. Saturacio de grupo de ligacao

Na Figura 12 ¢ apresentada a porcentagem de grupos de ligacdo
recuperados a partir do genoma original, utilizando-se saturacdo de 20 cM ou
cinco marcas por grupo de ligacdo em populacdes de retrocruzamento. Foram
encontrados grupos de ligacao variando de 10 a 15, sendo o niimero de repeticoes
obtido com os diferentes nimeros de grupos de ligagao.

Com a saturag¢do de cinco marcas por grupo de ligagdo em populagdes de
retrocruzamento, também nado foi possivel a recuperacdo de nenhum grupo de
ligagdo em nenhuma das repeticdes da simulagdo com a populacdo de 50
individuos, a semelhanca do que ocorreu com a populagdo F,. Assim, fica
evidente que esse tamanho de populacdo de retrocruzamento ¢ inadequado para
mapeamento genético.

Ao contrario do que aconteceu com populacdes F,, foi recuperado o

conjunto inicial de 10 grupos de ligacdo na populacdo com 800 individuos em
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todas as repeticdes; nas demais populagdes, nenhuma recuperou o conjunto
inicial de 10 grupos de ligacdo em 100% das repeticdes simuladas, estando a
populacdo com 600 individuos mais proéxima de atingir esse objetivo,
recuperando os 10 grupos de ligagdao em 91 das 100 repeticdes.

Na populagdo com 100 individuos, nove repeticdes recuperaram os 10
grupos de ligacao, porém 17 apresentaram 11 grupos de ligag¢do, 22 exibiram 12
grupos de ligacdo, 10 mostraram 13 grupos de ligagdo e 1 repeti¢do apresentou
15 grupos de ligacdo. Nessa populacdo houve incidéncia de marcas ndo ligadas
de 11,25%, em relacdo ao niimero de marcas totais na populagdo (Figura 12).

Na populagao com 150 individuos, 31 repeti¢des recuperaram 10 grupos
de ligacdao, mas 34 apresentaram 11 grupos de ligacdo, 14 mostraram 12 grupos
de ligacdo, 5 exibiram 13 grupos de ligagdo e 4 repeticdes apresentaram 14
grupos de ligacdo. Em relagdo ao nimero de marcas ndo-ligadas, houve reducao
na populacdo com 100 individuos, cuja porcentagem passou de 11,25 para
8,09%.

Na populacao com 200 individuos, 35 repetigdes recuperaram 10 grupos
de ligacdo, porém 33 apresentaram 11 grupos de ligacao, 22 exibiram 12 grupos
de ligacdo, 2 mostraram 13 grupos de ligacdo e 1 repeticao apresentou 14 grupos
de ligacdo e uma incidéncia de marcas ndo-ligadas de 5,50%.

Na populacdo com 400 individuos houve recuperagdo de 10 grupos de
ligacdo em 76 repeti¢des, mas 11 grupos de ligacdo em 19 repeticdes e 12 grupos
de ligacdo em 4 repeticdes € um total de 1,49% de marcas ndo-ligadas.

Na populacao com 600 individuos houve a recuperacdo de 10 grupos de
ligacdo em 91 repeti¢des, mas apresentaram 11 grupos de ligacdo em 9 repeti¢des
e 0,54% de marcas nao-ligadas.

Na populagao com 800 individuos ocorreu a recuperagao de 10 grupos de
ligacdo em todas as repeticoes. Além disso, foi a populagdo com a porcentagem

mais baixa de marcas ndo-ligadas, ou seja, apenas 0,02%.
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A ndo ser pela populacio com 800 individuos, ndo foram recuperados
grupos de ligagdo em todas as repetigdes, acontecendo isso em 41 repeticdes na
populacao com 100 individuos, 12 repeti¢des na populagao com 150 individuos,
7 repeticoes naquela com 200 individuos e 1 repeti¢do na populagdo com 400
individuos. Nas populagdes com 600 e 800 individuos houve a formacao de
grupos de ligacdo em todas as repeticoes. Aqui também se notou a tendéncia de
aumento da obtencdo de 10 grupos de ligacdo com a elevagdo do numero de
individuos da populacao.

Observa-se no Quadro 16 que, na saturagao de cinco marcas por grupo de
ligacdo, existe diminuicdo na porcentagem de marcas nao-ligadas, que passa de
11,25 para 0,02% quando o nimero de individuos da populagdo passa de 50 para
800 individuos.

Considerando a saturacdo de 10 marcas por grupo de ligacdo, na
populagdo com 50 individuos houve a recuperagao de 10 grupos de ligagao em
64 repeticOes, mas 24 repeticoes apresentaram 11 grupos de ligagao (Figura 13).
Na populacao com 100 individuos ocorreu a recuperacao de 10 grupos de ligagao
em 89 repeticdes. Ja nas populacdes com 150, 200, 400, 600 e 800 individuos
houve a recuperagdo de 10 grupos de ligagdo em todas as repeti¢des (Figura 14).

A Unica populacdo a apresentar marca nao-ligada foi a com 50 individuos,
com uma porcentagem de 0,87% de marcas ndo-ligadas (Quadro 16).

Na saturacdo de 15 marcas por grupo de ligagdo e considerando
inicialmente a populacdo com 50 individuos, houve recuperagdao de 10 grupos de
ligacdo em 78 repetigcdes, porém com 11 grupos de ligagdo nas quatro repetigoes
(Figura 13). Na populacao com 100 individuos houve a recuperacao de 10 grupos
de ligagdo em 95 repetigoes (Figura 14), enquanto nas demais populacdes
ocorreu a recuperacdo de todos os grupos de ligacdo em todas as repetigdes, e
apenas na populacdo com 50 individuos foi constatada a existéncia de marcas

ndo-ligadas (0,1056%).
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Quadro 16 — Saturacdo e porcentagem de marcas nado-ligadas em relacdo ao
numero de repetigdes avaliadas em sete tamanhos de populagdo de

retrocruzamento
Saturagdo  T.P. MNL Rep %MNL
50 - - - !
100 332 59 11,2542
150 356 88 8,0909
5 marcas 200 256 93 5,5053
400 74 99 1,4949
600 27 100 0,54
800 1 100 0,02
50 76 87 0,8735
100 0 89 0
150 0 100 0
10 marcas 200 0 100 0
400 0 100 0
600 0 100 0
800 0 100 0
50 13 82 0,1056
100 0 95 0
150 0 100 0
15 marcas 200 0 100 0
400 0 100 0
600 0 100 0
800 0 100 0
50 2 86 0,0116
100 0 93 0
150 0 100 0
20 marcas 200 0 100 0
400 0 100 0
600 0 100 0
800 0 100 0

"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geragio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo de ligagdo; saturagdo = niimero de
marcas por grupo de ligagdo, do genoma simulado; T.P. = tamanho da populagdo; MNL = numero de
marcas ndo-ligadas; Rep = niumero de repeticdes com 10 grupos de ligagdo; ¢ %MNL = porcentagem de
marcas nao-ligadas em relagcdo ao numero de repeti¢des avaliadas.

No ultimo nivel de saturacdo houve recuperagdo de 10 grupos de ligacao
nas 84 repeticoes e 11 grupos de ligagdo em 1 repeticdo, na populagdo com 50
individuos, e 0,01% de marcas ndo-ligadas (Figura 13). Na populacdo com 100
individuos ocorreu a recuperacao de 10 grupos de ligacdo nas 93 repeticOes
(Figura 14). Assim como nas saturagoes de 10 e 15 marcas por grupo de ligacao,
as populagdes com 150, 200, 400, 600 e 800 individuos recuperaram 10 grupos

de ligacdo em todas as repeticoes.
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Figura 13 — Da esquerda para a direita, nimero de 10 e 11 grupos de ligagao
obtidos nas saturagdes de 10, 15 e 20 marcas em populagdes de
retrocruzamento com 50 individuos.
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Figura 14 — Da esquerda para a direita, namero de 10, 11, 12, 13, 14 e 15 grupos
de ligacdo obtidos nas saturagdes de 5, 10, 15 e 20 marcas em
populagdes de retrocruzamento com 100 individuos.
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Desconsiderando-se o nivel de saturacdo em que ndao houve a recuperagao
de grupos de ligagdao, em todos os demais niveis de saturacao sé houve variagao
no numero de grupos de ligagcdo recuperados para populagdes com 50 individuos.

Na Figura 13 ¢ apresentada a porcentagem de grupos de ligacdo
recuperados a partir do genoma original, utilizando-se saturagdes de 10, 15 e 20
marcas por grupo de liga¢do, em populacdes com 50 individuos.

Considerando apenas as populacdes com 50 individuos e todos os niveis
de saturacdo utilizados, representados na Figura 13, pode-se observar que, a
medida que o nimero de marcas por grupo de ligacdo aumenta, o numero de
repeticdes que recuperam 10 grupos de ligagdo também aumenta. Na Figura 13
também pode ser observado que, mesmo aumentando a saturagdo, ndo acontece
recuperacao de grupos de ligagdo em 100% das repeticdes, devido ao baixo
numero de individuos nas populagdes, nesse caso 50 individuos. E constatado
também nessa figura que existe diminuicdo no nimero de repeticdes sem
formacgdo de grupos de ligacdo, assim como a diminuicao das repeticdes que
apresentam numero de grupos de ligagdo diferentes de 10. A saturacdo com cinco
marcas por grupo de ligacdo ndo estd representada na Figura 13 por ndo ter
recuperado os 10 grupos de ligacdo nem apresentado diferente nimero desses
grupos nas repeticoes.

Na Figura 14 ¢ apresentada a porcentagem de grupos de ligagdo
recuperados a partir do genoma original, utilizando-se saturacdes de 5, 10, 15 e
20 marcas por grupo, em populagdes com 100 individuos.

No caso das populagdes de retrocruzamento observadas (Figuras 5 e 6),
assim como aconteceu nas populacdes F, (Figuras 3 e 4), com o aumento da
saturacdo ou do nimero de individuos na populagdo, independentemente um do
outro, houve diminui¢do no numero de repeticdes sem grupos de ligacdo e
aumento no numero de repeticdes que conseguem recuperar o numero de grupos
da populacao original.

Pode ser prontamente observado que, mesmo dobrando o nimero de

individuos em relagdo a populacdo com 50 individuos, ainda nao foi possivel a
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recuperagao de grupos de ligacdo em 100% das repeticdes, mesmo na maior
saturacdo, ou seja, com 20 marcas por grupo de ligagao.

Nas populagdes com 100 individuos também parece existir a tendéncia a
recuperagao de 10 grupos de ligagdo nas repeticdoes, a medida que aumenta a
satura¢dao dos grupos de ligagdo. Pode ser visto que a saturagdo ao passar de 5 a
15 marcas por grupo de ligagdo, o nimero de repeticoes que recuperam 10
grupos foi de 9 para 5 marcas, 89 para 10 marcas e 95 para 15 marcas. Ao
contrario do esperado para 20 marcas, apenas 93 repeticoes recuperam 10 grupos
de ligacdo, contrariando a tendéncia observada. Apesar dessa diferenca de duas
repeticdes e de a saturacdo de 15 marcas ter recuperado numero maior de
repetigoes com 10 grupos de ligagdo, os dados da populagdo com saturagao de 20
marcas sao mais confiaveis por ter o maior indice de informatividade, 2985,85 da
populagdo com 20 (0,05 cM) marcas, contra 1978,31 da populacdo com 15
(~0,0667 cM) marcas por grupo de ligacao (Quadro 15).

Nas populagdes com 150, 200, 400, 600 e 800 individuos e com as
saturagdes de 10, 15 e 20 marcas por grupo de ligagcdo, houve a recuperagao de
todos os grupos em todas as repetigdes, nas trés saturacdes apresentadas.

Como comentado para populagdes F,, Weller (1986) e Patterson et al.
(1988) relataram que grandes variedades de efeitos quantitativos podem ser
associadas a marcadores genéticos especificos, € experimentos evidenciaram que
uma por¢ao significativa dos efeitos de caracteristicas quantitativas ¢ de uma
magnitude que poderia ser prontamente detectada em experimentos com
aproximadamente 1.000 individuos de populagdo F, ou de retrocruzamento.
Assim como aconteceu na populacdes F,, neste trabalho foi visto que ndo ha
necessidade de tamanho tdo grande de individuos para que sejam detectados
efeitos de caracteristicas quantitativas em populagdes de retrocruzamento, apesar
de esse tipo de populacdo, em certos casos, necessitar de maior numero de
individuos que populagdes F».

Lannes et al. (2004), em estudo composto por duas populacdes de
retrocruzamento em arroz, uma com 53 e outra com 74 individuos € com 131

“primers” RAPD obtidos da “University of British Columbia, Inc.,” e sete que
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amplificaram bandas polimodrficas mais consistentes entre os pais, comentaram
que mapas genéticos obtidos em seu estudo poderiam ser considerados como
mapas basicos, uma vez que o nimero de marcadores mapeados € os tamanhos
das populacdes de mapeamento foram menores que os utilizados em trabalhos
anteriores. Uma observagdo interessante de seu trabalho foi a presenca de sete
intervalos entre marcadores que apresentaram distancia de 0 ¢cM no mapa de
ligacdo. Segundo os referidos autores, isso pode ter acontecido em razdao do
pequeno tamanho da populacao utilizada para a formagdo desse mapa, que foi de
53 individuos. Populagdes com poucos genoOtipos podem ndao permitir a
observacdo da quebra de ligacdo entre os marcadores e a conseqliente
determinagao da distancia entre estes. O tamanho adequado também depende do
tipo de populacdo, sendo que populagdes de retrocruzamento apresentam
aproximadamente metade do contetido informativo do que populacdes F,
(LANNES et al., 2004). Ainda segundo esses autores, a grande vantagem do uso
de populagdes F, ¢ que os genotipos dessas populagdes sdo formados por dois
gametas que tém seus locos em desequilibrio de ligacdo, e ndo por um unico,
como no caso dos genotipos obtidos por retrocruzamento.

A identificacdo de distancias de 0 cM entre marcas adjacentes também foi
observada nos dados, no menor nivel de saturacdo e nas popula¢des de menor

tamanho.

4.5.2. Correlacao de Spearman entre medidas de distancia

A explicagdo para populagdes F, também serd aplicada para populacdes de
retrocruzamento, ou seja, por se tratarem de populagdes hipotéticas, foi
considerado ndo ser necessario especificar em quais repeticdes e grupos de
ligacdo ocorreu inversdao, sendo relatados apenas o nimero de repeticoes a
recuperar 10 grupos de ligagdo e quantos desses grupos apresentaram inversoes,
independentemente do nimero de inversdes ocorridas em cada repeticao.

No Quadro 17 esta apresentado o numero de repeticdes com 10 grupos de

liga¢do que apresentaram inversdes, identificadas pela correlagdo de Spearman.
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Quadro 17 — Nivel de saturacdo em numero de marcas por grupo de ligagao,
tamanho da populagdo, nimero de repeticdes com 10 grupos de
ligacdo e numero de inversdes detectadas em populagdes de

retrocruzamento
Saturagdo T.P. Rep NI
50 - - :
100 9 1
150 31 2
5 marcas 200 35 0
400 76 0
600 91 0
800 100 0
50 64 36
100 89 89
150 100 0
10 marcas 200 100 0
400 100 0
600 100 0
800 100 0
50 78 76
100 95 22
150 100 4
15 marcas 200 100 0
400 100 0
600 100 0
800 100 0
50 84 84
100 93 26
150 100 11
20 marcas 200 100 3
400 100 0
600 100 0
800 100 0

"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geracio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentracdo de cinco marcas por grupo de ligacdo; saturagdo = nimero de
marcas por grupo de ligacdo, do genoma simulado; T.P. = tamanho da populagdo; Rep = niimero de
repeti¢oes com 10 grupos de ligag@o; e NI = numero de inversdes detectadas.

Na populagdo com 50 individuos e cinco marcas por grupo de ligagdo nao
houve a formacao de grupos de ligagdo, portanto nao foi possivel a identificacao
de inversoes destes.

A interpretacdo dos dados do Quadro 17 seguiu o critério adotado para o
Quadro 6, ou seja, obtendo valores de correlagdo de Spearman iguais a 1

significa que as ordens das marcas nos grupos de ligagao obtidos no mapeamento
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das populagdes segregantes nao foram alteradas em relacdo a ordem previamente
conhecida do genoma original, e valor menor que 1 indica alteragdo na ordem das
marcas em relagdo a ordem do genoma original.

Repeticoes com presenga de valores de correlagdo de Spearman menores
que 1 em um ou mais dos 10 grupos de ligagdo foram obtidas nas populagdes
segregantes nos quatro niveis de saturagao de genoma estudados.

No nivel de saturacdo com cinco marcas, das nove repetigdes com 10
grupos de ligacdo a populacdo de 100 individuos apresentou apenas uma
repeticao com valor de correlagdo de Spearman diferente de 1; na populagdo com
150 individuos, 31 repeti¢des recuperaram 10 grupos de ligagdo e duas repeticoes
apresentaram inversao, enquanto nas demais populagdes, nesse grau de saturacao,
ndo foram identificadas mais inversoes.

Nos outros niveis de saturacdo houve a recuperagdo de grupos de ligacao
na populacdo com 50 individuos e na saturacdo de 10 marcas, em que 64
recuperaram 10 grupos de ligacdo e 36 apresentaram inversdo, enquanto na
populagdo com 100 individuos 89 recuperaram 10 grupos de ligagao e 89
apresentaram inversdo, na saturacdo de 15 marcas. Na populagdo com 50
individuos, 78 recuperaram 10 grupos de ligagcdo e 76 apresentaram inversao; na
populagdo com 100 individuos, 95 recuperaram 10 grupos de ligacdo e 22
apresentaram inversao; na populagdo com 150 individuos, 100 recuperaram 10
grupos de ligagdo e quatro apresentaram inversao na saturagao de 20 marcas; nas
populagdes com 50 individuos, 84 recuperaram 10 grupos de ligacdo e 84
apresentaram inversao; na populagdo com 100 individuos, 93 recuperaram 10
grupos de ligagdo e 26 apresentaram inversdo; na populacdo com 150 individuos,
100 recuperaram 10 grupos de ligagdo e 11 apresentaram inversao; e, por ultimo,
na populacao com 200 individuos, 100 recuperaram 10 grupos de ligagdo e trés
apresentaram inversao.

Em todos os outros tamanhos de populagao, acima de 200 individuos, nos
diferentes niveis de saturacdo foram recuperados os 10 grupos de ligacdo em
100% das repeti¢cdes € ndo houve inversoes.

Também ¢ observado no Quadro 17 que com o aumento da saturacao, em

populagdes com 50 individuos, houve aumento no nimero de repetigdes que
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recuperaram 10 grupos de ligacdo e também no numero de inversdes. Na
populagdo com 100 individuos e considerando as saturacdes de 10, 15 e 20
marcas, houve diminui¢cdo no nimero de inversdes na populagdo, comparando-se
a saturacdao de 10 marcas com a de 15 marcas, € houve certa estabilidade quando
comparadas as saturagcoes de 15 e 20 marcas. Também houve inversio nas
populagdes com 150 e 200 individuos na maior saturacdo. A causa do surgimento
do aumento no numero de inversoes, apesar do aumento no nimero de marcas, €
por ora desconhecido; mesmo assim, a confiabilidade em se usar uma populagao
com 200 individuos e 20 marcas € maior que usar populacdes de menor tamanho
e menor numero de marcas, devido ao menor indice de informatividade e maior

desvio-padrao do tamanho médio dos grupos de ligagao.

4.5.3. Tamanho dos grupos de ligacao

Para a obtengdo do tamanho médio de cada grupo de ligagdo foi tomada a
média aritmética dos tamanhos dos grupos de ligacao obtidos nas repeti¢des com
10 grupos de ligagdo. Os valores das médias dos tamanhos dos grupos de ligacao
obtidos nos sete tamanhos de populagdo utilizados no mapeamento genético, bem
como os resultados do teste de Tukey, sao apresentados no Quadro 18.

O tamanho de cada grupo de ligacdo esperado apds o mapeamento das
populacdes segregantes ¢ de 100 cM, uma vez que esse ¢ o tamanho de cada
grupo de ligacdo nos quatro niveis de saturacdo do genoma utilizado para geracao
das populagoes, tanto F, quanto de retrocruzamento.

Assim como acontece na populagdes F,, verificou-se que, a ndo ser na
saturacdo de cinco marcas por grupo de ligacdo, nas populagdes de
retrocruzamento nao houve diferenca entre as médias dos diferentes tamanhos de
populacao dentro de cada nivel de saturagao.

Considerando inicialmente os grupos de ligacdo, no nivel de saturagdo
com cinco marcas por grupo de ligacdo houve diferenga significativa nos
diferentes tamanhos de populacdo, nos grupos 3, 5, 6, 8, 9 e 10. Em relacdo as
médias gerais apresentadas na ultima coluna do Quadro 18, as populagdes podem

ser separadas em trés grupos, que diferem entre si.
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Quadro 18 — Média aritmética do tamanho de 10 grupos de ligacdo em sete tamanhos de populagdes (T.P.) de retrocruzamento em
quatro niveis de saturacéo

Grupos de Ligagdo

Saturagdo T.P. 1 2 3 7 5 3 7 3 ) 0 Meédia
50 - - - - - - - - - - - T
100 89,77 (a) 101,33 (a) 94 (ab) 89,77 (a) 96,33 (ab) 80,33 (b) 95,33 (a) 87,66 (b) 85,55 (b) 91,22 (ab) 91,13 (c) ?
150 93,66 (a) 90,79 (a) 91,43 (b) 93,57 (a) 90,65 (b) 95,54 (ab) 94,97 (a) 89,5 (b) 94,52 (ab) 89,83 (b) 92,45 (c)

Smarcas 200 9521 (a) 91,84 (a)  98,64(ab)  9641(a) 9797 (ab) 99,55 (a) 96,88 (a) 98,22 (ab)  98,74(ab)  97.35(ab) 97,08 (b)
400 10032(a) 100,86 (a) 100,67 (a) 100,66 (a) 10030 (a) 100,54 (a) 100,63 (a)  100,55(a) 9999 (a)  98,75(ab) 100,33 (a)
600 101,58 (a)  100,36(a) 100,84 (a) 100,77 (a)  101,10(a)  10025(a) 10027 (a) 100,18 (a) 100,57 (a)  100,55(a) 100,65 (a)
800 10098(a) 100,72 (a) 1007 (a) 101,13 10091 (a)  101,17(a) 101,23 (a) 100,92 (a) 100,91 (a) 100,82 (a) 100,95 (a)

50 102,09 99,75 102,5 102,09 105,56 100,5 102,62 102,25 102,81 102,4 102,25 (a)
100 102,63 104,04 102,83 103,47 102,51 103,49 102,84 100,56 103,23 102,21 102,78 (a)
150 102,75 104,14 102,56 103,77 102,47 102,47 101,94 103,84 102,44 102,32 102,87 (a)
10 marcas 200 103,74 102,21 103,41 103,17 103,53 102,69 102,28 102,76 103,03 102,46 102,93 (a)
400 102,24 101,93 101,88 103,08 102,32 102,72 102,84 102,85 102,72 102,65 102,52 (a)
600 103,34 102,39 103,03 102,67 102,56 102,97 102,87 102,66 103,13 102,42 102,80 (a)
800 102,82 102,31 103,26 103,17 102,56 102,6 102,34 102,69 103,18 102,22 102,71 (a)
50 102,07 101,71 107,94 100,64 100,92 100,84 100,79 103,2 104,92 100,17 102,32 (a)
100 100,8 102,57 103,26 103,15 101,22 102,4 103,44 102,5 100,87 101,28 102,15 (a)
150 102,36 101,62 102,47 102,15 102,01 100,94 101,63 102,27 102,33 101,81 101,96 (a)
15 marcas 200 102,9 101,09 103,62 102,34 103,74 102,17 103,14 102,3 102,97 103,17 102,74 (a)
400 102,63 103,22 102,74 102,88 103,01 101,95 101,24 101,46 102,17 102,5 102,38 (a)
600 102,17 101,94 101,92 102,54 101,79 102,07 102 102,37 101,97 101,35 101,99 (a)
800 102,31 101,86 102,25 101,94 101,83 102,22 102,87 102,64 102,52 102,2 102,26 (a)
50 104,26 101,21 105,42 100,59 103,3 103,02 102,76 105,19 103,8 102,54 103,21 (a)
100 102,35 101,9 102,56 101,94 103,19 102,69 101,81 101,29 100,04 101,38 101,92 (a)
150 100,87 101,13 102,98 101,89 100,31 101,84 100,89 101,23 101,82 99,98 101,25 (a)
20 marcas 200 101,24 102,07 102,85 102,15 101,39 102,66 102,85 103,14 101,11 101,78 102,12 (a)
400 101,29 101,3 102,66 101,89 102,23 101,37 101,19 101,53 100,99 101,38 101,58 (a)
600 101,65 101,17 101,37 101,61 100,85 101,54 101,21 100,77 101,55 102,36 101,41 (a)
800 101,73 101,89 101,38 102,14 101,77 102,05 102,15 101,96 101,37 101,79 101,82 (a)

"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geracio de grupos de ligagio com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo
de ligagdo; e ?indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey no nivel de significancia de 1%.
Nas colunas, médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey.



Pela observacdo das médias gerais, ainda no menor nivel de saturacao ¢
constatado que, a medida que o tamanho da populacdo aumenta, o tamanho dos
grupos de ligacdo também aumenta até se aproximar do tamanho originalmente
utilizado para simulacao das populagdes, que ¢ de 100 cM.

Nos demais niveis de saturagdo avaliados ndo houve variagdo significativa
no tamanho dos grupos de liga¢do, nem das médias gerais dos grupos de ligagdo
com o aumento no numero de individuos nas populagdes.

Apesar da estabilidade no tamanho médio dos grupos de liga¢do, a medida
que aumenta o tamanho da populagdao segregante, a amplitude de variacdo dos
tamanhos de grupos de ligacao obtidos entre repeticdes diminui. Essa reducdo na
amplitude de variagdo dos tamanhos de grupos de ligagdo pode ser observada
pela reducdo no desvio-padrdo com o aumento no ntimero de individuos nas
populagdes segregantes. Pode-se ter como exemplo as médias gerais de desvio-
padrdo para menor e maior nivel de saturacdo, em que o desvio-padrao foi de
13,62 para 3,19 ¢cM no menor nivel de saturacdo, na populagdo com 150 e 800
individuos, respectivamente, e variou de 15,03 a 3,53 cM nas populagdes com 50
e 800 individuos, respectivamente, no maior nivel de saturacao (Quadro 19).

No Quadro 19, observando os valores de desvio-padrao na ultima coluna
em todos os niveis de saturacdo, somente no nivel de saturacdo de cinco marcas o
desvio para uma populacdo com 150 individuos ¢ maior que em uma populagdo
com 100 individuos, sendo 13,62 e 11,84 cM, respectivamente. Nos demais
tamanhos de populacdo, a diminuicdo no valor de desvio se mantém com o
aumento no tamanho da populagdo, passando de 9,80 cM na populacao com 200
individuos para 3,19 cM naquela com 800 individuos. Considerando os demais
niveis de saturagdo, o desvio-padrao variou de 13,54 a 3,42 ¢cM na saturagao com
10 marcas, 13,91 a 3,42 cM na saturacdo com 15 marcas ¢ 15,03 a 3,53 cM na
saturacdo com 20 marcas, sendo os de maiores desvios referentes as populagdes
com 50 individuos e os valores de menores desvios, referentes as populacdes

com 800 individuos.
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Quadro 19 — Desvio-padrao do tamanho de 10 grupos de ligacdo em sete
tamanhos de populagdes (T.P.) de retrocruzamento em quatro niveis
de saturacao

Grupos de Ligacao
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50 - - - - - - - - - - -
100 11,98 6,42 939 17,59 5,67 18,12 8,84 12,66 1564 12,12 11,84
150 12,12 14,1 12,68 12,97 15,64 12,58 14,19 16,18 12,32 13,47 13,62
Smarcas 200 13,25 12,5 6,68 9,07 10,16 8,67 10,13 10,14 7,11 10,38 9,80
400 5,09 4,04 548 441 509 488 481 536 6,09 943 547
600 343 425 43 493 358 336 397 4,16 341 396 393
800 34 3,02 3,15 298 3,18 288 3,14 287 338 391 319
50 15,17 15,97 14,14 12,06 13,2 13,66 12,56 14,77 11,76 12,14 13,54
100 9,78 10,05 93 942 956 88 99 9,16 10,17 9,83 9,60
150 7,85 7,26 827 6,66 836 742 749 8,13 7,55 825 71,72
10 marcas 200 6,63 7,68 59 6,67 647 6,02 683 721 6,773 6,59 6,67
400 496 52 509 4,61 495 422 513 4,64 428 445 45
600 383 4,11 377 3,76 3,61 321 344 387 399 399 375
800 337 339 355 351 345 349 384 362 3,15 287 342
50 1445 11,05 13,96 13,17 14,42 15,56 14,41 159 13,75 12,52 1391
100 9,7 991 1036 9,7 11,45 10,56 9,68 931 9,8 9,78 10,02
150 7,62 7,57 721 837 6,96 747 836 9,71 7,58 887 795
15 marcas 200 7,35 7,32 6,76 7,07 7,68 749 758 6,57 72 6,03 7,10
400 5,75 482 476 45 535 4,69 569 455 484 47 496
600 3,69 3,85 438 4 3,80 344 3,79 398 397 396 3,89
800 293 38 305 332 368 399 329 353 335 328 342
50 13,79 15,07 15,58 13,78 16,58 16,67 13,71 14,02 13,48 17,71 15,03
100 11,91 10,32 8,76 9,82 10,72 10,79 9,34 10,29 10,16 10,15 10,22
150 8,79 891 866 851 821 7,63 817 793 88l 7,89 835
20 marcas 200 791 6,63 6,65 696 7,77 794 72 735 643 6,66 7,15
400 539 445 508 512 52 502 4,57 438 5,14 554 498
600 4,51 397 425 42 422 43 384 386 4,15 381 4,11
800 4,17 346 3,64 3,7 3,13 325 38 324 3,08 39 3,53
"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geracio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentrag@o de cinco marcas por grupo de ligagdo.

Saturagdo  T.P. Média

A tendéncia de reducdo da amplitude de variagao observada nas médias do
tamanho dos grupos de ligacdo constatada pela observacao dos desvios acontece
também entre os grupos de ligagdo dos diferentes tamanhos de populagdo, a ndo
ser na maioria dos grupos de liga¢do no nivel de saturagdo com cinco marcas por
grupo de ligagdo, como apresentado no Quadro 19. Nos demais grupos de ligacao
€ nos outros niveis de saturacao, apesar de em alguns casos os desvios serem um
pouco maiores em populacdes com maior numero de individuos, as diferencas

sdo pequenas, chegando a décimos ou centésimos de unidade, como pode ser
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observado no grupo de ligacdo 4 no nivel de saturacdo de 10 marcas, nas
populacdes com 150 e 200 individuos, 6,66 e 6,67, respectivamente.
Considerando as populagdes de tamanho a partir de 200 individuos em todos os
niveis de saturacdo, em relacdo a média geral dos desvios, os valores foram
maiores em relagdo aos desvios das populagdes F, analisados. Nas populagdes de
retrocruzamento, esses valores foram menores que 8 cM, enquanto nas
populagdes F,, menores que 5. E importante observar que, considerando os trés
maiores niveis de saturacdo, de acordo com o representado na ultima coluna, a
média dos desvios-padrao ¢ menor que 5, a ndo ser nas populagdes com nivel de
saturacao de cinco marcas por grupo de ligagdo.

Pela observagdao das médias gerais, ainda no menor nivel de saturacdo ¢
constatado que, a medida que o tamanho da populacdo aumenta, o tamanho dos
grupos de ligacdo também aumenta até se aproximar do tamanho originalmente

utilizado para simulagdo das populacdes, que € de 100 cM.

4.5.4. Média das distancias entre marcas adjacentes

A distancia média de marcas adjacentes ao longo de cada grupo de ligagcao
foi obtida fazendo-se duas médias aritméticas sucessivas. A primeira média foi
feita apenas entre os valores de distancia encontrados dentro de cada grupo de
ligacdo. A segunda foi obtida pela média aritmética das médias anteriormente
obtidas. Nesse processo s¢ foram utilizadas repeti¢cdes que tinham 10 grupos de
ligagdo, sendo as demais desconsideradas.

Os valores de distancia média entre marcas adjacentes e seu desvio-padrao
obtido nos varios tamanhos de populagdes segregantes utilizados no mapeamento
genético estdo apresentados nos Quadros 20 e 21, respectivamente.

Visscher et al. (1996), utilizando técnicas de simulagdo, avaliaram a
eficiéncia da introgressao de genes em populagdes de retrocruzamento derivadas
de linhas endogamicas. Apos a obten¢do dos dados, ficou constatado que
marcadores foram eficientes tanto para introgressao de alelos quanto para selecao
de genotipos receptores, simultaneamente. Ao serem consideradas marcas
espagadas de 10 a 20 cM, houve vantagem de uma a duas geragdes de selecdo de
retrocruzamentos, em relacao ao tempo gasto no melhoramento cléssico, quanto a

selecdo fenotipica.
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Quadro 20 — Distancia média entre marcas adjacentes nas repetigdes que
10 grupos
retrocruzamentos, avaliados em quatro niveis de saturagdo

réecupcraram

de

ligagao,

em populacdes de

N Grupos de Ligacao L
Saturacdo T.P. Média
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50 - - - - - - - - - - - !
100 23,79 2533 2421 2430 24,08 2438 2455 24,70 24,05 2425 2436 (b)>
150 24,39 24,73 23,97 24,58 2420 24,65 2515 2441 24,85 24,69 24,56 (b)
5marcas 200 25,05 24,37 2483 24,84 25,19 2523 24,76 2487 24,87 2503 24,90 (ab)
400 2525 2521 2525 2525 25,16 2521 2523 2522 25,15 2524 2522(a)
600 2539 25,16 2527 2533 2527 2519 25,13 2511 25,14 2520 2522(a)
800 2524 25,18 25,17 2528 2522 2529 2530 2523 2522 2526 2524(a)
50 11,34 11,17 11,33 11,35 11,75 11,16 11,44 11,31 11,42 11,37 11,36 (a)
100 11,40 11,56 11,42 11,49 11,39 11,49 11,42 11,17 11,47 11,35 11,42 (a)
150 11,41 11,57 11,39 11,53 11,38 11,38 11,32 11,53 11,38 11,36 11,43 (a)
10 marcas 200 11,52 11,35 11,48 11,46 11,50 11,41 11,36 11,41 11,44 11,38 11,43 (a)
400 11,36 11,32 11,32 1145 11,36 11,41 11,42 1142 11,41 11,40 11,39 (a)
600 11,48 11,37 11,44 11,40 11,39 11,44 1143 11,40 11,45 11,38 11,42(a)
800 11,42 11,36 11,47 11,46 11,39 11,39 11,37 11,41 11,46 11,35 11,41 (a)
50 729 726 7,71 7,18 720 720 7,19 737 749 7,15 7,30 (a)
100 7,19 7,32 7375 736 723 731 738 7,32 720 7,23 7,29 (a)
150 7,31 725 7,31 729 728 7,21 725 7,30 7,30 7,27 7,28 (a)
15 marcas 200 7,35 722 740 731 741 729 736 730 735 736 7,33 (a)
400 7,33 7,37 733 734 735 728 723 724 729 732 7,31 (a)
600 7,29 728 727 732 727 729 728 731 727 723 7,28 (a)
800 730 727 730 728 727 730 734 733 732 730 7,30 (a)
50 548 533 554 529 543 542 540 553 546 539 5,43 (a)
100 538 536 539 536 543 540 535 533 526 533 5,36 (a)
150 530 532 541 534 527 536 531 532 535 526 5,32 (a)
20 marcas 200 5,32 537 541 537 533 540 541 542 532 535 5,37 (a)
400 533 533 540 536 538 533 532 534 531 5733 5,34 (a)
600 535 532 533 534 530 534 532 530 534 538 5,33 (a)
800 535 536 533 537 535 537 537 536 533 535 5,35 (a)

"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geracio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentra¢io de cinco marcas por grupo de ligagio; 2 indica que dentro dos
paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey no
nivel de significancia de 1%.
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Quadro 21 — Desvio-padrao das médias das distancias entre marcas adjacentes
nas repeticdes que recuperaram 10 grupos de ligacdo, em
populacdes de retrocruzamento, avaliados em quatro niveis de
saturagao

Grupos de Ligacao
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50 - - - - - - - - - - !
100 1,9 1,6 1,8 1,81 1,41 188 1,59 1,22 2,7 2,58
150 2,0 1,68 1,71 143 1,58 1,5 1,57 1,79 1,28 1,36
S marcas 200 1,6 1,37 1,19 1,63 1,32 1,4 1,21 1,77 1,57 1,43
400 098 1,03 1,14 098 1,14 095 091 L,L17 1,02 1,15
600 08 08 081 08 08 077 0,73 0,8 0,85 0,74
800 085 0,75 0,78 0,74 0,79 072 0,78 0,71 0,84 0,74
50 1,68 1,74 1,56 1,30 1,47 1,51 1,35 1,58 1,30 1,34
100 1,08 1,11 1,03 1,04 1,06 098 1,10 1,01 1,13 1,09
150 0987 08 091 074 092 082 083 09 083 091
10 marcas 200 0,73 085 0,065 074 0,71 066 0,75 080 0,74 0,73
400 0,55 057 056 051 055 046 057 051 047 049
600 042 045 041 041 040 035 038 043 044 044
800 037 037 039 039 038 038 042 040 035 0,31
50 1,03 0,78 099 094 1,03 1,11 1,02 1,13 098 0,89
100 069 0,70 0,74 069 081 0,75 069 066 0,70 0,69
150 054 054 051 059 048 053 059 0,69 054 0,63
15 marcas 200 0,52 0,52 048 050 054 053 054 046 051 043
400 041 034 034 032 038 033 040 032 034 033
600 026 027 031 028 027 024 027 028 028 0,28
800 0,2 027 021 023 026 028 023 025 023 0,23
50 0,72 0,79 082 072 087 087 0,72 0,73 0,70 0,93
100 062 054 046 051 056 056 049 054 053 0,53
150 046 046 045 044 043 040 043 041 046 041
20 marcas 200 041 034 035 036 040 041 037 038 033 035
400 028 023 026 026 027 026 024 023 027 0,29
600 023 020 022 022 022 022 020 020 021 0,20
goo 021 0,18 0,19 0,19 016 0,17 020 0,17 0,16 0,20
"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geragio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo de ligagao.

Saturagdo T.P.

As populagdes de retrocruzamento, assim como as populagdes F, ja
comentadas, foram simuladas a partir de genotipos ja conhecidos, e as distancias
médias entre marcas adjacentes esperadas apdés o mapeamento das populagdes
segregantes sao de 20, 10, 6,67 ¢ 5 cM, nas populagdes segregantes geradas a
partir dos genomas com niveis de saturacdo de 5, 10, 15 e 20 marcas,

respectivamente. Como pode ser observado no Quadro 20, de forma similar ao
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ocorrido na populagdes F,, independentemente do tamanho da populagdo ou do
nivel de saturacao utilizado, todos os valores ficaram acima dos inicialmente
esperados.

Considerando o teste de médias feito com P < 0,01, foi encontrado
diferenca apenas no menor nivel de saturacdo; nos demais niveis,
independentemente do tamanho das populagdes, nao foram encontradas
diferencas significativas entre os valores das médias.

Analisando o nivel de saturacdo com cinco marcas, apesar de ndo diferir
das populagdes com 200 individuos, as populacdes com 100 e 150 diferem das
maiores populagdes, com 400, 600 e 800 individuos. Nos trés maiores niveis de
saturacdo ndo foi encontrado diferencga significativa nas médias das distancias
entre marcas adjacentes nos diferentes tamanhos de populacdo. As letras nas
médias dos trés maiores niveis de saturagdo representam o que também acontece
em relacdo aos grupos de ligagao.

A falta de tendéncia a diminuicao do tamanho da distdncia entre marcas
adjacentes pode ser claramente vista, por exemplo, no grupo de ligacdo 4, na
saturagao com 20 marcas por grupo de ligacdo, em que na populacdo com 50
individuos a distancia entre marcas ¢ 5,29, enquanto na populagdo com 800
individuos a distancia entre médias ¢ 5,37; como visto, ocorreu pequeno aumento
nos valores. Percebeu-se que, nesse mesmo grupo de ligacdo, existe pequena
variagdo nos valores, mas isso ndo significa tendéncia de diminuigdo. Essa
variagcdo também pode ser observada nos demais grupos de ligacdo, em todos os
niveis de saturagao.

A diferenca encontrada, que poder ser observada no Quadro 20, é que, a
medida que aumenta o nivel de saturagdo, os valores das médias diminuem
independentemente do tamanho das populacdes. Embora a diminui¢do nos
valores das médias entre marcas adjacentes ocorra apenas em fun¢do do aumento
do nivel de saturagdo, o desvio-padrao apresenta comportamento diferente.

No Quadro 21 estdo os desvios das médias das distancias entre marcas
adjacentes nas repeti¢cdes que recuperaram 10 grupos de ligagdo, avaliados em

quatro niveis de saturagdo, em populagdes de retrocruzamento. Observou-se que,
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apesar dos valores muito proximos, pelo desvio-padrao pode ser verificado que
existe tendéncia a diminuicdo da amplitude de variagao nos valores das médias
das distancias entre marcas adjacentes, de modo que, quanto maior a populacao,
menor o desvio-padrdo. No nivel de saturacdo com cinco marcas por grupo de
ligacdo, essa tendéncia pode ser mostrada nas populagdes iguais e superiores a
400 individuos, a excecao do grupo de ligacdo 7, no qual o valor do desvio-
padrao da populacao com 800 individuos (0,78) foi maior que o do desvio-padrao
da populagdo com 600 individuos. Nas populacdes com 100, 150 e 200
individuos, essa tendéncia existiu apenas nos grupos de ligacao 3,6 e 7.

Nos niveis de saturagdo com 10 e 15 marcas por grupo de ligagdo, apenas
trés grupos apresentaram valores maiores em populagdes com maior numero de
individuos, como nas populagdes com 150 e 200 individuos no grupo de ligacao
5, no nivel de saturacao com 15 marcas.

Lannes et al. (2004) construiram mapas genéticos de retrocruzamento,
para analise de regeneracao de anteras de arroz irrigado em vidro e mapeamento
de QTL. Primeiramente foi construido um esqueleto dos grupos de ligagdo
utilizando distancia maxima de 25 cM, com as distancias no mapa determinadas
com o emprego da funcao de Kosambi. Apds o estabelecimento do esqueleto dos
grupos de ligacdo, foram acrescidos mais marcadores aos mapas sob distancia
maxima de 30 cM. Com isso foi detectado um QTL que explicou 26,7% da
variacdo total da caracteristica na populagao segregante. Em estudo de simulacao
para demonstragdo do método, concluiu-se que o poder adequado para uma
variedade de modelos de densidade de marcadores e efeitos foi alcancado.
Porém, os mapas genéticos obtidos, segundo esses autores, puderam ser
considerados mapas basicos, uma vez que o niumero de marcadores mapeados € o
tamanho das populacdes de mapeamento foram menores que em trabalhos

anteriores desses autores.
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4.5.5. Variancia das distancias entre marcas adjacentes

A partir das distancias entre as marcas adjacentes obtidas nos grupos de
ligagdo foi feita a estimacao da variancia amostral, como apresentado no Quadro
22. Como em quadros anteriores, para cada grupo de ligagcdo sdo dadas as médias
aritméticas, nesse caso, das variancias obtidas em cada repeticdao, em que houve a
formagcdo de 10 grupos de ligacdo no mapeamento das populagdes de
retrocruzamento simulado.

Os valores de variancia encontrados na andlise dos mapas obtidos das
populacdes segregantes simulados sdo referentes aos erros para qualquer
tamanho de populacao e nivel de saturacao dos genomas avaliados, uma vez que
os genomas utilizados na geracdo das populacdes segregantes tinham seus
marcadores distribuidos de forma eqiiidistante dentro dos grupos de ligagdo em
todos os niveis de saturacdo, sendo que no genoma com nivel de saturacdo de
cinco marcas por grupo de ligacdo os marcadores encontravam-se distribuidos a
distancias eqiidistantes de 20 ¢cM ao longo dos grupos de ligacao. No genoma
com nivel de saturacdo de 10 marcas por grupo de ligagdo, os marcadores se
achavam distribuidos a distancia de 10 cM ao longo dos grupos de ligagdo. No
genoma com nivel de saturacdo de 15 marcas por grupo de ligacdo, os
marcadores estavam distribuidos a distancia de cerca de 6,67 cM e, finalmente,
no genoma com nivel de saturacdo de 20 marcas por grupo de ligacdo os
marcadores encontravam-se distribuidos a distancia de 5 ¢cM ao longo dos grupos
de ligacao.

Como visto anteriormente, os valores de varidncia podem ser interpretados
de forma que, quanto menores os valores de variincia, mais eqiiidistantes estardo
distribuidas as marcas dentro dos grupos de ligacao e, conseqlientemente, menor
o erro. Portanto, quanto menores os valores de variancia, mais proximos estarao
os valores do esperado em cada nivel de saturacdo, indicando uma boa

recuperagdo do genoma com o mapeamento das populagdes segregantes.
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Quadro 22 — Variancia das distancias entre médias adjacentes nas repeticdes que recuperaram 10 grupos de ligacdo, em populagdes de
retrocruzamento, avaliados em quatro niveis de saturac@o

< Grupos de Ligagdo o
Saturagio T.P. 1 3 3 7 5 3 7 g ) 0 Médias ]
50 - - - - - - - - - - -
100 8,18 (ab) 14,72 (a) 13,76 (a) 6,67 (ab) 11,12 (a) 21,31 (a) 15,20 (a) 17,03 (a) 10,46 (a) 11,47 (a) 12,99 (a)
150 9,73 (a) 8,51 (ab) 11,53 (a) 9,26 (a) 9,59 (a) 9,97 (b) 7,07 (ab) 11,28 (a) 9,29 (a) 8,95 (a) 9,52 (b)
5 marcas 200 8,49 (a) 7,77 (ab) 6,42 (ab) 6,19 (ab) 9,06 (a) 6,34 (bc) 7,41 (ab) 6,51 (ab) 7.4 (a) 6,57 (ab) 7,22 (c)
400 4,59 (ab) 3,75 (bc) 4,63 (b) 4,56 (ab) 4,39 (a) 4,01 (bc) 4,58 (b) 4,64 (b) 4,01 (a) 4,41 (ab) 4,36 (d)
600 3,23 (ab) 2,92 (c) 3,15 (b) 3,32 (b) 3,03 (a) 2,98 (c) 2,85 (b) 2,66 (b) 3,45 (a) 3,59 (ab) 3,12 (de)
800 2,14 (b) 2,51 (c) 2,46 (b) 2,19 (b) 2,47 (a) 1,87 (¢) 2,29 (b) 2,31 (b) 2,22 (a) 2,20 (b) 2,27 (e)
50 19,32 (a) 19,26 (a) 18,62 (a) 20,04 (a) 18,54 (a) 18,36 (a) 20,36 (a) 21,71 (a) 18,57 (a) 18,88 (a) 19,37 (a)
100 11,35 (b) 10,56 (b) 10,75 (b) 11,17 (b) 9,61 (b) 11,56 (b) 9,99 (b) 9,71 (b) 10,11 (b) 8,81 (b) 10,36 (b)
150 5,98 (c) 7,18 (c) 6,07 (c) 6,74 (c) 6,97 (bc) 6,73 (c) 6,43 (bc) 6,36 (c) 6,61 (c) 6,47 (bc) 6,56 (c)
10 marcas 200 5,70 (c) 4,99 (cd) 5,19 (cd) 5,33 (cd) 4,62 (cd) 4,81 (cd) 5,04 (cd) 5,36 (cd) 4,77 (cd) 4,59 (cd) 5,04 (d)
400 2,33 (d) 2,57 (de) 2,43 (cde) 2,65 (de) 2,33 (de) 2,53 (de) 2,77 (de) 2,40 (de) 2,37 (de) 2,48 (de) 2,49 (e)
600 1,77 (d) 1,63 (e) 1,63 (de) 1,80 (e) 1,63 (e) 1,65 (e) 1,74 (de) 1,87 (e) 1,65 (de) 1,76 (de) 1,71 (ef)
800 1,35 (d) 1,26 (e) 1,25 (e) 1,20 (e) 1,31 (e) 1,33 (e) 1,25 (e) 1,17 (e) 1,3 (e) 1,24 (e) 1,27 (f)
50 13,91 (a) 13,56 (a) 14,53 (a) 13,90 (a) 13,47 (a) 12,71 (a) 15,26 (a) 14,07 (a) 15,04 (a) 13,74 (a) 14,02 (a)
100 6,93 (b) 7,00 (b) 7,02 (b) 6,60 (b) 6,97 (b) 6,77 (b) 6,50 (b) 6,78 (b) 6,75 (b) 6,66 (b) 6,80 (b)
150 4,55 (c) 4,38 (c) 4,53 (bc) 4,44 (c) 4,54 (bec) 4,29 (c) 4,33 (be) 4,43 (bec) 4,60 (bc) 4,48 (c) 4,46 ()
15 marcas 200 3,44 (cd) 3,35 (cd) 3,60 (cd) 3,36 (cd) 3,48 (cd) 3,36 (cd) 3,35 (cd) 3,46 (cd) 3,27 (cd) 3,36 (cd) 3,40 (d)
400 1,70 (de) 1,71 (de) 1,71 (de) 1,61 (de) 1,67 (de) 1,67 (de) 1,69 (de) 1,49 (cd) 1,59 (de) 1,70 (de) 1,65 (e)
600 1,07 (e) 1,09 (e) 1,14 (de) 1,19 (e) 1,12 (e) 1,10 (e) 1,11 (de) 1,17 (d) 1,19 (de) 1,07 (e) 1,12 (ef)
800 0,89 (e) 0,87 (e) 0,77 (e) 0,90 (e) 0,87 (e) 0,87 (e) 0,83 (e) 0,83 (d) 0,85 (e) 0,84 (e) 0,85 ()
50 10,79 (a) 10,67 (a) 11,21 (a) 10,49 (a) 12,40 (a) 10,69 (a) 11,05 (a) 11,71 (a) 11,55 (a) 10,38 (a) 11,09 (a)
100 5,06 (b) 4,73 (b) 5,36 (b) 5,63 (b) 4,97 (b) 5,66 (b) 5,09 (b) 5,35 (b) 5,04 (b) 5,32 (b) 522 (b)
150 3,24 (c) 3,29 (be) 3,61 (c) 3,20 (c) 3,15 (bc) 3,59 (bc) 3,33 (be) 3,26 (c) 3,77 (bc) 3,06 (c) 3,35(c)
20 marcas 200 2,67 (cd) 2,54 (bed ) 2,61 (cd) 2,59 (cd) 2,54 (bc) 2,40 (cd) 2,43 (cd) 2,56 (cd) 2,41 (cd) 2,47 (cd) 2,52 (d)
400 1,24 (de) 1,24 (cd) 1,35 (de) 1,25 (de) 1,34 (¢c) 1,22 (d) 1,22 (d) 1,31 (cd) 1,28 (d) 1,35 (de) 1,28 (e)
600 0,81 (e) 0,85 (d) 0,80 (e) 0,83 (e) 0,80 (c) 0,84 (d) 0,82 (d) 0,85 (d) 0,84 (d) 0,83 (e) 0,83 (ef)
800 0,62 (e) 0,64 (d) 0,63 (e) 0,62 (e) 0,66 (c) 0,62 (d) 0,63 (d) 0,62 (d) 0,62 (d) 0,61 (e) 0,63 ()

"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geracio de grupos de ligagio com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo
de ligagdo; * indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey no nivel de significancia de 1%. Nas
colunas, médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey.



Analisando o efeito do tamanho de populacdo, dentro do nivel de
saturacdo de genoma de cinco marcas por grupo de ligagdo verifica-se redugdo na
variancia média das distancias entre marcas adjacentes, a ndo ser nos grupos de
ligacdo 1, 4 e 7, a medida que aumenta o tamanho da populagdo segregante. Um
exemplo da redu¢do na variancia, no grupo 10 tem-se que o valor da variancia
média foi de 11,47 e 2,20, nos tamanhos de populacao de 100 e 800 individuos,
respectivamente (Quadro 22).

Além da redugdo na varidncia média, observa-se reducao na amplitude de
variacdo dos valores de varidncia entre repeti¢des, a medida que aumenta o
tamanho da populacdo segregante. Essa redu¢do pode ser demonstrada pela
redu¢ao no desvio-padrao. Como exemplo, podem-se observar os desvios no
grupo de ligagdo 10 das populacdes citadas anteriormente, sendo que o desvio-
padrao foi de 8,64 e 1,43, respectivamente, nos tamanhos de populagdo de 100 e
800 individuos (Quadro 23).

Na anélise da média geral houve diferenca significativa entre médias dos
diferentes tamanhos de populagdo, sendo que ndo diferiram entre si as médias das
populacdes de tamanhos 400 e 600 e aquelas de tamanhos 600 e 800 (Quadro
22).

Nos sete tamanhos de populagdo segregantes analisados dentro do nivel de
saturacdo de 10 marcas por grupo de ligacdo, assim como no nivel de saturacao
anterior, houve redugcdo na varidncia média das distancias entre marcas
adjacentes, a medida que aumentou o tamanho da populacdo segregante; nesse
caso, em todos os grupos de ligagdo. Como exemplo, mantendo o grupo de
ligacdo 10 como referéncia, as variancias foram 18,88 e 1,24, nas populagdes
com 50 e 800 individuos, respectivamente (Quadro 22). Em relagdo ao desvio-
padrdo, os valores foram 5,57 e 0,34, nessas mesmas populagdes (Quadro 23).
Também ¢ constatada uma reducdo na amplitude de variagdo dos valores de
variancia entre repeticdes, com o aumento no tamanho da populacao segregante.

Essa reducdo € observavel pelo desvio-padrao (Quadro 23).
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Quadro 23 — Desvio-padrao das médias das variancias das distancias entre
marcas adjacentes nas repeti¢cdes que recuperaram 10 grupos de
ligagdo, em populacdes de retrocruzamento, avaliados em quatro
niveis de saturacao

Grupos de ligagdo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50 - - - - - - - - - - !
100 7,06 7,56 593 7,62 887 639 648 829 528 8,64
150 547 506 4,19 458 481 538 7,50 584 535 449
Smarcas 200 3,93 3,86 3,28 3,51 4,16 476 4,00 4,07 339 3,27
400 229 2,65 261 288 291 220 236 2,70 229 2,15
600 1,67 1,71 1,57 1,82 1,76 2,13 1,67 147 1,92 2,01
800 1,42 136 145 1,23 1,11 1,47 1,30 1,27 1,38 1,43
50 4,81 569 654 561 494 545 519 7,52 596 5,57
100 322 261 280 281 304 322 292 411 291 3,09
150 1,88 1,74 1,85 1,92 1,72 2,01 221 1,86 1,84 1,93
10 marcas 200 148 1,29 1,18 1,32 1,55 1,50 1,36 144 1,50 1,51
400 0,65 062 074 072 073 091 070 069 084 0,78
600 052 051 048 045 044 051 046 044 045 048
800 036 041 036 034 038 032 031 038 044 0,34
50 4,03 33 2,87 29 353 3,05 258 473 3,11 3,07
100 1,29 1,32 144 1,30 294 1,53 1,49 2,75 2,63 2,70
150 087 095 08 0,78 091 092 098 0.8 098 093
15 marcas 200 0,61 083 081 0,65 060 09 078 0,72 0,64 0,76
400 041 036 035 041 035 039 035 038 035 038
600 026 022 022 026 022 024 020 021 025 0,20
8o 0,19 o015 0,19 0,18 020 0,16 020 0,18 0,19 0,17
50 1,80 226 942 394 201 3,61 351 286 58 623
100 095 08 098 087 091 0.8 08 094 088 0098
150 0,63 050 065 060 057 072 050 061 05 0,65
20 marcas 200 045 050 038 049 053 041 051 037 048 0,39
400 024 024 023 023 022 022 023 023 024 021
600 0,15 o015 0,12 0,16 0,12 0,15 0,12 0,14 0,15 0,15
8o 0,12 0,11 o,10 0,00 0,00 0,11 0,12 0,11 0,10 0,11
"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geragio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo de ligagao.

Saturagdo T.P.

Como comentado, em relagdo a confiabilidade, quanto menores os valores
de variancia dos valores entre marcas adjacentes e de desvio-padrio entre
repeticdes, maior serd a confiabilidade dos dados.

A redugdo nos valores de varidncia com o aumento no tamanho da

populacdo ¢ evidenciada pelas diferencas significativas dadas pelo teste de
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médias, em que as menores médias estdo associadas as maiores populacdes em
todos os grupos de ligagdo, dentro do nivel de saturagao de 10 marcas por grupo.

Em relagdo ao nivel de saturagdo de 15 marcas por grupo de ligacdo, os
valores de variancia média das distdncias entre marcas adjacentes também
diminuiram com o aumento no tamanho da populagdo, como aconteceu com as
populagcdes nos niveis de saturacdo com 5 e 10 marcas por grupo de ligacao.
Como exemplo, nesse nivel de saturagdo pode ser observada a diminui¢ao nos
valores de variancia no grupo de ligagdao 10, passando de 13,74 na populagdo
com 50 individuos para 0,84 naquela com 800 individuos (Quadro 22). Em
relagdo ao desvio-padrdo, apresentam-se 3,07 e 0,17, respectivamente, nas
populagdes com 50 e 800 individuos (Quadro 23).

Assim como nos niveis de saturacdo comentados anteriormente, no nivel
de saturagdo com 20 marcas por grupo de ligagdo os valores de variancia
diminuiram com o aumento no tamanho das populagdes, como indicado pelo
teste de médias (Quadro 22). Os valores de desvio-padrao (Quadro 23) também
indicaram diminui¢cdo com o aumento no nimero de individuos na populagao.

As médias gerais apresentaram diferenca significativa nos tamanhos de
populagdo, evidenciando-se que as menores populacdes exibem maiores valores
de variancia das distancias entre marcas adjacentes, portanto levando a menor
precisao do mapeamento genético.

Em resumo, o que pode ser observado em relagdo as médias das variancias
¢ que, a medida que o tamanho da populacdo aumenta, o valor da variancia
diminui. Além disso, os valores de variancia sdo afetados pelo nivel de saturacao
utilizado, ou seja, reduzindo o nivel de saturagdo, os valores das médias das
variancias aumentam. Num mesmo tamanho de populag¢dao, aumentando apenas o
nivel de saturagdo, pode-se observar que os valores de varidncia diminuem,
variando de 11,47 na populagcdo com 100 individuos, no nivel de saturagdo com
cinco marcas por grupo de ligacdo, até 5,32 no nivel de saturagao com 20 marcas

por grupo de ligacao.
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4.5.6. Estresse

Assim como feito nas populagdes F,, o estresse foi utilizado por expressar
o grau de concordancia dos valores de distancia entre cada par de marcas
adjacentes em grupos de ligacdo obtidos no mapeamento. Nesse caso, isso foi
feito nas populacdes de retrocruzamento simuladas com as distancias dos
respectivos pares de marcas no genoma utilizado para simulacao das populagoes.

Vale reforcar que os valores de estresse apresentam significados diferentes
em niveis de saturacdo diferentes, ou seja, devem ser comparados niveis de
estresse entre genomas com o mesmo nivel de saturagdo, uma vez que valores
iguais de estresse em niveis de saturacdo diferentes tém significados diferentes,
nao sendo recomenddvel a comparacao de estresses iguais de niveis de saturacao
diferentes.

Para obtencao dos valores médios de estresse, foi feita uma média
aritmética dos valores de estresse obtidos nas repetigdes em que houve a
formacdo de 10 grupos de ligagdo no mapeamento. Os valores obtidos sdo
apresentados no Quadro 24, juntamente com o resultado de comparagdes feitas
entre médias.

Analisando-se os efeitos do tamanho da populacao dentro do nivel de
saturagdo de genoma com cinco marcas por grupo de ligacdo, ainda ndo ¢
observavel a tendéncia a reducdo nos valores de estresse médio nos grupos de
ligacdo com o aumento no tamanho da populagdo segregante, como observado
nas populacdes F, nesse mesmo nivel de saturagdo. Essa tendéncia pode ser vista
apenas nas médias gerais dos valores médios de estresse representados na ultima
coluna do Quadro 24, em que o valor do estresse passa de 11,46 para 5,79%,
considerando-se as populagdes com 150 e 800 individuos, respectivamente. Os
valores médios de estresse das populagdes com 50 individuos ndo foram
apresentados por nao ter nenhuma repeticao com 10 grupos de ligagdao. Quanto as
populacdes com 100 individuos, apenas uma repeticdo apresentou valores de
estresse em todos os grupos de ligagdo, e esses valores sdo apresentados no
Quadro 24, apenas para se ter uma idéia dos valores que poderiam ter sido

encontrados, mas ndo servem para andlises mais profundas.
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Quadro 24 — Valores de estresse médios em fungdo do tamanho da populagao (T.P.) e nivel de saturagdo do genoma em populacdes de
retrocruzamento (Tukey a 1%)

- Grupos de Ligagdo o

Saturagdo T.P. 1 3 3 7 5 3 7 3 ) 0 Meédias

50 - - - - - - - - - - - T

100 22,27 (a) 4,47 (b) 14,83 (a) 17,20 (a) 17,43 (a) 23,23 (a) 14,78 (a) 14,14 (a) 18,97 (a) 13,85 (a) 16,12 (a)

150 11,38 (a) 10,77 (ab) 13,55 (a) 11,91 (a) 11,98 (a) 10,32 (ab) 11,38 (a) 11,88 (a) 10,38 (a) 11,01 (a) 11,46 (ab)
5 marcas 200 11,38 (a) 10,78 (a) 10,15 (a) 10,04 (a) 10,69 (a) 9,75 (ab) 9,78 (a) 9,56 (a) 10,24 (a) 9,99 (a) 10,25 (b)

400 8,06 (a) 7,64 (ab) 8,29 (a) 7,99 (a) 8,21 (a) 7,37 (abc) 7,82 (a) 8,41 (a) 7,61 (a) 8,33 (a) 7,97 (c)

600 6,83 (a) 6,36 (b) 6,50 (a) 6,83 (a) 6,73 (a) 6,43 (bc) 6,15 (a) 6,11 (a) 6,86 (a) 6,86 (a) 6,57 (d)

800 5,72 (a) 5,93 (b) 6,00 (a) 5,75 (a) 5,98 (a) 5,33 (c) 5,83 (a) 5,73 (a) 5,93 (a) 5,70 (a) 5,79 (e)

50 38,93 (a) 38,84 (a) 36,64 (a) 38,07 (a) 37,66 (a) 37,75 (a) 37,41 (a) 39,99 (a) 37,02 (a) 36,78 (a) 37,91 (a)
100 29,45 (b) 28,85 (b) 28,39 (b) 29,33 (b) 27,49 (b) 29,71 (b) 27,68 (b) 27,23 (b) 28,27 (b) 26,47 (b) 28,29 (b)
150 21,64 (c) 23,51 (¢) 22,07 (¢) 22,69 (c) 23,52 (b) 22,66 (c) 22,29 (¢) 22,54 (c) 2237(c)  2251(bc) 22,58 (c)
10 marcas 200 21,01 (c) 19,84 (c) 19,96 (c) 20,42 (c) 19,17 (c) 19,30 (c) 19,86 (c) 20,62 (¢) 19,44 (c) 18,90 () 19,85 (d)

400 13,64 (d) 14,32 (d) 13,91 (d) 14,53 (d) 13,68 (d) 14,07 (d) 14,89 (d) 13,90 (d) 13,63 (d) 13,96 (d) 14,05 ()
600 12,13 (d) 11,53 (d) 11,56 (d) 12,02 (d) 11,41 (d) 11,47 (d) 11,79 (de) 12,10 (d) 11,71 (d) 11,87 (de) 11,76 ()
300 10,56 (d) 10,19 (d) 10,37 (d) 10,17 (d) 10,36 (d) 10,48 (d) 10,25 (¢) 9,98 (d) 10,41 (d) 9,77 (¢) 10,25 (2)

50 48,94 (a) 48,96 (a) 50,63 (a) 50,21 (a) 49,10 (a) 47,98 (a) 51,22 (a) 4938 (a) 52,89 (a) 49,03 (a) 49,34 (a)
100 36,40 (b) 36,49 (b) 36,58 (b) 35,57 (b) 37,00 (b) 36,39 (b) 35,68 (b) 35,89 (b) 35,77 (b) 35,67 (b) 36,14 (b)
150 29,44 (c) 28,89 () 29,47 (c) 29.33 (c) 29,35 (c) 28,64 (c) 29,02 (c) 29,89 (c) 29,58 (c) 29,47 (c) 2931 (c)
I5marcas 200 2589 (c) 25,47 (¢) 26,55 () 25,56 () 26,37 (¢) 25,66 () 25,60 () 25,79 (¢) 25,38 (¢) 25,38 (c) 25,76 (d)
400 18,46 (d) 18,47 (d) 18,36 (d) 17,78 (d) 18,39 (d) 17,95 (d) 18,30 (d) 17,05 (d) 17,70 (d) 18,21 (d) 18,07 (e)
600 14,51 (de) 14,65 (de) 15,11 (de) 15,37 (de) 14,89 (de) 14,64 (de) 14,79 (de) 15,23 (d) 15,32 (d) 14,46 (de) 14,90 (f)
300 13.25 (e) 13.21 (e) 12,36 (e) 13,36 (e) 13,16 (e) 13,29 (e) 13,04 (e) 13,09 (d) 13,14 (d) 12,96 (e) 13,09 (g)
50 59,00 (a) 55,29 (a) 61,00 (a) 57,59 (a) 59,18 (a) 60,94 (a) 58,18 (a) 60,21 (a) 58,36 (a) 60,46 (a) 59,02 (a)
100 41,51 (b) 41,36 (b) 42,86 (b) 42,41 (b) 41,98 (b) 42,58 (b) 42,30 (b) 43,52 (b) 42,36 (b) 41,80 (b) 42,27 (b)
150 34,34 (c) 34,72 (c) 36,44 (c) 34,21 (c) 33,81 (c) 34,65 (c) 34,59 () 34,29 (c) 35,51 (c) 33,36 (c) 34,59 (c)
20 marcas 200 31,15 (d) 30,28 (d) 30,74 (d) 30,73 (d) 30,49 (d) 29,94 (d) 30,05 (d) 30,68 (d) 29,44 (d) 29,88 (d) 30,34 (d)
400 21,40 (e) 21,13 (e) 22,46 (c) 21,59 (e) 22,32 (e) 21,24 (e) 21,08 (c) 21,80 () 21,65 () 22,36 (c) 21,70 (e)
600 17,46 (f) 17,68 (f) 17,36 (f) 17,59 (f) 17,27 (f) 17,62 (f) 17,30 (f) 17,55 (f) 17,66 (f) 17,65 (f) 17,51 (f)
300 15,40 (g) 15,54 (f) 15,39 (g) 1542 (g) 15,71 () 15,26 (g) 15,61 (f) 15,32 (g) 15,18 (g) 15,26 (g) 15,41 (g)
"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geragio de grupos de ligagio com 50 individuos e concentragdo de cinco marcas por grupo
de ligagdo; * indica que dentro dos paréntesis estdo as letras correspondentes ao resultado da analise de médias feita pelo teste de Tukey no nivel de significancia de 1%. Nas
colunas, médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey.




Estimativas de valores médios de estresse de 11,46 e 5,79 implicam, em
termos de desvio médio, valores de 1,38 e 0,62, respectivamente (Quadro 25).
Além da reducdo nos valores de estresse médio, ocorreu ligeira reducdo na
amplitude de variagdo dos valores de estresse entre repeti¢des, a medida que
aumentou o tamanho das populagdes segregantes. Nesse nivel de saturagdo, nao
se pode concluir sobre a confiabilidade e permanéncia dessa tendéncia, em razao

do baixo nivel de saturacdo e das poucas repeti¢oes analisadas.

Quadro 25 — Desvio-padrdao dos valores de estresse médios nas repetigdes que
recuperaram 10 grupos de ligagdo, em populacdes F,, avaliados em
quatro niveis de saturagao

N Grupos de Ligacao
t T.P.
Saturagdo I 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50 - - - - - - - - - -
100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

150 439 436 3,72 3,67 324 349 595 390 273 523
5marcas 200 537 345 3,05 3,50 398 398 4,15 392 487 3,60
400 2,84 245 273 2,68 262 2,76 295 286 285 259
600 255 231 256 232 2,19 222 244 224 250 245
800 240 2,18 1,85 1,75 2,18 198 2,15 195 193 2,08
50 7,69 936 983 10,27 9,03 804 747 832 9,18 7,69
100 738 692 802 642 598 640 784 6,58 6,40 6,08
150 572 6,03 514 556 514 580 524 567 632 583
10 marcas 200 534 553 4,87 479 458 433 463 4,65 458 485
400 3,54 344 342 338 3,46 320 3,66 324 345 344
600 2,73 280 2,82 272 274 277 268 331 288 286
800 245 222 268 247 2,56 247 247 246 248 2,380
50 10,34 10,93 13,28 7,78 11,79 10,36 9,62 10,87 11,10 9,76
100 636 7,75 7,07 17192 647 6,06 6,60 6,78 629 6,64
150 6,35 6,03 538 511 535 531 565 5,18 635 644
15 marcas 200 5,53 501 4,77 498 500 505 592 509 495 519
400 4,14 3,59 349 383 35 391 353 322 350 3,71
600 3,05 281 284 301 254 281 276 296 259 287
800 250 2,79 258 233 263 279 248 249 257 243
50 12,66 991 11,88 10,7 11,70 11,71 12,75 12,69 12,17 10,97
100 6,69 69 672 749 7,78 740 7,05 7,77 7,05 727
150 5,79 596 566 583 533 6,07 634 598 7,04 495
20 marcas 200 6,08 4,66 577 517 515 491 458 553 503 5,23
400 3,77 4,01 333 332 359 306 339 335 357 367
600 290 2,86 264 292 278 343 299 297 294 277
800 2,70 243 247 250 2,58 282 237 251 238 252
"indica que a primeira linha est4 vazia por falta de informagdes necessarias para a geragio de grupos de
ligagdo com 50 individuos e concentrag@o de cinco marcas por grupo de ligagdo.

108



Analisando os efeitos do tamanho da populagdo dentro do nivel de
saturacao de genoma com 10 marcas por grupo de ligacdo e tomando como
exemplo o grupo de ligagdo 3, cujos valores médios de estresse variam de 36,64
(a) a 10,19% (d) nas populacdes com 50 e 800 individuos, respectivamente, ja ¢
possivel notar uma tendéncia a diminuig¢do nos valores médios de estresse com o
aumento no tamanho das populacdes, e esse comportamento ¢ seguido pelos
demais grupos de ligagdo, como podem ser observados no Quadro 24. Os valores
médios de estresse das populagdes com 50 individuos, & semelhanca do ocorrido
nas populagdes F, com o mesmo nivel de saturagdo, diferem de todas as outras
com maior nimero de individuos. Em populagdes com 100 individuos, essa
diferenga significativa ocorre na maioria dos grupos de ligacdo, a ndo ser nos
grupos 5 e 10. Quanto aos valores médios de estresse dos demais tamanhos de
populagdes, podem ser separados em grupos, dentro dos quais os valores nao
diferem significativamente entre si, pelo teste de médias. Um exemplo € o grupo
de ligagcdo 3, em que as médias formaram um grupo com a populagdo com 50
individuos (a), outro com a populagdo com 100 individuos (b), outro com as
populagdes com 150 e 200 individuos (c) € um ultimo com as populagdes com
400, 600 e 800 individuos (d). Em relacdo a média geral dos valores médios de
estresse, existe diferenga significativa entre as médias de todos os tamanhos de
populacdo, como se pode observar na tltima coluna do Quadro 24.

Quanto ao nivel de saturagdo com 15 marcas por grupo de ligacao, a
semelhanga do que aconteceu no caso anterior, os valores médios de estresse das
populagdes com 50 e 100 individuos, em todos os grupos de ligagdo, diferiram
entre si e das médias das demais populacdes. Os valores médios de estresse dos
demais tamanhos de populacdo em todos os grupos de ligacdo, como no nivel de
saturacdao anterior, podem ser classificados em dois ou trés grupos, dentro dos
quais os valores médios de estresse nao diferiram significativamente. Os valores
das médias gerais dos valores médios de estresse, apresentados na ultima coluna
do Quadro 24, apresentaram diferenca significativa em todos os valores. Essa
diferenca ¢ uma mostra mais forte do que ja pode ser percebida na andlise dos
grupos de ligacao. Existe tendéncia a diminui¢do dos valores de estresse com o

aumento no tamanho das populacdes segregantes analisadas. Tomando como
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exemplo os valores das médias gerais, t€ém-se 49,84% (a) na populacdo com 50
individuos e 13,09% (g) na de 800 individuos.

Quanto aos valores de desvio-padrao, relacionados aos valores médios de
estresse do nivel de saturagdo com 15 marcas por grupo de ligacdo, ocorreu
pequena reducdo quando aumentou o tamanho da populacdo analisada; isso sé
ndo aconteceu em dois tamanhos de populagdo, nos grupos de ligacdo 4, 5, 7 e 9.

No nivel de saturacdo com 20 marcas por grupo de ligacdo, ¢ evidente a
diminuicdo nos valores médios de estresse em todos os grupos de ligagdo, a
medida que aumenta o tamanho das populacdes. A diminui¢do s6 ndo foi
constatada nas populagdes com 600 e 800 individuos dos grupos de ligagdo 2, 5 ¢
7, em que os valores médios de estresse ndo diferiram significativamente entre si,
pelo teste de médias. Quanto as médias gerais, ultima coluna do Quadro 24, todas
diferiram significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 1%. Nesse nivel, a
variacao foi de 59,02 (a) a 15,41% (g), nas populagdes com 50 e 800 individuos,
respectivamente.

No geral, a reducdo nos valores de estresse com o aumento no tamanho
das populacdes dentro de cada nivel de saturacdo ¢ evidenciada pelas diferengas
significativas entre os valores médios obtidos com a utilizacdo do teste de
comparacdo das médias, pelo teste de Tukey a 1%, em todos os grupos de
ligacdo. Nas populagcdes de retrocruzamento, assim como nas populagdes F,, os
menores valores de estresse estdo associados as maiores populagdes € os maiores
valores de estresse, as menores populagcdes. Mesmo no menor nivel de saturagao,
embora de maneira ndo muito clara, essa associagao pode ser percebida.

A redugdo na amplitude de variagdo também pode ser vista pela anélise
dos valores de desvio-padrao (Quadro 25), que, assim como os valores médios de
estresse, no geral diminuem com o aumento no tamanho das populagdes
analisadas. Essa diminuicao evidencia maior confiabilidade no mapeamento de
populacdes com maior nimero de individuos. Como ultimo exemplo e
considerando o grupo de ligagdo 3 e o maior nivel de saturagdo, tem-se que o
desvio-padrao foi de 11,68 e 2,47, respectivamente nos tamanhos de populacao
de 50 e 800 individuos.
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Segundo Soller e Beckmann (1983), quando marcadores co-dominantes
estdo disponiveis, andlises baseadas em geragdes F, serdo mais uteis que aquelas
com base em geracdes de retrocruzamento, por fornecerem informacgdes tanto em
relacdo a dominancia quanto ao efeito maior do QTL identificado. Isso também
pode ser uma explicagdo para a necessidade de maior tamanho de populacao para
a obtengdo de mapas confidveis em populagdes de retrocruzamento, ressaltando-

se que os dados foram simulados considerando apenas marcas co-dominantes.
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5. CONCLUSOES

Para obtencdo de informacgdes suficientes, de modo que sejam gerados
mapas confidveis, analises devem estar associadas a utilizacdo de tamanho de
amostra e numero de marcas adequados. Mapas com sérias distor¢des serdo
obtidos com utilizagdes de uma quantidade inadequada de individuos, mesmo
com grande quantidade de marcas e vice-versa, pois, quando o numero de
individuos analisados ¢ muito pequeno, s6 0 aumento no nimero de marcas nao ¢
suficiente para evitar anomalias. Mesmo que seja usado grande numero de
individuos, se a quantidade de marcas for muito pequena também serdo gerados
mapas com distor¢des. Em relagdo a isso, pode ser dito que ¢ fortemente
recomendavel a nao-utilizagdo de populagdes com 50 individuos ou menos para
geracdo de mapas, tanto em populacdes F, quanto em populacdes de
retrocruzamento, mesmo com uma satura¢ao de 20 marcas por grupo de ligagao.

A maior confiabilidade dos mapas nao aumenta indefinidamente com o
aumento no tamanho da populag¢do e na quantidade de marcas utilizadas, sendo
que a partir de determinado tamanho, 400 individuos nesse caso, aumento no
numero de marcas tem menor influéncia na melhoria da qualidade dos mapas. Do
mesmo modo, quando ja se trabalha com grande quantidade de marcas, o

aumento no tamanho da populagdo também tem sua influéncia reduzida.
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A escolha do nimero minimo de individuos a ser utilizado para a
recuperagao do numero exato de grupos de ligacdo do genoma deve estar
associada ao ntimero de marcadores disponiveis. Em populacdes F,, tamanhos
proximos de 100, 150 e 200 individuos podem ser utilizados para uma
recuperacdo completa do genoma, no caso de saturagdo de 5; 6,66; ¢ 10 cM,
respectivamente. No caso de populacdes de retrocruzamento, as amostras devem
ter o tamanho minimo de 200 individuos nos trés primeiros niveis de saturacao e
de 800 individuos no menor nivel de saturacao.

No caso de existirem quantidade limitada de individuos, por volta de 100,
para que seja feita uma avaliagdo mapas confidveis podem ser gerados, desde que
se utilize uma saturagdo superior a 5 c¢cM. No caso de populagdes de
retrocruzamento, nesse mesmo nivel de saturagdo deveriam ser usados pelo

menos 150 individuos.
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