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RESUMO: O mapeamento genético é um passo necessario para entender a organiza¢do gendmica e a relagdo
entre genes e o fendtipo. Um dos principais problemas estd em encontrar a ordem, o espacamento correto dos marcadores
em um mapa genético, assim como o nimero de individuos a compor uma populagdo. Deste modo, o objetivo deste estudo
foi avaliar o nivel de satura¢do do genoma e o tamanho ideal de popula¢des simulada duplo-hapléide para a construgdo de
mapas de ligacdo mais confidveis por meio de simulacdo computacional. Foram simulados genomas parentais e
populacdes duplo-hapléide considerando marcadores moleculares do tipo dominante, espagados de forma equidistante a 5,
10 e 20 cM. Os tamanhos das populagdes geradas foram de 100, 200, 300, 500, 800 e 1000 individuos, com dez grupos de
ligagcdo cada e 100 repetigdes por amostra. Procedeu-se a andlise de todas as populagdes geradas obtendo um genoma
analisado o qual foi comparado com o genoma simulado inicialmente. Observou-se que o tamanho ideal de populacdes
duplo-hapléide para mapeamento genético foi de no minimo 200, 500 e 1000 individuos para genomas saturados,
medianamente saturados e com baixa saturacdo. Popula¢des de mesmo tamanho tendem a produzir mapas com maior
acurdcia em niveis de satura¢do do genoma mais elevados.

PALAVRAS-CHAVE: Grupos de ligagdo. Nivel de saturagdo. Genoma. Mapa de liga¢do. Ordem de marcas.

INTRODUCAO

Estudos com enfoque molecular sdo
praticados com objetivo de explorar a variabilidade
genética no melhoramento de plantas através de
técnicas biotecnolégicas. Com o advento dos
marcadores moleculares, tornou-se possivel a
constru¢do de mapas de ligacdo para diversas
espécies vegetais.

Na construcdo de mapas genéticos sao
utilizados  diferentes  tipos de  populacdes
segregantes derivada do cruzamento entre duas
linhas puras (populacdes F,, retrocruzamentos,
F,“pseudo-testcross”), assim como, linhagens
endogdmicas recombinantes - RILs (Recombinant
Inbred Lines) derivada de uma populagdo F, por
meio de sucessivas autofecundagdes, ou uma
populacdao de linhagens duplo-hapldide obtidas a
partir da cultura de anteras ou de micrdsporos de
plantas F; (SCHUSTER; CRUZ, 2008) a fim de
auxiliar o mapeamento de QTls (Quantitative Trait
Loci — Loco de Caracteristica Quantitativa). Por
outro lado, ttm amplo emprego como ferramenta
biotecnoldgica em estudos de variabilidade genética
para o melhoramento das plantas cultivadas

(TEIXEIRA et al., 2004; FRANCESCHINELLI et
al., 2006; MELO et al.,, 2009), permitindo o
mapeamento de genes de interesse agrondmico.

O processo para se obter uma populacio de
duplo-hapléide é bem mais rapido do que a
obtencdo de populagdes RILs (SEMAGN et al,
2010). Para duplo-hapléide € necessaria apenas uma
geracdo de recombinacdo para se alcancar a
homozigose, enquanto que para linhas endogimicas
recombinantes sdo realizados sucessivos ciclos de
autofecundacido da planta F;, no minimo 6 geracgdes.
Populagdes de duplo-hapléides tém sido utilizadas
para o mapeamento de QTLs em vdrias espécies
(FORSTER et al., 2000; RADOEYV et al., 2008;
WANG et al., 2011; SEYMOUR et al., 2012)

Segundo  Silva et al. (2007), a
disponibilidade de mapas confidveis depende de
vdrios fatores tais como o tipo e tamanho da
populacdo, bem como tipo e nimero de marcadores.

A resolugdo do mapa e a capacidade de se
determinar a sequéncia de marcadores nele estdo
diretamente relacionadas ao tamanho da populagao,
dada a importincia de se estimar de forma adequada
as distancias entre os genes, a fim de estabelecer o
ordenamento correto, bem como a formacdo de
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grupos de ligacdes que reflitam o niimero basico de
cromossomos da espécie (BHERING; CRUZ,
2008).

Ao definir o tipo de populagdo para
mapeamento, o conteddo médio de informacdo
associado a varidncia podem ser utilizados com
critérios para estimar a frequéncia de recombinacio
(r) a fim de avaliar a confiabilidade do mapa
genético (ROCHA et al., 2004).

Apesar da disponibilidade de vérios estudos
sobre mapeamento genético, ha ainda a necessidade
de estudos especificos relacionados com a
determinacdo do nimero ideal de individuos numa
dada populagio.

Com isto, o objetivo do presente trabalho foi
determinar o nivel de saturacdo do genoma, bem
como identificar o tamanho da populagdo ideal a ser
empregado no mapeamento genético de populacdes
duplo-hapléides via simulagdo computacional.

MATERIAL E METODOS

Para a geracdo dos dados foi considerada
uma espécie vegetal dipléide com 2n = 2x = 20
cromossomos utilizando o médulo de simulacio do
aplicativo computacional GQMOL (CRUZ, 2004), o
qual permite gerar informacdes sobre genomas,
gendtipos de genitores e individuos de diferentes
tipos de populagdes.

Foram gerados trés genomas com trés niveis
de saturacdo: saturado, medianamente saturado e
pouco saturado, com intervalos entre marcas
adjacentes de 5, 10 e 20 cM, representando um
nimero total de marcas por genoma de 210, 110 e
60, respectivamente. Cada genoma composto por 10
grupos de ligacdo, com 100 cM em cada grupo e,
portanto, com comprimento total de 1000 cM.
Foram considerados os tipos de marcadores
moleculares dominantes distribuidos de forma
equidistante no genoma.

Foram simuladas 100 amostras com 100,
200, 300, 500, 800 e 1000 individuos. Apds a
geracdo dos dados da populagdo duplo-hapléide,
foram aplicados testes de qui-quadrado (y°) para
verificar a razdo de segregacdo de cada marca em
todas as populacdes geradas. No processo de
mapeamento foram utilizadas todas as marcas,
mesmo aquelas que ndo segregaram de acordo com
a propor¢do esperada.

Ap6s a aplicagdo dos testes de segregacao,
seguiu-se a etapa da estimagdo da percentagem de
recombinacio entre pares de marcas utilizando o
método da méaxima verossimilhanga como descrito
por Schuster e Cruz (2004). Na formagdo do grupo
de ligacdo foi utilizada a propriedade transitiva. Os
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critérios utilizados no agrupamento foram a
frequéncia mixima de recombinagdo (r,,x) € o LOD
minimo (LOD,,;,), para inferir se dois locos estdo
ligados, foram utilizados os valores de 30% e 3,
respectivamente.

Apé6s a formagdo dos grupos de ligacdo
empregou-se 0 método da SARF (Sum of Adjacent
Recombination Fractions), para determinar a melhor
ordem das marcas nos grupos. Apds a realizacdo de
todos os passos descritos até entdo, foram formados
os grupos de ligacdo para a populagdo simulada,
utilizando como medida de distdncia a porcentagem
de frequéncia de recombinagdo. O préximo passo
foi a comparacdo dos grupos de ligacdo formados
para todas as populagdes simuladas com aqueles
grupos de ligacdo estabelecidos no genoma
simulado, como descrito a seguir.

As varidveis analisadas foram: nimero de
grupos de ligacdo obtidos; tamanho dos grupos de
ligacdo; distancias médias entre marcas adjacentes
nos grupos de ligacdo; varidncias das distincias
entre marcas adjacentes nos grupos de ligacdo;
estresse (expressa o grau de concordancia dos
valores de distancia entre cada par de marcas
adjacentes nos grupos de ligagdo, simulados em
relacdo as distancias nos respectivos pares de
marcas no genoma de referéncia); inversdo de
posicdo dos marcadores, verificada pela correlagdao
de Spearman. Nas andlises apresentadas, foram
utilizadas apenas as repeticbes em que houve
recuperacdo dos trés grupos de ligacdo no
mapeamento genético.

Foram comparadas pelo teste de Scott-Knott
(1974), a 5% de probabilidade (erro tipo I) as
médias das varidveis: tamanho do grupo de ligacao,
distdncia média de marcas adjacentes, varidncia e
estresse para cada grupo de ligacdo obtido para
varios tamanhos de populagdo. Também foram
comparadas as médias gerais (médias de todos os
grupos de ligacdo), para cada tamanho de populacio
dentro de cada nivel de saturacdo do genoma.

Todas as andlises foram realizadas
utilizando o programa ONEMAP (MARGARIDO et
al., 2007) e as comparacdes por meio do programa
computacional R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Virios tipos de populagdes controladas vém
sendo utilizado na constru¢do de mapas de ligacio
cada vez mais saturados em busca de uma maior
confianca no ordenamento de marcadores
moleculares.
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A veracidade das informacdes do mapa
depende do tipo de populacdo, do tipo de marcador
molecular e principalmente do ndmero de
individuos  considerados na  obtencdo da
percentagem de recombinacdo entre pares de marcas
(SALGADO et al., 2011) além de técnicas de
andlises estatisticas e computacionais para
estimativa de ligacdo e de distancias entre
marcadores, bem como seu ordenamento nos
Cromossomos.

A qualidade de um mapa pode ser avaliada
pela confianca no agrupamento e ordenamento dos
marcadores, assim como a propor¢do do genoma
representado pelo comprimento e a densidade total
do mapa, tamanho dos intervalos entre os
marcadores. Por outro lado, 2 medida que aumenta a
cobertura de um mapa genético, o nimero de grupos
de ligacdo aproxima-se do nimero de cromossomos.

Era esperada a formacdo de 10 grupos de
ligacdo para os trés niveis de saturagdo.
Considerando o numero de grupos de ligacdo
formados para as 100 amostras analisadas,
observou-se um nimero diferente do esperado para
tamanhos de populacdo de 100, 200, 300, 500 e 800
individuos nos trés niveis de saturacdo (Tabela 1). E
possivel visualizar que as populagdes com 100
individuos apresentaram menor ndmero de
repeticdes com recuperagdo dos 10 grupos de
ligacdo, com valores de 78, 42 e 4 para os niveis de
saturacdo de 5, 10 e 20 cM, respectivamente.

Este fato pode ser explicado pelo pequeno
nimero de individuos utilizado na constituicdao da
populacdo de duplo-hapldide ndo ter sido eficiente
na localizacdo de ligagc@o entre marcas, o que acabou
ndo representando muito bem a diversidade de
gametas produzidos pelos parentais. Silva (2005),
estudando o mapeamento em populagdes RILs,
detectou niimero de grupos de ligacdo acima do
esperado em populagdes com tamanho inferior a
100 individuos e atribuiu a divisdo de grupos de
ligacdo em consequéncia da ndo deteccdo de ligacao
entre marcas onde certamente existia. Deste modo,
independente do nivel de saturacdo, o uso de
tamanho da populacio com 100 individuos ¢é
inadequado para mapeamento em populagdes duplo-
hapléide.

Conforme verificado, o nimero de grupos
de ligacdo recuperados tende a ser igual ao nimero
de grupos de ligacdo do genoma simulado a medida
que o tamanho da populacdo e a densidade do mapa
genético aumentam. Assim, sugere-se que sao
necessdrias populagdes com tamanho minimo de
200, 500 e 1000 individuos, para constru¢do de
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mapas de ligacdo em populagdes duplo-hapléide nos
niveis de saturacdo de 5, 10 e 20 cM,
respectivamente.

Colaborando com esses resultados, os
valores da correlacdo de Spearman iguais a unidade
nos 10 grupos de ligacdo obtidos no mapeamento
das populagdes segregantes para os 3 niveis de
saturacdo, indicam que a ordem das marcas nao foi
alterada em relagio a ordem previamente
estabelecida no genoma o qual foi utilizado para a
geracdo das populacdes (Tabela 1). Nota-se que
apesar das diferencas no ndmero de repeticdes
analisadas para cada tamanho de populagdo, nio foi
verificada inversdo das marcas, o que evidencia boa
qualidade dos dados analisados. Entretanto, caso os
valores de correlacdo de Spearman obtidos fossem
menores que a unidade a indicacdo seria que a
ordem das marcas nos grupos de ligacdo obtidos no
mapeamento da populacdo segregante teria sido
alterada em relacdio a ordem do genoma de
referéncia.

O tamanho de cada grupo de ligacdo
esperado era de 100 cM, no entanto, se observa uma
pequena variagdo no comprimento do genoma para
os trés niveis de saturacdo (Tabela 1). Quando
comparado com o tamanho do grupo de ligacdo
simulado, as diferencas sdo de 1,422 e 4,056 cM
para o menor e maior valor, respectivamente.
Apesar de todos os valores estarem situados acima
do inicialmente esperado (100 cM), as médias para
os tamanhos populacionais avaliados se aproximam
do valor simulado independente do nivel de
saturacdo, ndo diferindo estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott realizado com P<0,05.
Estes resultados estdo de acordo com os encontrados
por Bhering e Cruz (2008). Os autores ressaltaram
que ndo se pode fazer referéncia de um determinado
tamanho da populacdo, sendo necessdria uma
maneira adicional para observar o comportamento
do comprimento médio dos grupos de ligacao.

Comportamento semelhante é apresentado
pela distancia média entre marcas para o genoma da
populacdo simulada. Os valores esperados eram de
5, 10 e 20 cM, contudo, verifica-se que para este
daltimo, as distancias médias foram variantes, de
modo que para 5 e 10 cM, estatisticamente ndo
houve diferenca significativa entre as distancias
(Tabela 1). De modo geral, as distincias médias
entre os marcadores se aproximam dos valores
esperados a medida em que o tamanho da populacio
aumenta, assim como o tamanho médio dos grupos
de ligacao.
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Tabela 1. Valores médios de correlagdo, tamanho, distincia, varidncia e estresse dos grupos de ligagdo em
funcdo do tamanho de populagdo e nivel de saturagdo do genoma em populac¢des duplo-hapléide

utilizando marcadores.

SG TP NRA Correlagao Tamanho Distancia Variancia Estresse
100 78 1 104,056 a 5,203 a 5,066 a 46,060 a
200 100 1 102,949 a 5,147 a 2,353b 36,258 b
300 100 1 103,490 a 5,174 a 1,571 b 32,500 ¢
> 500 100 1 102,794 a 5,140 a 0,963 b 29,821d
800 100 1 103,255 a 5,163 a 0,623 b 27,795 e
1000 100 1 103,112 a 5,156 a 0,506 b 26,722 ¢
100 42 1 103,879 a 10,388 a 9,816 a 28,248 a
200 93 1 102,721 a 10,272 a 4,931b 19,705 b
10 300 99 1 103,145 a 10,314 a 3233 ¢ 18,138 b
500 100 1 103,459 a 10,346 a 2,011d 15,191 ¢
800 100 1 103,268 a 10,327 a 1,248 d 13,374 c
1000 100 1 103,211 a 10,321 a 1,017d 12,835 ¢
100 4 1 103,828 a 21,021 a 17914 a 23,995 a
200 70 1 101,422 a 20,300 b 9,386 b 12,926 b
20 300 83 1 101,503 a 20,311b 7,328 ¢ 12,330 b
500 95 1 101,967 a 20,393 b 5,030d 10,455 b
800 99 1 101,824 a 20,365 b 3,030 e 8,417 c
1000 100 1 101,560 a 20,312 b 2,483 e 7,187 ¢

USG = Saturagio do genoma; ®TP = Tamanho da populacio; ”NRA = Niimero de repeticdes avaliadas. Médias seguidas por letras
iguais nas colunas, dentro de cada nivel de saturacdo do genoma, néio diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade (P

<0,05).

Esta aproximacdo e a inalterabilidade das
estimativas nos niveis de saturacdo mais elevados
podem ser explicadas em termos de precisdo das
estimativas de recombinagdo em populacdes com
maiores tamanhos amostrais e do nivel de resolucao
para alta saturagao (GOOD GOD, 2008). Isso
sugere que populacdes com maior nimero de
individuos permitem uma melhor amostragem dos
eventos de permuta dos gametas, contribuindo para
estimativas mais precisas e acuradas.

A variancia das estimativas das distancias
entre os marcadores também pode ser tomada como
medida de andlise da acurdcia de mapas mais
fidedignos.

Ainda na Tabela 1, € possivel visualizar o
comportamento da varidncia da distdncia média
entre marcadores nos trés niveis de saturacdo do
genoma simulado. Como era de se esperar, oS
valores referentes a varidncia estdo de acordo com
as estimativas de tamanho e distancias médias entre
os marcadores.

Ao analisar os niveis de saturacio em
separado, observa-se uma diminui¢do da varidncia
na medida em que o tamanho da amostra §é
ampliado. Esta redugdo ¢é evidenciada pelas
diferencas significativas dadas pelo teste de médias,

em que as menores médias estdo associadas as
maiores populacdes, portanto, levando a maior
precisio no mapeamento genético. Seja por
exemplo, o nivel de saturacdo de 5 cM, os valores
da variancia correspondem a 5,066 e 0,506 para os
tamanhos de populagdo com 100 e 1000 individuos,
respectivamente.

Quando se considera um mesmo tamanho de
populacdo nos diferentes niveis de saturacio, nota-
se que o valor da varidncia serd menor tanto quanto
menor for o valor do nivel de saturacdo do genoma
(Tabela 1). Isto pode ser melhor entendido, quando
se analisa, por exemplo, o tamanho da populacdo de
100 individuos nos niveis de saturag¢do de 5, 10 e 20
cM, onde os valores da variancia sdo 5,000, 9,816 e
17,914, respectivamente. Alguns autores também
observaram diminui¢do nos valores da varidncia na
medida em que o tamanho da populagdo e o nivel de
saturacdo aumentaram, em estudos relacionados ao
mapeamento de populacdes via simulacido (SILVA,
2005; BARROS, 2007; BHERING; CRUZ, 2008;
SALGADQO, 2008). Portanto, quanto menor o valor
de varidncia mais ajustados estardo os valores do
real, indicando uma boa recuperagdo do genoma,
bem como maior uniformidade na distribuicdo dos
marcadores dentro dos grupos de ligacao.
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Colaborando com estes resultados, verifica-
se que o estresse expressa o grau de concordancia
dos valores de varidncia da distdncia média entre
cada par de marcadores nos grupos de ligacdo
simulados em relacdo as distiancias nos respectivos
pares de marcadores no genoma de referéncia.

De modo semelhante ao que ocorre com a
variancia, os valores do estresse tendem a diminuir a
medida que o tamanho da populacdo avaliada
aumenta independente do nivel de saturacdo do
genoma (Tabela 1). A redug¢do dos valores de
estresse com o aumento do tamanho das populagdes
dentro do nivel de saturacio do genoma ¢é
evidenciada pelas diferengas significativas quando
comparadas pelo teste de Scott-Knot (P<0,05), de
modo que, os maiores valores associados as
menores populagdes, diferem significativamente das
menores médias associadas as maiores populagdes
para cada nivel de saturagdo. Com essa diminuicao,
pode-se inferir que a qualidade dos dados analisados
serd mais confidvel quanto maior for o nimero de
individuos na populag@o.

Ferreira et al. (2006) verificaram que os
valores referentes ao estresse também diminuiam
com o aumento no tamanho da populacio. Por fim,
estes resultados indicam que populagdes com
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tamanho de minimo 200, 500 e 1000 individuos, €
suficiente para se obter mapas de ligacdo com
nimero de grupos de ligacio esperado, ordenamento
correto das marcas, tamanho médio de grupos de
ligacdo e distancia média entre marcas coerentes.

CONCLUSOES

O tamanho ideal de popula¢des duplo-
hapléide para mapeamento genético deve ser de
200, 500 e 1000 individuos quando os niveis de
saturacdo do genoma sdo de 5, 10 e 20 cM,
respectivamente.

Niveis de saturagdo mais elevados
proporcionam mapas mais precisos, mais confidveis
em populagdes de mesmo tamanho.

O aumento no tamanho da populacio
permitiu a obtencdo de mapas de ligagdo com maior
acuricia independente do nivel de saturagao.
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ABSTRACT: Genetic mapping is a necessary step to understand the genomic organization and the relationship

between genes and phenotypes. A major problem is to find the order, the correct spacing of the markers in a genetic map,
and the number of individuals to compose a population. Thus, the objective of this study was to evaluate the saturation
level of the genome and the optimal size of simulated double-haploid populations for the construction reliable linkage
maps by means of computer simulation. Parental genomes and double-haploid populations were simulated considering
dominant molecular markers, spaced equidistantly at 5, 10 and 20 cM. The sizes of the generated populations were 100,
200, 300, 500, 800 and 1000 individuals, with ten linking groups and 100 replicates per sample. It was proceeded the
analysis of all generated population obtaining a genome which was compared with the first simulated genome. It was
observed that the optimal size of double-haploid populations for genetic mapping has been at least 200, 500 and 1000
individuals for saturated genomes, medium unsaturated and low saturation. Populations of the same size tend to produce
maps with greater accuracy in higher levels of genome saturation.

KEYWORDS: Linkage groups. Saturation level. Genome. Linkage map. Order marks.
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