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Resumo — O objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo de integracao de mapas genéticos, com o uso
do inverso da variancia, e testar sua eficiéncia. Foram utilizadas populagdes simuladas F, codominante e de
retrocruzamento, com tamanhos populacionais de 100, 150, 200 e 400 individuos, tendo-se considerado uma
espécie diploide ficticia com 2n = 2x = 2 cromossomos, com 0 comprimento total do genoma por grupo de
ligagdo estipulado em 100 ¢cM, 21 marcas por grupo de ligagao e marcadores equidistantes em 5 cM. Os genomas
foram comparados quanto ao tamanho do grupo de ligagdo, varidncia das distancias entre marcas adjacentes,
correlagdo de Spearman e quanto ao estresse relativo a adequacdo das distancias estimadas. Cada genoma
simulado foi fragmentado em quatro novos mapas: trés com oito marcadores ¢ um com nove marcadores,
cada qual com quatro marcadores ancoras. Os mapas foram alinhados, ordenados, integrados e, em seguida,
comparados ao mapa de origem. O processo de integracdo de mapas proposto mostrou-se eficiente. Os mapas
gerados tiveram pequena tensao interna em comparagao aos mapas dos quais se originaram. A integracdo de
mapas depende do tipo de populagdo utilizada, tamanho da populagdo, tipo de marcador, da frequéncia de
recombinagdo e da fase de ligagao.

Termos para indexacdo: frequéncia de recombinacao, grupos de ligacdo, marcador molecular, tens@o interna.

Variance utilization as an alternative methodology for integrating genetic maps

Abstract — The objective of this work was to develop an integration process of genetic maps using the inverse
variance, and to test its efficiency. Simulated F, codominant populations and backcrosses of 100, 150, 200, and
400 plants were used, considering a virtual diploid species with 2n = 2x = 2 chromosomes, with total genome
length per linkage group estipulated in 100 cM, 21 marks per linkage group, and equidistant markers spaced at
5 ¢cM. The genomes were compared for linkage group size, distance variance between adjacent marks, Spearman
correlation and stress related to the estimated distances adequation. Each simulated genome was fragmented
into four new maps: three with eight makers and one with nine, each containing four anchor markers. The maps
were aligned, ordered, integrated and, then, compared with the original map. The proposed map integration
process proved to be effective. The generated maps showed a little internal tension in comparison to the original
ones. Map integration depends on the population type, population size, marker type, recombination frequency,
and on the linkage phase.

Index terms: recombination frequency, linkage groups, molecular marker, internal tension.

Introducio

Mapas genéticos baseados em varios tipos de marcas
genéticas tém se tornado disponiveis em abundancia
nos ultimos anos. Programas computacionais bem
estabelecidos, tais como Map-Maker, Linkage-1 e
GQMOL (Suiter et al., 1983; Lander et al., 1987,
Cruz, 2008) s3o frequentemente utilizados para analise
desses dados.

H4 pelo menos duas fontes de mapas multiplos.
Primeiro, quando o mapeamento de populagdes surge
a partir de diferentes cruzamentos experimentais com
uso de materiais independentes (Sewell et al., 1999;
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Lombard & Delourme 2001) e, segundo, quando alelos
segregam em ambos 0s pais, em espécies de fecundagio
cruzada. Neste caso, frequentemente constroem-se
mapas de ligagao especificos para cada pai, tal como na
estratégia de mapeamento do pseudocruzamento teste
(Grattapaglia & Sederoff, 1994; Marques et al., 1998;
Testolin et al., 2001). Nesse contexto, ¢ importante que
se estudem maneiras eficientes de combinar multiplos
mapas genéticos em um unico mapa com grande
contetido de informacao.

Para a integracdo de mapas distintos, ¢ necessario
que eles possuam marcadores em comum: “ancoras”
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com as quais se possa interliga-los. Apenas quando
um numero minimo de ancoras ¢ disponivel, mapas
distintos podem ser representados juntos. Porém,
ainda que marcadores em comum estejam disponivesis,
sao comuns os problemas relativos a precisdo das
estimativas da frequéncia de recombinagdo, que
variam muito entre conjuntos de dados, ¢ ao tipo de
informacao utilizada. A dificuldade esta em definir os
pesos dos tipos de informagdes que poderiam resultar
em um mapa inico, mais verossimil, com o minimo de
tensdo interna ou, geralmente, que poderiam satisfazer
critérios preestabelecidos de avaliagdo. Para isto, ¢
necessaria a utilizacdo de ferramentas estatisticas.

A integragdo de mapas genéticos tem sido
extensivamente utilizada na pesquisa, o que pode
ser verificado pela quantidade de artigos publicados
na ultima década com essa metodologia, aplicada
a diferentes espécies vegetais (Freyre et al., 1998;
Sewell et al., 1999; Peleman et al., 2000; Lombard
& Delourme, 2001; Ulloa et al., 2002; Paran et al.,
2004; Yan et al., 2005; Doligez et al., 2006) ou animais
(Brown et al., 1998).

Aintegragdo demapas derivadosde varias populagdes
apresenta diversas vantagens, como o aumento da
saturacdo do mapa e da cobertura do genoma, além
de aumentar a precisdo da ordem das marcas comuns.
Mapas integrados também sdo usados em estudos
comparativos entre espécies (Beavis & Grant, 1991),
para evidenciar rearranjos cromossomicos entre grupos
de ligagdo homologos (Dirlewanger et al., 2004; Pelgas
et al., 2006; Nicolas et al., 2007), ¢ para detecgdo de
QTL em multiplas populagdes (Symonds et al., 2005;
Blanc et al., 20006).

Assim, nao ha duvida de que processos de
integracao ou construcdo de mapas genéticos, com alta
densidade de marcadores moleculares, sdo importantes
para qualquer programa de melhoramento genético.
Entretanto, ha uma caréncia de métodos e mesmo de
programas computacionais que atendam a demanda e
ao fluxo de informagdes gerado pelos laboratorios.

Um mapa genético ¢ essencialmente um arranjo
linear de marcadores, ordenados a partir de valores
de recombinagdo. O método proposto baseia-se
nesse principio e tem, como principal ferramenta
para integragdo, a analise multiloco, assim como no
método de Stam (1993). Em contraste com JoinMap,
que estima a informacdo sobre a recombina¢do em
um dado cruzamento, a partir dos valores limites

de detec¢ao (LOD), e entdo combina estimativas
entre os cruzamentos, assumindo uma distribui¢ao
binomial, o0 método proposto considera a informagao
de recombinacdo com base nos valores de varidncia
da distancia entre marcas adjacentes. Esses valores
dependem ou sdo influenciados pelo tipo de populacdo
utilizado, tamanho da populagao, tipo de marcador, da
frequéncia de recombinacgio e da fase de ligacdo.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um
processo de integragdo de mapas genéticos, com o uso
do inverso da variancia, e testar sua eficiéncia.

Material e Métodos

Na integracdo de mapas genéticos construidos
com diferentes técnicas, € indispensavel que entre
os grupos de ligagdo exista a0 menos um marcador
ancora (marcador comum aos grupos de ligacdo).
De maneira geral, a integragdo envolve quatro etapas:
identificacdo dos marcadores ancoras; obtengdo de
um mapa alinhado, sem enfatizar distancias e nem o
posicionamento mais apropriado; estabelecimento do
melhor ordenamento e gera¢do do mapa ordenado; e
obtencdo do mapa integrado efetivo, com ordenamento
e medidas de distancias apropriadamente calculadas.

Assim, para o processo de alinhamento de mapas
proposto neste trabalho, instituiu-se uma marca como
ponto referencial e, com base nas informacdes dos
grupos de ligacdo, todas as demais foram posicionadas
em relacdo a primeira. Nesse mapa alinhado, estavam
presentes todas as marcas, inclusive as consideradas
como ancoras que se apresentavam repetidas vezes no
grupo de ligagdo, tendo-se em vista a variagdo de seu
posiciomento relativo nos diferentes grupos.

O ordenamento das marcas consistiu da simples
organizacdo do mapa alinhado. Para as marcas ancoras,
um posicionamento Unico foi definido a partir da
distancia média entre elas, e as demais marcas foram
estebelecidas nos grupos de ligacdo originais. Assim,
todas as marcas passaram a estar presentes no mapa
ordenado, inclusive os marcadores ancoras que, ao
contrario do grupo alinhado, foram representados uma
unica vez.

Tendo-se ordenado e alinhado os diferentes mapas
genéticos, processou-se a integragdo dos mapas
genéticos pela analise multiloco, cujas fungdes de
mapeamento exercem papel fundamental no resultado
obtido. A adocdo de uma, entre as diferentes funcdes
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de mapeamento, ¢ dependente das pressuposicdes
a respeito da distribui¢do da permuta, do grau
de interferéncia ¢ do comprimento do segmento
cromossdmico considerado. O método de integracao de
mapas genéticos derivados de diferentes cruzamentos
foi implementado no programa de analises genomicas
GQMOL (Cruz, 2008).

Na integracdo de mapas genéticos, ¢ importante,
também, que se considere a disponibilidade de matrizes
de distancia, em percentagem de recombinagdo, entre
cada par de marcas moleculares em cada mapa. Como
ilustragdo, foi considerada a integracdao de grupos de
ligacao resultantes de trés diferentes mapas, em que as
matrizes de distancias entre pares de marcas estavam
disponiveis e denominadas de D1, D2 e D3. O ideal ¢
que haja informacao da distancia entre todos os pares
de marcas. Entretanto, deve-se ressaltar a possibilidade
de reconstituir D1, D2, D3, a partir das informagdes
dos mapas em que apenas valores de distancias de
marcas consecutivas foram diretamente mensurados.
Nesse caso, a distdncia entre pares de marcas nao
consecutivas ¢ obtida de forma inferencial e, portanto,
grande quantidade de erro ¢ incorporada a matriz,
em razdo do desconhecimento da verdadeira taxa de
recombinacdo e pelo desconhecimento da taxa de
interferéncia entre regides adjacentes.

Sempre havera diferentes medidas de distancia
originadas dos grupos de ligagdo a serem integradas
entre pares de marcadores ancoras. E possivel obter
estimativas multiloco da distancia entre os pares
de 4ancoras, para aquele ordenamento especifico
estebelecido no grupo de ligagdo ordenado. Assim,
0o mapa pode apresentar o posicionamento dessas
marcas.

Para obtencdo do vetor m, com as distancias
apropriadas entre marcadores ancoras, por meio da
analise multiloco, ¢ utilizado o sistema de equagdes
em que se considera uma matriz P, cujos elementos
dependem de pesos (L;) a serem atribuidos as distancias
observadas, e outra Q, cujos elementos dependem de
uma funcdo linear das distancias (M;) apropriadamente
ponderadas pelos respectivos pesos. Assim, Pm = Q:

arc 9 q, m,
= = ... m — DR
bLC n-l ) m,,
n-Ixn-1 n-Ixi

P

em que: n ¢ o numero de marcas moleculares; a;c ¢ o
elemento da diagonal ou acima da diagonal da matriz
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L n
P — dado por a = ZZLU (L<0);

i=1 j>c

bic € o elemento abaixo da diagonal da matriz
n C

P —dado por by ¢ =Z

i=l j=
qi, elemento da i-ésima linha do vetor

L n
Q —dado por gi= ZZLijMij.

i=1 j>L

L =C;

Nessas expressoes, L;; € o peso atribuido a informacdo
do valor da distancia my, admitido neste estudo como
sendo o inverso da varidncia de m;. A variancia depende
do tipo de populagdo, do tipo de marcador, da fase de
ligacdo e do proprio valor de my;

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

Entretanto, para obtencdo do mapa consenso, o valor
de distancia entre pares de marcadores pode ser mais
bem estimado ndo s6 pela informacao dos elementos
de uma particular matriz D, mas de todas elas tomadas
em conjunto. Assim, tem-se: P1m = QI, para o mapa
1; P2m = Q2, para o mapa 2; Pcm = Qc, para o c-ésimo
mapa de ligacao. De forma conjunta, pode-se escrever:
[P1 + P2 + ....Pclm = [Q] + Q2 +....Qc], em que:
Pcm = Qlc e m=Pc-1 Qc.

Para o estudo do processo de integragao, utilizou-
se o programa de analises genomicas GQMOL, para
simular uma espécie diploide ficticia com 2n = 2x = 2
cromossomos (Figura 1), tomada como referéncia, cujo
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Figura 1. Grupo de ligacdo 1 do genoma analisado com
saturagdo de 21 marcas equidistantes 5 cM.
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comprimento total do genoma, por grupo de ligagdo,
foi estipulado em 100 cM. Foi gerado o genoma com
nivel de saturacdo de 21 marcas moleculares (ou 5
cM de intervalo) por grupo de ligacdo. O genoma
foi composto por apenas um grupo de ligagdo, com
comprimento total de 100 cM.

Para o estudo dos mapas integrados e comprovagao
da funcionalidade da metodologia proposta, foram utili-
zadas populagdes F, codominante e de retrocruzamento
com 100, 150, 200 e 400 individuos, com 21 marcas por
grupo de ligacdo e marcadores equidistantes em 5 cM,

em um total de quatro simula¢des para F, codominante
e quatro para retrocruzamentos (Figura 2 A, B). Todas as
populacdes foram simuladas pelo programa de analise
molecular GQMOL (Cruz, 2008).

Os genomas foram comparados quanto ao tamanho
do grupo de ligacdo, varidncia das distancias entre
marcas adjacentes, correlacdo de Spearman e quanto
ao estresse. Cada genoma simulado (populagdo F, e
de retrocruzamento) foi fragmentado em quatro novos
mapas: trés com oito marcadores € um com nove,
cada qual com quatro marcadores ancoras. Os mapas
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Figura 2. Genomas estudados no processo de integragdo de mapas: A, populagdes F, codominantes
com tamanhos de 100 (a), 150 (b), 200 (c) ¢ 400 (d) individuos; B, populagdes de retrocruzamentos
com tamanhos de 100 (a), 150 (b), 200 (c) e 400 (d) individuos.
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foram alinhados, ordenados, integrados e, em seguida,
comparados ao mapa de origem.

Resultados e Discussao

Pelo processo de integragdo de mapas proposto, foi
possivel gerar um mapa com todos os marcadores com
a melhor ordem, cujas distidncias entre marcadores
ancoras ¢ ndo ancoras sdo estimadas por analise
multiloco. A veracidade das informag¢des do mapa
depende do tipo de populacdo, do tipo de marca
molecular e, principalmente, do nimero de individuos
considerados mna obtencdo da percentagem de
recombinacdo entre pares de marcas.

Na Tabela 1, encontram-se os tipos e tamanhos de
mapas utilizados no processo de integracao, bem como
a distancia média de cada mapa, a variancia, correlagdo
de Spearman e o estresse avaliado em relagdo ao mapa
de origem.

As correlagdes de Spearman se mostraram constantes
em todos os mapas integrados, tanto nas populagdes
F, codominantes como nas de retrocruzamento, e
ndo apresentaram valores diferentes da unidade
em nenhum dos mapas integrados, em comparacdo
aos mapas dos quais se originaram. Esse resultado
pode ser considerado um bom indicativo de
confiabilidade do processo de integracdo dos mapas.
Silfverberg-Dilworth et al. (2006) relataram que

C.C. Salgado et al.

alguns casos de inversdo na ordem das marcas podem
ocorrer quando as marcas estdo estreitamente ligadas.
O problema na identificagdo de inversdes, em um
mapa integrado, ¢ como identifica-las, uma vez que
ndo ha um mapa referéncia. Quando se trabalha com
espécies de fecundacao cruzada, tal como na estratégia
de mapeamento do pseudocruzamento, as comparagdes
podem ser feitas com os mapas individuais construidos
para cada pai, como a realizada por Doligez et al.
(20006).

Diferencas na constru¢do de mapas genéticos,
pelos diferentes programas, sao relatadas na literatura.
Sewell et al. (1999), ao trabalhar com mapas genéticos
de pinus, relataram que os mapas obtidos pelo JoinMap
sao ligeiramente diferentes dos obtidos pelo Mapmaker.
Qi et al. (1996) relataram diferencas em mapas de
ligagdo, construidos para cevada, ¢ as atribuiram a
maneira como cada programa calcula as distancias,
quando a interferéncia real difere da assumida.

A maioria dos relatos encontrados na literatura diz
respeito apenas a utilizacdo de dois programas que
realizam a integracdo de mapas, sem uma explicagdao
clara da metodologia utilizada por esses aplicativos.
O programa mais citado na literatura, para a integracéo
de mapas, ¢ o JoinMap (Stam, 1993). Sao utilizados
outros, como o descrito por Peleman et al. (2000) e
Paran et al. (2004), com auxilio do programa Int-Map.
Mais recentemente, Hu et al. (2004) apresentaram

Tabela 1. Tipos e tamanhos dos mapas utilizados no processo de integragdo, distdncia média entre marcas, variancia,
correlacdo de Spearman e estresse avaliados em relagdo ao mapa de origem.

Numero de Tipo de Populagao Tamanho Distancia média Variancia T Estresse
individuos mapa (cM) (cM)

100 Integrado F, codominante 99,5810 4,9790 4,4891 1 16,4315
100 Ordenado F, codominante 89,4225 44711 2,4412 1 0,4237
150 Integrado F, codominante 97,1799 4,8590 1,6399 1 13,3624
150 Ordenado F, codominante 88,0000 4,4000 1,1766 1 0,0
200 Integrado F, codominante 78,9327 3,9466 1,0607 1 11,1122
200 Ordenado F, codominante 72,7100 3,6355 0,7025 1 0,0
400 Integrado F, codominante 87,9047 4,3952 1,0570 1 13,3325
400 Ordenado F, codominante 79,9900 3,9995 0,6434 1 0,0
100 Integrado Retrocruzamento 78,8587 3,9429 4,2338 1 10,6942
100 Ordenado Retrocruzamento 71,9600 3,5980 3,4173 1 0,0
150 Integrado Retrocruzamento 82,6401 4,1320 3,3211 1 15,2943
150 Ordenado Retrocruzamento 74,1900 3,7095 8,0796 1 0,4861
200 Integrado Retrocruzamento 97,7246 4,8862 3,0727 1 17,6581
200 Ordenado Retrocruzamento 87,1400 4,3570 2,1534 1 0,0
400 Integrado Retrocruzamento 99,3229 4,9624 2,2587 1 51,9245
400 Ordenado Retrocruzamento 80,8900 4,4939 1,9859 1 47,4830
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uma metodologia baseada em uma fungdo de
verossimilhanga conjunta, para auxiliar na constru¢ao
de mapas genéticos integrados. Estudos de simulagio
mostram que a diferenca desta técnica, em comparagao
a metodologia proposta por Stam (1993), é pequena
quando marcas codominantes sdo usadas, mas que a
segunda ¢ melhor, principalmente quando marcadores
dominantes ou uma mistura de marcadores dominantes
e codominantes sdo usados. Isso ocorre porque, com a
metodologia baseada na funcdo de verossimilhanca, ¢
possivel encontrar os pesos 6timos entre as diferentes
classes de dados, enquanto o método proposto por
Stam (1993) ndo prediz a informagao de cruzamentos
que envolvem marcadores dominantes.

Doligez et al. (2006) integraram diferentes mapas
de ligacdo, em uva, com o programa Carthagene e
dados provenientes de familia de irmaos completos,
com tamanhos de 96, 45, 112, 139 e 153 individuos.
O total do comprimento do mapa integrado de leitura
foi de 1.485 c¢cM, com média de distancia inter-locus de
6,2 cM. Esses mapas foram integrados com o programa
JoinMap, ¢ os mapas integrados nos dois programas
foram comparados. Esses autores observaram
diferengas entre eles, principalmente inversdes entre
algumas marcas.

Para as populagdes F, codominantes, pelos mapas
integrados, observou-se que quanto maior foi a
populagdo, maior foi a tendéncia de aproximacao do
tamanho do grupo de ligacdo do mapa integrado ao
tamanho do mapa original. O mesmo ocorreu com
a distancia média das marcas. Quanto a variancia,
pode-se observar queda com o aumento da populagéo.
O mesmo fatondo ocorreu com o estresse, que decresceu
na populagdo simulada com marcas codominantes.

Segundo Soller & Beckmann (1983), quando
marcadores codominantes estdo disponiveis, analises
baseadas em geragdes F, serdo mais uteis do que aquelas
baseadas em geragdes de retrocruzamento, ja que
fornecem informacgdes tanto em relagdo a dominancia
quanto ao efeito maior do QTL identificado. Isso
também pode ser uma explicagdo para a necessidade de
maior tamanho de populacéo, para a obtengao de mapas
mais confiaveis em populagdes de retrocruzamentos.

Para as populagdes de retrocruzamento, observou-se
aumento do numero de individuos, com 0 aumento no
tamanho dos grupos de ligagao e das distancias médias
entre as marcas, o que nao era esperado. Essas medidas
se afastaram das observadas nos mapas originais, o
que pode ser verificado pelo aumento do estresse com

o aumento da populacdo, mas se aproximaram das
medidas do mapa original que era de 100 cM e com
marcadores equidistantes a 5 cM.

Outro resultado a ser destacado refere-se a
constru¢do dos mapas ordenados que, em quase todas
as situacdes, tiveram estresse zero ou bem proximo
de zero. Ocorreu uma unica exce¢do com a populacao
de retrocruzamento de tamanho 400, que apresentou
estresse elevado. O estresse zero ou muito diminuto, em
relacdo ao mapa dos quais os mapas foram originados,
significa que eles eram exatamente iguais. Este fato
pode levar a conclusdes equivocadas, pois se poderia
pensar que os mapas ordenados seriam mais indicados
do que a integracdo dos mapas genéticos. Isto, no
entanto, ndo ¢ uma realidade, pois quando se obtém
o mapa integrado efetivo, deve-se levar em conta que
ele foi submetido a uma analise multiloco, ou seja, a
ordem, bem como as distancias entre as marcas, foram
analisadas em conformidade com todas as marcas
presentes no grupo de ligagéo.

Programas como MapMaker e Carthagene nao
informam qual metodologia utilizam para integracao
de mapas genéticos, e os artigos que fazem uso desses
programas apenas informam quais os comandos
utilizados para se obter o mapa integrado. Hu et al.
(2004) avaliaram um método de integragdo de mapas
baseado em estimativas de verossimilhanga, em que
uma estimativa da fungdo de verossimilhanga comum,
que combina informagdes entre todos os cruzamentos,
¢ proposta para se obter uma estimativa comum de
recombinac¢do. O grande problema da utilizagdo do
método proposto por Hu et al. (2004) é que eles nao
apresentaram um programa computacional especifico
para a construgdo de mapas genéticos integrados,
0 que restringe substancialmente a utilizagdo dessa
metodologia. Segundo os autores, no entanto, a
metodologia proposta se mostrou, por simulagdes,
mais eficiente do que a proposta por Stam (1993).
Porém, para o emprego da metodologia de Stam
(1993), somente a fase de ligagdo mais provavel pode
ser usada. Isto a tornaria mais eficiente com tamanho
maior de progénies, em que a fase incorreta pode ter
probabilidade muito menor que a fase correta, e ter
pequeno efeito na probabilidade total. Entretanto,
quando o tamanho da progénie € pequeno, ao escolher-
se a fase mais provavel, pode-se introduzir um viés
em razdo dos efeitos do pequeno tamanho da amostra,
pela incongruéncia da posi¢ao das marcas (Daryl et al.,
2004).
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Conclusoes

1. O processo proposto de integracdo de mapa ¢
eficiente e gera mapas com pequena tensao interna, em
comparacdo aos mapas dos quais se originaram.

2. O aumento do tamanho da populagdo de
retrocruzamento e F, codominante € eficiente na
recuperacdo do tamanho dos grupos de ligacao e da
distancia média entre as marcas originais, além de
reduzir a variancia.

3. A integracdo de mapas depende do tipo de
populagdo utilizada, tamanho da populagdo, tipo de
marcador utilizado, da frequéncia de recombinacao e
da fase de ligagdo.
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