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ESTUDO GENOMICO DA PRODUGAO DE LEITE E SEUS CONSTITUINTES
EM BOVINOS DA RACA GUZERA

RESUMO - Painéis comerciais contendo milhares de SNPs a custo acessivel
revolucionaram os estudos genéticos na pecuaria, principalmente por meio das
analises de associagdo ampla e selecdo gendmica. A selegdo gendmica tem
um aspecto pratico, por ser diretamente aplicado aos programas de
melhoramento, possibilitando aumento de acuracia das avaliagdes para as
caracteristicas quantitativas, como a produgdo de leite e seus constituintes.
Como base nisso objetivou-se com esta tese verificar a distribuigdo das
frequéncias dos polimorfismos e calcular o desequilibrio de ligagdo (DL) dos
segmentos cromossdmicos no genoma de bovinos da raga Guzera; estudar a
associagao dos marcadores com a producédo de leite e seus constituintes; e
comparar diferentes modelos para avaliagdo gendémica com diferentes
distribuicbes a priori para o efeito dos marcadores. Dessa forma, foi avaliado o
DL entre marcadores de um painel de 50 k da lllumina® e estimado o tamanho
efetivo populacional. Para isto foram utilizados 50 touros e 853 vacas Guzera
que também participaram dos estudos de associagao e selegdo gendbmica. A
média de r? foi de 0,16 para a distancia 100 kb no genéma destes animais. A
densidade do painel de 50 k foi considerada suficiente para proporcionar DL
entre os segmentos cromossOmicos para a predicao de valores genéticos
genbmicos. Ja as estimativas do tamanho efetivo populacional foram reduzidas
com o decorrer das geragdes, indicando aumento da intensidade de selecao
para a raga ao longo das geragdes. O baixo tamanho efetivo observado para as
geragcdes recentes (137) indicaram a importancia de se considerar a
endogamia nas decisdes de acasalamentos para manter a diversidade genética
da raga. As avaliacbes genOmicas foram realizadas pelos métodos GBLUP,
BayesC, BayesCrir, Lasso e por meio de dois modelos multicaracteristica para
a producao de leite (PL), gordura (PG) e proteina (PP). As acuracias das
predigdes variaram de 0,65 a 0,80. As metodologias de predigdo bayesianas,
GBLUP e os modelos de avaliagdo gend6mica multicaracteristica foram
equivalentes para a predicdo dos valores genbmicos dos animais desta
populagdo. No entanto, o GBLUP é a melhor opgédo considerando um ajuste
global, além de exigir menor demanda computacional e facilidade em
convergéncia em relagado aos outros modelos. As predicdes gendmicas foram
adequadas para a orientacdo de selecdo de animais da raca, quando estas
foram baseadas nos efeitos dos marcadores e poligénico. Também foram
calculadas as porcentagens de variancias explicadas para cada SNP. Janelas
composta por sete SNPs adjacentes que desviaram substancialmente das
demais regides gendmicas foram investigadas. Foram observados dois sinais
fortes relacionados a explicagao da variancia fenotipica no cromossomo 8 e 28
para PL, PG e PP. Nestas regides foram encontrados 30 genes, sendo que
alguns deles tinham alta express&o no tecido mamario, ou estavam relacionado
a fisiologia de excrecdo e ao metabolismo glicidico. Dentro destas duas
regides, haviam cinco candidatos a QTLs que foram reportadas para PL e PP
na literatura. Um quarto estudo adicional objetivando avaliar o desempenho do
“Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array” da Affymetrix e o “BovineHD BeadChip”
da llllumina® foi realizado, considerando quarenta e oito touros com
representividade genética da populagdo. Ambos os painéis apresentaram
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cobertura gendbmica adequada, possuindo alta densidade de marcadores
espalhados pelo genoma, sendo que parte destes, apresentou cobertura
genética direta (direta nos genes). Apesar das estimativas do DL terem sido
maiores com o painel da lllumina, foram observados niveis altos e moderados
de DL para pequenas distancias com os dois painéis. Estes niveis podem ser
adequados para auxiliar na obtencédo de valores genéticos gendémicos para
animais da raga Guzera. No entanto, a combinacdo destes dois painéis
comerciais n&o indicou viabilidade.

Palavras-chaves: Desequilibrio de ligagdo, “GWAS”, Modelos bayesianos,
Selecédo genémica, Zebu.
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GENOMIC STUDY FOR MILK YIELD AND ITS CONSTITUENTS IN GUZERA
CATTLE

ABSTRACT - Commercial panels containing thousands of SNPs revolutionized
genetic studies in livestock, especially with the genome-wide association study
and genomic selection. The genomic selection is also directly applied to
breeding programs enabling increasing on accuracy of the genetic evaluation
for quantitative traits such as milk yield and its constituents. Thus, the aim of
this thesis was to study the distribution of frequencies of polymorphisms and the
linkage disequilibrium (LD) in the Guzera cattle; was also to study the
association of the markers with the dairy traits and to compare different models
for genomic evaluation with different prior distributions for the effect of markers.
The LD and the effective size were estimated using a 50 k lllumina® panel for
50 sires and 853 cows. For 100 kb the average of r? was 0.16. The density of
this 50 k panel was considered sufficient to provide LD between chromosomal
segments for estimation of genomic breeding values. The effective size was
reduced over the course of generations, indicating increase intensity of
selection. The low estimate for effective size for recent generations indicated
the importance of considering inbreeding for mating to maintain the genetic
diversity of this breed. Genomic evaluations were performed by GBLUP,
BayesC, BayesCrtr, Lasso and two multi-trait models for milk yield (MY), fat
(MF) and protein (MP). The accuracies for predictions ranged from 0.65 to 0.80.
Bayesian prediction, GBLUP and multi-traits models were equivalent for predict
the genomic breeding values. However, the best option was GBLUP
considering overall fit, lower computational requirement and facility of
convergence. The results indicated that genomic predictions were adequate to
assist animal selection. In other study, the percentages of explained variance
for each SNP were calculated. Windows, composed of seven adjacent SNPs
deviated substantially from the other genomic regions were investigated. Two
strong signals were observed and related to the explanation of phenotypic
variance in BTA8 and BTA28 for MY, MF and MP. In these regions were found
30 genes and some of them had high expression in mammary tissue, or were
related to the metabolism of glucose and excretion physiology. Within these
regions, were reported five candidates to QTLs for MY and MP in the literature.
An additional study for evaluate the performance of “Axiom® Genome-Wide
BOS 1 Array” from Affymetrix and the BovineHD BeadChip from llllumina® was
performed using forty eight sires. These sires had genetic representation for this
population. Both panels had adequate genomic coverage, high density of
markers distributed in the genome. Some markers showed also direct genetic
coverage (directly inside the genes). The LD estimates were higher with the
lllumina panel. But we observed high and moderate levels of LD for short
distances with both panels. It may be suitable to obtaining genomic breeding
values for these animals. However, the combination of both panels indicated no
viability.

Keywords: Linkage disequilibrium, GWAS, Bayesian models, Genomic
Selection, Zebu.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGAO

Dentre as racas zebuinas consideradas de dupla-aptidao a raca Guzera
apresenta, em conjunto, maior potencial lacteo e frigorifico. Tal aptidao
produtiva ainda é muito baixa quando comparada as ragas taurinas
especializadas que apresentam niveis maiores de producdo. A especializacao
destas racas europeias deve-se a maior intensidade de selegcdo para
caracteristicas produtivas, bem como, maior periodo de exposi¢cao a este tipo
de selegcdo. A raga Guzera, como os zebuinos em geral, teve menor
intensidade de selecdo artificial e maior de sele¢cao natural, o que conferiu alta
adaptabilidade as condicdes tropicais.

Introduzida no Brasil no século XIX com a finalidade de servir de forga
motriz (trabalho), a raca Guzera passou a ser selecionada para producéao de
leite e carne por iniciativa dos criadores (MELO; PENNA 2000). Nas ultimas
décadas, programas de melhoramento atuando em conjunto com ABCZ
(Associacao Brasileira dos criadores de Zebu) auxiliam no progresso genético
da raca para caracteristicas de interesse econémico (LOBO et al., 2014;
PEIXOTO et al., 2014).

O programa de Melhoramento do Guzera para leite, executado pela
Embrapa Gado de Leite e pelo Centro Brasileiro de Melhoramento do Guzera,
€ responsavel pelas avaliagbes moleculares e genético-quantitativas das
caracteristicas ligadas a produgédo de leite, seja por teste progénie ou pelo
nucleo MOET (multipla ovulacdo e transferéncia de embrides) (PEIXOTO et al.,
2014). Entretanto, a acuracia dos valores genéticos pela avaliagdo dos animais
em esquema de familias MOET nao é muito alta quando comparada ao teste
de progénie (BABIUK; PHILLIPS; MOO-YOUNG, 2013). Neste sentido, a
tecnologia de selegdo gendmica pode ser de grande utilidade para as
avaliagdes genéticas da raga, ja que as acuracia dos valores genéticos obtidas
por meio das avaliagbes genOmicas para touros jovens podem ser mais
interessantes que os valores genéticos obtidos pela avaliagdo tradicional
(PSZCZOLA; MULDER; CALUS, 2011). Além disso, as avaliagdes gendmicas

tendem a discriminar os melhores animais (geneticamente superiores), ao



invés das melhores familias e predizem valores genéticos diferenciados para
irmaos completos que ainda ndo possuem informagdes de desempenho préprio
ou de suas filhas (DAETWYLER et al., 2007).

As avaliagbes genbmicas ja sado parte importante de muitos programas
de melhoramento genético para gado leiteiro (HAYES et al., 2009; VANRADEN
et al.,, 2009; HARRIS; JOHNSON 2010 ). Em alguns destes programas, os
touros antigos que foram provados pelo teste de progénie foram genotipados e
essas informagdes tém sido compartilhadas entre programas de outros paises,
como a cooperagdo norte-americana (MUIR; DOORMAAL; KISTEMAKER
2010) e o projeto EuroGenomics (LUND et al., 2011).

A selecdo genbmica por empregar simultaneamente milhares de
marcadores distribuidos ao longo do genoma, possibilitara o aumento de
acuracia por incrementar informagcdes moleculares as avaliacbes para
caracteristicas quantitativas, como a produgao de leite e seus constituintes
(MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001). Quando usada como critério para a
pré-selecao para o teste progénie, as avaliagbes gendbmicas poderdo reduzir
gastos para provar animais que teriam baixo desempenho no teste (HAYES et
al., 2009). Sendo assim, diante das vantagens apresentadas é justificado o
estudo de selegdo gendmica para producdo de leite e seus constituintes na

raga.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Base da anélise genbémica: Desequilibrio de Ligagéo.

As caracteristicas quantitativas leiteiras passaram a ser estudadas e até
mesmo selecionadas em muitos programas de melhoramento genético, com
auxilio de marcadores moleculares os quais indicam as variantes de
determinada regido do DNA responsavel pela expressdo das caracteristicas.
Estes marcadores podem ser diretos, que indicam exatamente a mutacio
causal de um gene, ou indiretos, que marcam regides que estdo proximas a
mutagcdo causal ou a regides relacionadas com estas em apenas algumas
familias (DEKKERS, 2004).

Quando se trabalha com painéis de muitos marcadores em

caracteristicas quantitativas, estes marcadores s&o praticamente indiretos com



proximidade das mutagdes causais (DEKKERS, 2004). Desse modo a distancia
entre o locus do marcador e a mutagao implica na probabilidade de ocorrer o
processo de recombinacdo. A recombinagcdo é um fenbmeno que ocorre
durante a formacao dos gametas (espermatozoide e 6vulo) e envolve a troca
aleatdria de material genético entre os cromossomos homodlogos (GRIFFT et
al., 2007). A taxa de ocorréncia de recombinagao entre dois /oci € proporcional
a distancia fisica entre eles em um mesmo cromossomo. Desta forma, quanto
menor a distancia entre dois /oci, mais lento sera para se atingir o equilibrio
entre as frequéncias genotipicas observadas e esperadas desses loci sob
geragdes de acasalamentos ao acaso (FALCONER; MACKAY, 1997).

A medida de desequilibrio de ligagdo (DL) indica uma associagado nao
aleatéria entre dois loci considerados, baseados em suas frequéncias
genotipicas e alélicas (FALCONER; MACKAY, 1997). A principal causa do DL,
embora nao exclusiva, é o “linkage” (ligagao) entre os loci (proximidade fisica).
A técnica de selecao gendmica explora o DL entre os marcadores, pois assume
que os efeitos dos segmentos cromossdmicos analisados representam também
o DL entre o marcador e um possivel QTL (“Quantitative Trait Locus”) (DE
ROOS et al., 2008). Neste sentido as primeiras abordagens a serem
empregadas anteriormente a implementacdo da selegdo genémica em um
programa de melhoramento genético ou até mesmo ao estudo gendémico, sao
os estudos visando caracterizar a extensao, a distribuicdo e o decaimento do
DL em uma populacéo.

Existem muitos indices empregados para mensurar o DL, sendo que
para marcadores bialélicos os principais sdo |[D’| (LEWONTIN, 1988) e r? (HILL;
ROBERTSON, 1968) em que ambos variam de 0 a 1 (BOHAMANOVA,;
SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2010). A medida |[D’| é uma tentativa de
parametrizar o DL (GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005), e se tornou util em
comparagdes entre Joci quando diferentes frequéncias sido analisadas.
Entretanto, o |D'| tende a ser fortemente inflacionado em pequenas amostras e
na presenca de alelos raros (TEARE et al., 2002). Ja a medida r? ndo possui
estas limitagdes e pode ser interpretada como um coeficiente de correlagcéo de
frequéncias entre os alelos. O r? também é preferido para estudos de
associacao também porque existe uma relacao inversa entre este e o tamanho

da amostra necessaria para detectar a associagao entre um QTL e os SNPs



(WALL; PRITCHARD, 2003).

Inicialmente Farnir et al. (2000) e Tenesa et al. (2003) estudando o DL
em bovinos de leite com microssatélites relataram alto niveis de DL por longas
distancias. Entretanto estudos baseados em SNPs mostraram DL alto em
curtas distancias. Para a raca Holandesa, McKay et al., (2007) (2.670 SNPs) e
Bohamanova, Salgozaei e Schenkel (2010) (38.590 SNPs) encontraram r2 2
0,2 em distancias de até 100 kb. Outros autores como Khatkar et al. (2008)
(9.195 SNPs), Qanbari et al. (2010) (40.854 SNPs) e Sargolzaei et al. (2008)
(5.564 SNPs) observaram r? 2 0,2 em populagées de bovinos da raga Holandés
em distancias inferiores a 100 kb. Ja De Roos et al. (2008) (3.072 SNPs)
encontraram valores de r? < 0,15 para “Holstein”, Jersey e Angus em distancias
de até 100 kb. Silva et al. (2010) analisando o DL em 25 touros da raga Gir com
um painel de 54.000 SNPs obteve o valor de 0,21 para média de r> em 100 kb.
Entretanto Santos et al. (2013a) encontraram valores de r?iguais a 0,17 para as
ragas Gir (1959 animais) e Sindi (116 animais) trabalhando com um painel de
54.000 SNPs.

A variacdo observada na extensdo das estimativas de DL publicadas
depende de varios fatores tais como: histéria e estrutura populacional; tamanho
efetivo populacional (HAYES et al., 2003); o préprio tamanho da amostra, pois
quando pequenas pode levar a superestimacao (YAN et al., 2009); densidade e
distribuicdo de marcadores, o tipo de método utilizado para a reconstrugao de
haplétipos, rigor de filtragem dos SNPs (limiar de MAF e equilibrio de Hardy-
Weinberg); e o uso de apenas haplétipos maternos, ou de ambos os haplétipos
maternos e paternos (BOHAMANOVA; SARGOLZAEI; SCHENKEL 2010).

Todos os resultados observados na literatura consultada indicam que a
densidade dos marcadores utilizados foi suficiente para proporcionar
desequilibrio de ligacdo entre o0s segmentos cromossOmicos, e
consequentemente entre os SNPs e os QTL, para uma eficiente estimacéo dos
valores genéticos gendmicos, principalmente para distdncias menores que 100
Kb (r> moderados a alto). Meuwissen, Hayes e Goddard (2001) ao propor a
ideia de selegdo gendmica utilizaram marcadores adjacentes com r? > 0,20
indicando que tais marcadores, com esse DL com QTL, podem obter uma
explicacdo efetiva da variagao fenotipica resultante do efeito do QTL. Com
base nisto, de Roos et al. (2008) estimaram que seria necessario um painel de



no minimo 50.000 SNPs para se alcangar r? = 0,20 entre os marcadores
adjacentes entre as ragas por ele estudada. Entretanto, a tendéncia atual para
a selecdo genbmica de bovinos leiteiros € utilizar painel de alta densidade
(>600.000 SNPs). Apesar do aumento do numero de informagdes a serem
processadas, estas sdo mais acuradas em relacédo a captura do efeito do QTL
pelos marcadores.

O DL também ¢é importante na constru¢cao de blocos haplotipicos e das
fases haplotipicas. Estes blocos por vezes podem ser utilizados como unidades
para as analises gendmicas ao invés do préprio SNP (CALUS et al. 2008), nos
algoritimos de imputacdo (BROWNING; BROWNING, 2010), e na detecgéo
gendmica de alelos letais (VANRADEN et al. 2011). Segundo Khatkar et al.
(2007), os haplétipos sao regides cromossOmicas de alto DL e que
normalmente apresentam baixa diversidade, sendo representando tipicamente
por regides de baixa recombinacdo flanqueadas por “hotspots” de
recombinacdo. Ja quando o DL é estimado em duas populagdes com os
mesmos SNPs é possivel estudar a persisténcia de fase de ligagao entre elas.
A persisténcia de fase de ligagao refere-se quanto um segmento cromossémico
permanece inalterado ao longo de uma determinada distancia fisica, em
diferentes subpopulagdes, ragas ou espécies. Esta medida é baseada nas
correlagdes dos r? entre duas populagdes ao longo das distancias fisicas (DE
ROOS et al., 2008). Segundo Badke et al., (2012) a persisténcia de fase de
ligacdo é uma medida do grau de concordancia de fase de DL para os pares de
SNPs entre duas populacées. Através desta medida também é possivel
especular o tempo de divergéncia em numero de geragdes passadas entre
duas populagdes (DE ROOS et al., 2008).

2.2 Evolucéo das avaliacées: tradicional, assistida por marcadores e

gendmica.

O melhoramento genético animal é alcangado por meio da selegédo de
individuos que sao considerados superiores para reproducado. A classificacao
desta superioridade (avaliagdo), a partir das informagbes dos individuos
participantes de um programa de melhoramento genético, € o principal recurso
para orientacdo dos acasalamentos. Quanto maior € a semelhanca entre a

classificagao sugerida com a classificacao genética real, maior sera a garantia



que a superioridade sera transmitida para a geragao seguinte. A precisao dos
métodos de avaliagdo, conhecida como acuracia, € um dos principais
componentes que determinam o ganho genético em uma populagdo, sendo de
grande importancia dentro de um programa de melhoramento a utilizagdo de
meétodos de avaliagdo genética adequados. Inicialmente, estas avaliagbes eram
baseadas no fendétipo, ou seja, os animais que tinham melhores desempenhos
eram escolhidos, ou no caso da producao de leite, os filhos das vacas mais
produtivas. O valor genético era obtido pela simples multiplicagcdo do desvio
fenotipico da média do rebanho pela herdabilidade. Devido a complexidade das
varias fontes de informacao, havia certa dificuldade quando se desejava utilizar
simultaneamente informagdes de registro Unico, registros repetidos,
informagdes das progénies, do pedigree e de outras caracteristicas
correlacionadas para predi¢gao do valor genético de um individuo.

No final da metade do século XX, passou-se a ser utilizada a
metodologia dos indices de selegdo (HAZEL; LUSH 1943), que considerava as
relacbes entre as medidas fenotipicas, bem como as relagdes (covariancias)
entre animais com fenétipos (critérios de selegao - presentes na mao esquerda)
e 0s animais avaliados (objetivo de selegdo - presentes na mao direita). Com
esta metodologia era possivel processar todos os tipos de fontes de
informacao, de forma que o indice era o valor genético dos animais. Os indices
sdo considerados como BLP (Best Linear Prediction) e apresentam como
principais propriedades a diminuigdo do erro de predicdo, maximizagdo da
correlagdo entre o valor genético estimado e verdadeiro (acuracia) e a
maximizacdo da probabilidade de classificagdo correta pelo valor genético
predito. Desta forma, houve um incremento de acuracia no indice por agregar
informagdes da colateralidade de outros animais. A partir desta metodologia
passou-se a dar maior importancia ao pedigree dos animais para aplicagao em
avaliagdes, além da convencional relagao progenitor-progénie.

Posteriormente, com o advento dos modelos mistos (HENDERSON,
1949) as avaliagdes passaram a fornecer estimativas mais acuradas do valor
genético. No inicio, por meio do modelo touro que considerava relagdes
moderadas entre os animais e, em seguida utilizando-se o modelo animal, que
incluiam a matriz de parentesco na analise e considerava, portanto, relacbes

completas entre todos os animais bem como com seus ancestrais. Nesta



metodologia foi possivel estimar simultaneamente efeitos fixos (BLUE - Best
Linear Unbiased Estimator) e aleatérios (BLUP — Best Linear Unbiased
Prediction). Nesses modelos a inversa da matriz de parentesco entre os
animais, multiplicada pela variancia genética aditiva é adicionada a sub-matrix
resultante da multiplicacdo de duas matrizes de incidéncia dos efeitos genético
aditivo na mao esquerda da equacdo de minimos quadrados generalizado.
Desse modo a solugcdo BLUP é obtida para todos os animais que estdo
presentes na matriz formada pelo pedigree. Esta metodologia tem propriedades
semelhantes ao do indice de selegcéo, porém resulta no valor genético predito
diretamente, diferente dos indices em que primeiro € obtido os ponderadores e
depois os valores genéticos. Com isso o valor genético estimado passou a ser
utilizado mais intensamente como ferramenta de selecdo nos programas de
melhoramento genético, sempre divulgados em sumarios na forma de PTA ou
DEP (metade do valor genético predito).

A produgcdo de leite, gordura e proteina s&o caracteristicas
constantemente trabalhadas nos rebanhos participantes de controles leiteiros.
Como essas caracteristicas se repetem ao longo de um periodo (curva de
lactacédo), é possivel empregar além dos modelos unicaracteristica e de
repetibilidade os modelos que consideram o dia de controle como o
multicaracteristica de dimensao finita ou de regressao aleatéria (JAMROZIK;
SCHAEFFER; DEKKERS, 2007; SANTOS et al. 2013b). Tradicionalmente, a
producdo de leite tinha como critério de selecdo a avaliagdo da producgao
acumulada até os 305 dias (P305), podendo ser utilizados dados de uma sé
lactacdo (unicaracteristica) ou de varias lactacbes como repeticoes de uma
mesma caracteristica (repetibilidade) (EL FARO; ALBUQUERQUE, 2003). As
desvantagens destes métodos de avaliagdo ndo se encontram somente nos
modelos de avaliacdo, mas também da propria utilizacdo da P305 como
critério. Para a avaliagao genética da estimativa da P305, € necessario que as
vacas tenham as lactagbes encerradas para que sejam avaliadas. Caso
contrario, para que se incluam essas informagdes nas avaliagdes, as lactacdes
devem ser projetadas para 305 dias. Entretanto esse procedimento n&o é
realizado em alguns programas de melhoramento para leite, como de animais
zebuinos, ja que poderia acarretar problemas de superestimacgao da P305 para
animais de lactagdes curtas.



Alternativamente a P305, existem os proprios registros de controles que
podem ser utilizados como critério de sele¢cdo. Os modelos que consideram os
dias do controle (test-day models) também sao utilizados em larga escala por
alguns programas de melhoramento de taurinos leiteiros do mundo inteiro,
destacando o Canada, Alemanha, Holanda, Austria, Brasil entre outros
(ALBUQUERQUE, 2004). Dentre os test-day models, o modelo de dimenséo
finita consideram os registros de produgdo, como caracteristicas distintas, e os
modelos de regressao aleatéria abordam esses controles como dados
longitudinais, de modo que consideram as produgdes em fungao do tempo, ou
seja, consideram a curva de lactagdo dos animais. A vantagem dos modelos de
regressao aleatoria esta justamente na estimagdo da curva genética ao invés
de estimativas pontuais dos valores genéticos, o que permite avaliar a
persisténcia genética da produgado leite como consequéncia (JAMROZIK;
SCHAEFFER, 1997). Apesar da maior acuracia obtida com estes modelos em
relagdo ao unicaracteristica ou de repetibilidade, a demanda computacional
para o processamento aumentou pelo aumento do numero de parametros a
serem estimados.

Com o intuito de incrementar a acuracia e também reduzir o intervalo de
geragao, foram estudadas, e até mesmo aplicadas em alguns programas, as
informacdes moleculares além das informagdes fenotipicas e de pedigree.
Primeiramente, foi usada a selecdo assistida por marcadores (MAS). Esta
metodologia foi aplicada em gado de leite principalmente na pré-selecado de
animais, como para entrada de touros jovens em programas de teste de
progénie (KASHI; HALLERMAN; SOLLER, 1990; MACKINNON; GEORGES,
1998). A MAS utiliza simultaneamente dados fenotipicos e dados de
marcadores moleculares em DL com alguns QTLs e foi recomendada com o
objetivo de aumentar o ganho genético anual para as caracteristicas de
importadncia econdmica em varias espécies animais (DEKKERS, 2004). Na
MAS, a predigao do valor genético total por meio do BLUP € obtida incluindo
juntamente com a informacdo poligénica, os dados dos marcadores
moleculares como efeito fixo ou aleatério (DEKKERS, 2004), ou utilizando-se
indices que combinem essas duas informacdes, em que os ponderadores
podem ser mudados de acordo com o objetivo (DEKKERS; VAN ARENDONK,
1998).



Meuwissen e Goddard (1996) mostraram, a partir de dados simulados,
que a MAS é especialmente util para aquelas caracteristicas de baixa
herdabilidade, com alto custo de mensuracao, medidas tardiamente na vida do
animal ou apos a selegdo. Entretanto, para implementacdo da MAS, algumas
problematicas foram observadas. Pelo fato das caracteristicas quantitativas
envolverem grande quantidade de genes para sua expressdo, somente uma
propor¢gao pequena da variancia genética total era capturada pelo pequeno
numero de marcadores moleculares, (geralmente relacionados aos genes de
efeito maior) limitando o progresso ou ganho genético (SOLBERG et al. 2008).
Outro ponto é que quando a avaliagao é para caracteristicas com muitos /oci,
como as leiteiras, existe certa dificuldade de incorporagao dessas informacdes
moleculares nos modelos, como na determinagdo dos ponderadores a serem
usados, principalmente quando se objetiva selecionar multiplas caracteristicas.
Outro limitante é que para a aplicacdo da MAS para pré-selecao de touros, é
necessario que as familias sejam grandes o suficiente (principalmente com
muitos irmaos completos) para que seja possivel a selegao dentro de familia.
Além disso, a MAS requer estabelecimento do DL entre marcadores e QTLs
para cada familia em avaliacdo, o que pode nao representar todas as familias
da populacdo em questdo. Em funcdo desses aspectos, a implementacido da
MAS tem sido limitada e os ganhos em eficiéncia sdo muito reduzidos
(DEKKERS, 2004).

Visando contornar as problematica da MAS, alternativas moleculares
estdo sendo amplamente estudadas. A partir do trabalho de Meuwissen, Hayes
e Goddard (2001) concretizou-se a metodologia de selecdo genémica (SG) e
iniciou-se a comercializagcido, a custos acessiveis, de painéis com milhares de
marcadores de polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) espalhados pelo
genoma bovino (VAN TASSELL et al., 2008). Os SNPs s&o formas de variagao
abundantes de polimorfismos de DNA presentes em todo o genoma e tém se
tornado preferenciais em relagao aos outros tipos de marcadores moleculares,
uma vez que apresentam menores taxas relativas de mutacdo e sao de facil
genotipagem (ROMUALDI et al. 2002). Esse tipo de marcador € comumente
utilizado para a deteccao e localizacdo de QTL para caracteristicas complexas
(HAYES et al. 2008). Na SG, a idéia central ndo é utilizar marcadores
especificos para os QTLs, mas sim utilizar uma quantidade expressiva deles,
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espalhados por todo o genoma, de forma a promover uma cobertura ampla de
todas as regides do DNA presumindo-se que sempre existem marcadores
proximos e em DL com um possivel QTL (DE ROOS et al., 2008). Por meio
desta propriedade € possivel envolver todo 0 genoma para a analise de uma
determinada caracteristica, o que implica em uma eficiente explicagdo dos
efeitos genéticos totais, permitindo também a utilizagdo destas informagdes em
modelos estatisticos para estimacédo de valores genéticos, aqui denominados
de valores genéticos gendmicos (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001).
Desta forma, a SG é a selecao de individuos considerados superiores a partir
desses valores genéticos genémicos (GEBV).

A SG nao possui os mesmos limitantes da MAS e de acordo com
Dekkers (2007), Meuwissen (2007) e Muir (2007),e quando comparada a
selecao tradicional quantitativa, baseada no BLUP, fornece: 1) predigcbes dos
valores genéticos com maior acuracia, principalmente para as caracteristicas
que se expressam em um unico sexo e/ou sejam de baixa herdabilidade, 2)
menor incremento na endogamia (menor tendéncia a selegdo familiar), 3)
antecipagao do processo de selecdo no caso de caracteristicas mensuradas
tardiamente na vida do animal, além de 4) viabilizar a avaliagdo de
caracteristicas de dificil mensuracao ou de alto custo.

A SG é a mais promissora ferramenta que surgiu para aumentar a taxa
de ganho genético na pecuaria (WEIGEL et al., 2010). O incremento de
acuracia das predigdes gendmicas é observado principalmente em animais
jovens nao havendo mudancgas significativas nos touros ja provados
(SCHAEFFER, 2006). As provas sao usadas para pré-selecdo para o teste
progénie e também para selegdo de animais quando estes sédo selecionados
pelo GEBV na avaliagdo genémica total. As provas gendmicas para gado de
leite possuem um fluxo que envolve uma populacdo de referéncia e outra
populagdo a ser selecionada. Desta forma, a populacdo de referéncia é
constituida por animais que necessariamente possuem informag¢des acuradas
da caracteristica. Esta populagao servira de base genética para a predigao dos
efeitos dos marcadores. Os efeitos dos marcadores sao multiplicados pelos
gendtipos dos animais que se desejam avaliar, e os valores genéticos
gendmicos destes animais € predito pela somatdria dos resultados destas
multiplicagdes, sem a utilizagdo de informacgdes fenotipicas desse animal ou de



11

suas filhas (HAYES et al., 2009).

A determinacdo da populacdo de referéncia, como o seu tamanho e
constituicdo, tem grande influéncia na precisdo das predigdes gendmicas
(HAYES et al., 2009; VANRADEN et al. 2009). No caso de rebanhos leiteiros a
constituicdo é dependente principalmente da composi¢ao (touros e vacas) e a
genotipagem seletiva de acordo com a estrutura da variavel resposta. Na
maioria dos paises, apenas os touros, principalmente de alta acuracia foram
genotipados e incluidos na populagédo de referéncia (LOBERG; DURR, 2009).
Entretanto, em muitos paises, existe um numero limitado de touros que sao
testados e isso dificulta a obtencao acurada de predi¢cdes dos coeficientes dos
marcadores a na populacao de referéncia de modo que diferentes estratégias
podem ser utilizadas. Umas das estratégias é a inclusdo de gendtipos de
fémeas na populagao de referéncia. Em muitos programas de melhoramento
genético as matrizes, candidatas a mé&e de touros, sdo genotipadas
(SPANGLER et al., 2008). Por outro lado, a utilizagdo das informag¢des mais
acuradas, implicam na utilizagdo dos melhores animais como referéncia. Em
estudo de simulagdo de gado leiteiro, Jiménez-Monteiro, Gonzalez-Recio e
Alenda (2011) concluiram que a amostragem bi-caudal feméas juntamente com
a amostragem usual para machos deve ser considerada, muito embora estes
autores ndo tenham avaliados esta combinagédo com desvios de rendimento
das filhas (DYD) para machos ou qualquer outro pseudo-fenétipo.

O primeiro passo para a selegao genémica é gerar a variavel resposta
para a analise gendmica que depende das fontes disponiveis (desempenho
préoprio, das filhas ou dos pais). Diferentes informagdes podem ser usadas
desde o proprio fendtipo, como registros unicos, repetidos ou a média da
progénie, até os pseudo-fen6tipo como DYD (VANRADEN; WIGGANS, 1991),
EBV (estimated breeding value) e EBV-desregressado (GARRICK; TAYLOR,;
FERNANDO, 2009). Para as caracteristicas leiteiras os pseudo-fenétipos sao
preferidos por atribuir informacées dos machos para analise genémica. Dentre
estes, o DYD é o mais usado porque além dos touros apresentarem impacto
maior sobre programas de melhoramento genético do que as vacas, seus
DYDs sao mais acurados do que os fendtipos das vacas (CALUS, 2009). Os
EBV-desregressados pode ser considerado um tipo de “deregressed-proff’
quando sao utilizados touros acurados na populagcdo de referéncia, pois
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combinam diferentes fontes de informagcdao além das informagdes de suas
filhas. De um modo geral, os “deregressed-profff s&o considerados
equivalentes ao DYD (SIGURDSSON; BANOS, 1995). Os EBV-desregressados
sao utilizados em avaliagdes gendmicas de caracteristicas leiteiras em caso em
que existam vacas e touros na populagao de referéncia. Entretanto quando se
utiliza qualquer pseudo-fendtipo desregressado ha um incremeto individual
desproporcional a variavel resposta que leva a necessidade de se considerar
heterogeneidade do residuo pelos modelos estatisticos com ponderadores que
variam de acordo com a desregressao e efeitos considerados (GARRICK;
TAYLOR; FERNANDO, 2009).

Os resultados das avaliagbes gendmicas quando s&o usados como
critérios para a pré-selecdo de animais para o teste progénie possibilita a
reducdo de gastos para provar touros que teriam baixo desempenho no teste
(HAYES et al., 2009). Schaeffer (2006) reportou que as mudangas genéticas
podem ser de trés a quarto vezes maiores que os atuais programas de teste
progénie e economizar com custos logisticos em até 97%. Além disso, os
custos de genotipagem também s&o susceptiveis de diminuir ao longo do
tempo, o que tornaria a SG mais facil de administrar. Schrooten et al., (2005)
reportaram que o progresso geneético aumentou de 19 para 31% comparado
com o teste progénie, quando os marcadores explicaram 50% da variancia
genética. VanRaden et al., (2009) reportaram que a habilidade de predigao para
caracteristicas leiteiras usando as predigbes gendmicas foi 50% contra 27%
pelo o PTA tradicional. Eles também reportaram que os ganhos para os touros
provados foram altamente significativos, embora menores do que os touros
jovens devido a elevada confiabilidade inicial dos touros antigos. Vale ressaltar
que a SG ja é aplicada e mostraram resultados promissores em varios paises
como USA, Canada, Nova Zelandia e Holanda, onde os valores genéticos dos
touros leiteiros tém sido preditos com uso de informagdes gendmicas (HAYES
et al., 2009).

Apesar destas Ultimas inovagbes na area gendmica trazerem as
vantagens descritas acima, as informagdes moleculares exigiram o aumento de
recursos estatisticos e computacionais, limitando o uso das informagdées em
muitas analises, como as realizadas por meio de modelos multicaracteristicas e

pelos modelos que consideram o dia do controle. Embora estes modelos sejam
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aplicados facilmente substituindo a matriz de parentesco obtida a partir do
pedigree (A) pela matriz de parentesco genémica (G) (KOIVULA et al, 2012;
TSURUTA et al, 2011), ainda ndo existe uma analise robusta de natureza
multivariada com modelos que consideram diferentes variancias para os
diferentes marcadores, sendo esta, talvez, uma das maiores perspectivas para

otimizacdo de analises gendmicas das caracteristicas leiteiras.

2.3 Metodologias de avaliagdo genémica

A acuracia das predigbes das avaliagbes gendmicas é afetada por
muitos fatores, entre eles estdo: o numero de animais em conjunto de dados de
treinamento; a densidade do painel de marcadores, que determina o nivel de
DL entre marcadores e QTL; a relagdo entre os animais do conjunto de
referéncia e de validacado; a relagdo entre os animais dentro do conjunto de
referéncia; a herdabilidade da caracteristica; a acuracia das observagdes ou
pseudo-fendtipo usado; e o modelo e metodologia estatistica aplicada
(GODDARD, 2009;. HAYES et al., 2009; GODDARD; HAYES, 2009). Neste
sentido, as principais metodologias e modelagens consideradas para as

predigcdes gendmicas serdo detalhadas a seguir:
2.3.1 Principais efeitos ajustados nos modelos de predi¢do dos valores
gendmicos.

Os diferentes modelos de avaliagdo gendmica podem considerar
inclusdo ou nao da informacao dos poligenes juntamente com o efeito dos

marcadores.

2.3.1.1  Modelo com efeito dos marcadores:

Para um determinado /ocus de um SNP existem dois alelos possiveis (1, 2),
podendo existir trés possiveis gendtipos: “11”7, “12” e “22”. Arbitrariamente
sera designado com o valor +1/2 a; para o alelo 1 e o valor de —1/2 a; para o
alelo 2, de acordo com a parametrizagédo classica na qual a; é a metade da
diferenga entre dois homozigotos. O modelo pode ser representado na seguinte

na notagcdo matricial:

y=Xb+Wa+e,
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em que y é o vetor das observagdes; b &€ o vetor dos efeitos ambientais
(incluindo a média); a é o vetor dos efeitos dos marcadores; X e W sado as
correspondentes matrizes de incidéncia. E assumido que os residuos sdo

independentes e apresentam distribuicdo e ~ N(0,lc’). Para os efeitos dos

marcadores (a), diferentes distribui¢gdes a priori podem ser usadas.

2.3.1.2 Modelo com efeito dos marcadores e o componente poligénico:

Uma extensao do modelo anterior, incluindo o efeito dos poligenes, pode
ser representado da seguinte forma:
y =Xb+Wa+Zu+e,

em que u € o vetor dos efeitos poligénicos aditivos que representa
aqueles genes que nao sao considerados pelos marcadores. Esse efeito
aleatorio possui uma distribuigdo a priori u ~ N(0,Ac?), com A sendo a matriz

de parentesco animal obtida pelo pedigree.

2.3.2 Metodologias de predicdo dos efeitos dos marcadores e dos valores

genbmicos:

Para predicdo dos efeitos dos marcadores bem como os valores
gendmicos, diferentes metodologias s&o descritas na literatura sendo as

principais:

2.3.2.1 BLUP Gendbmico:

As abordagens para o BLUP genémico sao as mais utilizadas devido ao
baixo numero de parametros a serem estimados e a facilidade computacional
no processo de estimacgdo (SU et al.,, 2012;. VANRADEN, 2008). Entretanto,
em geral apresentam a desvantagem de estimar a mesma variancia para todos
os marcadores, e ndo realizar a selegdo de covariaveis (marcadores), salvo em
algumas implementagdes, como a utilizacdo da matriz genémica (G) ponderada
e a os modelos de regressdo de cumeeira (“Ridge Regression”) com efeitos
heteroscedasticos (SHEN; ALAM; RONNEGARD, 2013). Existem duas
abordagens principais na literatura, que, no entanto, sdo equivalentes. A
primeira foi descrita por Meuwissen, Hayes e Goddard (2001) como RR-BLUP:
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n
y:y+ZXiai+e

i=1

em que y é a variavel resposta, u é a meédia geral da populagao, Xi € uma
matriz com os alelos de cada animal para cada marcador i, n € o numero de

marcadores ao longo do genoma e ai é o vetor dos efeitos dos marcadores i,

onde é assumido que & |o: ~N(0,02), e e é o efeito do erro aleatério onde é
assumido que e |ag ~N(0,157) .

A outra abordagem foi descrita por VanRaden (2008) como G-BLUP:

y=u+729+e

Onde g é o vetor com os valores genéticos gendmicos obtidos
diretamente. E assumido que g|o; ~N(0,5,G), onde G é a matriz de
parentesco gendmico dada por g XX) __ sendo p;igual a frequéncia

Zi pi(1-p;)

alélica do marcador i. Z é matriz de incidéncia para g.
2.3.2.2 Procedimentos bayesianos:

Os procedimentos bayesianos apresentam vantagens em relagdo ao
método BLUP, pois consideram variancias diferentes para cada marcador e
realizam selecdo de covariaveis (com a excegao do BayesA). Seguindo o
mesmo modelo geral apresentado para o RR-BLUP, os métodos bayesianos
assumem distribuicdo para as variancias residuais e distribuicdo especifica

para os efeitos dos marcadores de acordo com cada tipo de método usado.
a) BayesA (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001)

No BayesA é assumindo uma distribuigéo a priori distribuicdo qui-
quadrado escalonada invertida para variancias dos efeitos dos marcadores

(0%). Sendo aijo efeito do marcador i assume-se que:

a | o7 ~N(0,07)

ot ~ 1 (\,S)

em que S é o parametro de escala e v € o numero de graus de liberdade.
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b) BayesB (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001)

O método BayesB apresenta as mesmas suposi¢des que o BayesA para
uma fragao fixa com probabilidade 1-m dos marcadores, e uma outra parte (1)

apresenta efeitos nulos. Sendo assim:
a | 7,07 ~ (1-7)N(0,57 = 0)+%,N(0,57)

P( =0)=7
P(y =1)=(1-7)

ol X (v, S) com probabilidade (1-7),

2

em que os valores v=4,234 e 5=0,0429 sao a media e variancia de o,

dado que asi >0 (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001).

¢) BayesCrr (KIZILKAYA; FERNANDO; GARRICK, 2010)

Assim como no BayesB, o BayesC1 também possui uma fragao 1T dos
marcadores com variancia igual a zero, porém para este é assumido uma

distribuicao a priori beta com parametros a e f3.
a; | 7,07 ~ aN(0,07 =0)+(1-7)N(0,57)
of ~ 2 (%.S)
S ~Gama(a, f)
No método BayesC uma varidncia comum é especificada para todos os

marcadores (02) e T tem distribuigdo uniforme U(0,1), que equivale ao método

RR-BLUP com selecao de covariaveis.
2.3.2.3 Lasso Bayesiano (DE LOS CAMPOS et al. 2009)

O método Lasso Bayesiano também realiza selegcao de covariaveis porém
nao por meio de uma fragao 1 de marcadores, mas via regressado penalizada,
onde uma distribuicdo controlada pelo pardmetro A é declarada para toda
colegédo de variancias dos marcadores. Segundo Yi e Xu (2008) este método

minimiza a soma de quadrados dos residuos limitando a soma dos valores

absolutos dos efeitos dos marcadores, t = Z| B;| parat 20, se a resposta dos

preditores estdo padronizados. Esse tipo especial de restricdo permite que
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alguns coeficientes de regressao sejam exatamente iguais a zero. Cabe
ressaltar que, com a utilizagdo do modelo LASSO, o grau de restricdo efeitos
dos marcadores € estimado a partir de informagdes do conjunto de dados, sem
necessidade de predeterminacdo do grau de restricdo nos parametros. Desta
forma tem-se que:

a; | rioe ~N(0,7707)

ot | 2% ~ Exp(2%)

22 ~Gamma (¢, 9,)

em que a variancia dos efeitos dos marcadores € dada como ai2 :rzoez. Os

efeitos dos marcadores serdo dados condicionalmente ao parametro A:
b a
ajl)=| 11— Al
p(ali) Ij:! zexp( ER)

Legarra et al., (2011) propés uma melhoria desta metodologia para
predigdo dos efeitos dos SNPs, conhecida como LASSO bayesiano melhorado.
A principal diferenga desta implementacdo em relagdo ao LASSO descrito
anteriormente esta nas variancias dos efeitos dos marcadores, que nao é mais
dado em fungado variancia residual, mas sim em fungdo variancia genética

aditiva.

3 |ri0'§ ~ N(O,rizaé)

~  n . . , 2 2 2
Entéo a variancia dos efeitos dos marcadores € dada como oj =7704. Em

que 0% é a variancia genética aditiva.
2.4 Analises de associagao ampla do genoma (GWAS):

As andlises de associagdo ampla do genoma (GWAS) é uma das
principais estratégias para investigagdo das mutagbes subjacentes aos
marcadores em caracteristicas complexas. Esta técnica utiliza uma série de
SNPs espalhados em todo o genoma para investigar a relagéo entre a variagao
genética explicada por esses marcadores e variacdo fenotipica da
caracteristica. Alguns destes SNPs podem ser a prépria variante causal ou

podem estar em alto DL com a variante causal, tendendo a serem herdados
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juntos ao longo das geragbes (PEARSON; MANOLIO, 2008; BUSH; MOORE,
2012). No entanto, a GWAS €& apenas a primeira parte no processo de
descoberta de um gene (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010; HARDY;
SINGLETON, 2009). Apds a deteccao da regiao gendmica, os genes sao
anotados de acordo com as coordenadas gendmicas para espécie. As
conclusdes dos GWAS necessitam de maior validagdo, como a utilizagado de
recursos de sequenciamento e avaliagdo funcional dos genes. O GWAS foi
empregado com sucesso na identificagcdo de genes em humanos (SAXENA et
al., 2007; SUN et al., 2011) e em diferentes espécies (COLE et al., 2011;
FLINT; ESKIN, 2012; XIE et al.,, 2012). Para as caracteristicas leiteiras a
maioria dos estudos indicam o gene DGTA1, no cromossomo 14, como a
regiao mais significativa (JIANG et al., 2010; WANG et al.,, 2013). Isto
demonstra a consisténcia e a viabilidade desta metodologia para gado leiteiro,
ja que este gene é comprovadamente o de efeito maior nestas ragas
(GRISART et al., 2004).

Varias abordagens foram propostas para a GWAS: utilizando-se analises
de associagao por meio de marcadores unicos seja por testes de correlagao ou
de regressado genética aditiva (CLEVELAND; DEEB, 2009); modelos lineares
mistos (LM) (YU et al, 2006; SAHANA et al., 2010); modelos de haplotipos
(HM) (DASHAB et al., 2012) e genealogia baseada no modelo misto (GenMix)
(DASHAB et al., 2012). Também estdo sendo empregadas as mesmas
modelagens utilizada para SG, principalmente as que consideram encolhimento
dos efeitos dos marcadores com selecdo de covariaveis como o Lasso
(TIBSHIRANI, 1994), os modelos Bayesianos, como BayesC (PETERS et al.,
2013), e o “single-step” GWAS (ssGWAS) que é uma adaptagcdao do GBLUP
(WANG et al., 2012).

Assim como na SG, a densidade do painel de marcadores, modelo
estatistico empregado, a herdabilidade da caracteristica, tamanho da amostra
também tém impactos sobre GWAS. Considerando o método com testes de
marcadores unicos existem dois outros problemas comuns: os testes multiplos,
a estratificacdo da populagdo e o grau de parentesco entre os individuos da
populacdo. O enorme numero de testes estatisticos realizados apresenta um
potencial para resultados falso-positivos, levando a um novo rigor no nivel

aceitagao da significancia estatistica e requisitando replicacdo dos resultados
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encontrados (PEARSON; MANOLIO, 2008). Para resolver os multiplos
problemas de teste, correcdo de Bonferroni e teste de permutacdo podem ser
usados. Ja para estrutura, as analises sao realizadas dentro de cada estrutura
ou pode-se realizar corregao do fendtipo para subestrutura populacional por
meio dos componentes principais da matriz de relacionamento gendmico
(PRICE et al., 2006). Considerando que exista uma leve subestruturagéo e os
individuos sao pouco aparentados, a técnica “Genomic Control” para
desinflacionar o valor de associagdo pode ser adotado (DEVLIN;ROEDER,
1999). Ja quando os individuos da populagcéo sao aparentados, a abordagem
por meio dos modelos mistos € preferida por discriminar o efeito poligénico do

efeito do marcador.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste tese foi a detec¢ao de polimorfismos presentes no
DNA que estejam associados as caracteristicas de producgao de leite, gordura e
proteina da raca Guzera, bem como a avaliagcdo de modelos para predicao de
valores genéticos gendmicos, visando a futura selegdo gendmica de animais

para estas caracteristicas. Especificamente, os objetivos da tese foram:

- Verificar a distribuicdo das frequéncias dos polimorfismos e calcular o

desequilibrio de ligagdo no genoma de bovinos da raga Guzera.

- Comparar diferentes modelos para avaliagdo genética gendmica em
relacdo a diferentes distribuicdes a priori para a predicao dos efeitos do
marcadores, considerando a inclusdo ou ndo da informacdo dos poligenes

(modelo infinitesimal).

- Estudar a associagao dos polimorfismos com producao de leite e seus

constituintes nas vacas da raga Guzera.

- Comparar painéis de comerciais de alta densidade que serao utilizados

em uma futura genotipagem de animais desta populacéo.
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CAPITULO 2 - ESTIMAGAO DO DESEQUILIBRIO DE LIGA(}AQ E
TAMANHO EFETIVO POPULACIONAL EM BOVINOS DA RACA GUZERA

RESUMO - O desequilibrio de ligagao (DL) € a base para a maioria dos estudos
genbmicos, pois representam o DL entre um marcador e um possivel QTL.
Desta forma, objetivou-se com este estudo avaliar e caracterizar o desequilibrio
de ligagdo do painel de 50 k da lllumina® e o tamanho efetivo da populagéo de
Guzera que sera usada nos estudos de associagao e selecao genémica. Para
este estudo, foram usados 50 touros e 973 fémeas da raca Guzera
pertencentes ao programa de melhoramento do Guzera para Leite, sob
coordenacao da Embrapa gado de leite em parceria com o Centro Brasileiro de
Melhoramento do Guzera e a ABCZ. O DL foi avaliado utilizando a estatistica r?
para todos os pares de marcadores em cada cromossomo. Para estimar o
tamanho efetivo, a esperanga do r? ao longo da distancia fisica foi obtida como
a média do r? em intervalos regulares de 100 Kb, para distancias acima de 100
Kb, e intervalos de 5Kb para distancias abaixo de 100kb. De modo geral, a
utilizacdo de um painel com menor densidade para as ragas Guzera
proporcionaria cobertura inadequada para estudos de associagcdo e selegao
genbmica. Os resultados obtidos indicam que a densidade do painel utilizado
foi suficiente para proporcionar DL entre os segmentos cromossémicos e sao
adequados para a estimacao de valores genéticos para curtas distancias (r?). O
tamanho efetivo atual foi de 137 e apresentou tendéncia de ser reduzido com o
decorrer das geragdes, indicando aumento da intensidade de selegcéo para a
raca nas Uultimas geragdes. O baixo tamanho efetivo observado para as
geragbes recentes traz implicagbes da consideracdo da endogamia nas
decisdes dos acasalamentos para manter a diversidade genética da raca.

Palavras chaves: Gendmica, Selegdo gendmica, Zebu
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INTRODUGAO

A recente disponibilidade de genotipagem em larga escala, com milhares
de informacdes de marcadores SNP, determinou uma nova tendéncia nas
analises genéticas modernas da relagéo entre gendétipo e fendtipo e em suas
aplicagbes no melhoramento genético animal. As principais implementacdes e
inovacdes s&o as analises de associacao global (COLE et al., 2011; JIANG et
al., 2010) e a selegcao genbmica ampla (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD,
2001). Estas duas técnicas exploram o desequilibrio de ligagdo (DL) entre os
marcadores, pois assumem que o DL entre os segmentos cromossémicos
analisados representa também o DL entre um marcador e um possivel QTL
(“Quantitative Trait Locus”) (DE ROOS et al.,, 2008). A medida de DL indica
entdo uma associacao nao aleatdria entre dois loci considerados, baseados em
suas frequéncias genotipicas e alélicas (FALCONER; MACKAY, 1997). Desta
forma as primeiras abordagens a serem empregadas anteriormente a
implementacdo da selecdo gendmica (ou de qualquer estudo gendmico
envolvendo uma plataforma de marcadores) sdo os estudos visando
caracterizar a extenséo, a distribuigdo e o decaimento do DL na populagéao.

A estimativa do DL é influenciada por fatores relacionados as técnicas
de estimacao e a fatores populacionais. Como fatores técnicos, encontram-se o
tamanho e a representividade da amostra, pois quando pequenas podem levar
a estimagdo imprecisa, principalmente a superestimagédo (YAN et al., 2009);
densidade e distribuicdo de marcadores; o tipo de método utilizado para a
reconstrugdo de hapldtipos; rigor de filtragem dos SNPs (limiar das menores
frequéncias alélicas e equilibrio Hardy-Weinberg); e o uso de apenas
haplétipos maternos ou ambos os haplétipos parentais (BOHAMANOVA;
SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2010). Os fatores populacionais estéo
relacionados a histéria e estrutura da populacéo, dentre os quais, vale destacar
o tamanho efetivo populacional (Ne), que influéncia inversamente o DL
(HAYES et al., 2003).

O Ne refere-se ao numero de individuos aptos a reprodugcdo e que
mostrariam a mesma dispersdo das frequéncias alélicas que uma populagao
idealizada sob deriva genética aleatdéria ou também, a mesma quantidade de
endogamia que essa populagao idealizada (WRIGHT, 1938). Segundo Hayes
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et al. (2003), o DL em distancias genémicas curtas é dependente do tamanho
efetivo relacionado a historia antiga da populagdo, enquanto o desequilibrio a
longa distancia depende do tamanho efetivo relacionado a historia recente da
populagao.

Embora o DL e o Ne sejam fatores que influenciam a acuracia das
analises de associacao global e selecdo genémica (HAYES et al, 2009), o
padrao de DL ainda nao foi exaustivamente caracterizado na raca Guzera, e as
previsdes de Ne sao limitadas aquelas inferidas a partir dos dados de pedigree
(PANETTO et al., 2010; PEIXOTO et al., 2010). Assim, objetivou-se com este
estudo avaliar e caracterizar o desequilibrio de ligagdo do painel BovineSNP50
da lllumina® e o tamanho efetivo da populagdo de Guzera para futuros estudos

de associagao e selegdo genémica.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram usados 50 touros e 973 fémeas da raca Guzera
pertencentes ao programa de melhoramento do Guzera para Leite, sob
coordenagao da Embrapa Gado de Leite em parceria com o Centro Brasileiro
de Melhoramento do Guzera e a ABCZ (Associagao Brasileira dos Criados de
Zebu). A genotipagem foi realizada utilizando um painel de 50K (“BovineSNP50
BeadChip”) para as fémeas e um HD (“BovineHD BeadChip”) da lllumina® para
os touros. Entretanto, para padronizacdo das analises, foram utilizadas
informagdes moleculares referentes ao conjunto de marcadores presentes no
painel de 50K. O controle de qualidade dos dados genémicos foi realizado com
o auxilio do “software” PLINK (Purcell et al. 2007). Para o controle de qualidade
das amostras, foram adotados a “call rate” maior que 0,90 e heterozigosidade
até mais ou menos 3 desvios-padrao da média. Ja como critérios para o
controle de qualidade do marcador foram adotados “call rate” maior que 0,98,
MAF maior que 2%, “p-value” do teste estatistico do equilibrio de Hardy-
Weindberg com até 10, correlagdo entre marcadores até 0,998, além da
eliminacdo de SNPs coincidentes e com possiveis erros de posicionamento
fisico em relagdo ao mapa de referéncia (UMD v3.1). A quantidade de animais
e de SNPs utilizados no final do processo foi 1.005 individuos (45 touros e 960
fémeas) e 25.024 SNPs.
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As fases dos haploétipos foram construidas com o “software” fastPHASE
(SCHEET; STEPHENS, 2006). O desequilibrio de ligacdo (DL) foi avaliado
utilizando a estatistica r? (HILL; ROBERTSON, 1968) para todos os pares de
marcadores em cada cromossomo, utilizando o programa estatistico R (R
CORE TEAM, 2013). O r?foi calculado da seguinte forma:

2 (freq.AB * freq.ab — freq.Ab* freq.aB)’
(freq.A* freq.a* freq.B* freq.b)

Em que freq.A, freq.a, freq.B e freq.b sao as frequéncias dos alelos A, a, B e b,
respectivamente, e freq.AB, freq.ab, freq.aB e freq.Ab sdo as frequéncias dos
haplotipos Ab, ab, aB e Ab na populagao, respectivamente.

Foram identificados e removidos possiveis SNPs “misplaced” em relagao
ao genoma de referéncia (UMD3.1). Para isso foram analizados os dez maiores
valores de r?> de cada SNP. Niveis criticos de r> de acordo com a distancia
fisica foram utilizados: valores de r? acima de 0,81 até 10Mb; valores de r? de
0,40 a 0,80 até 14 Mb; valores de r?de 0,20 a 0,39 até 17 Mb; valores de r? de
0,10 a 0,19 até 21 Mb, abaixo de 0,20 até 27 Mb. A fim que nao fosse
eliminado SNPs com posicionamento correto que possui um alto r2 com um
“misplaced” foi considerado o SNP deveria possuir mais de 60% dos r? com
outros 10 SNPs acima do nivel critico para ser considerado um possivel
“misplaced”. A retirada dos SNPs se inicia pela totalidade dos dez SNPs até o
nivel de tolerancia (60 %).

A fim de se obter uma melhor verificagdo acerca da cobertura dos
marcadores contidos no painel, foram construidos cenarios com distintas
densidades de marcadores pela remogao sequencial dos SNPs (100%, 50%,
25% e 10%) e analisados o DL entre os SNPs adjacentes. Também a partir de
cenarios menores € possivel estudar a adequagao de um painel customizado
para a raga e que poderia ser utilizado em estudos de imputacdo. Quando 50
% dos SNPs foram mantidos, significa que o segundo SNP na sequéncia foi
removido e mantido o terceiro, quando 25% foram mantidos, significa que
foram removidos 2 SNPs a partir do primeiro € mantido o quarto, e assim por
diante.

Para estimar o tamanho efetivo, a esperanga do r? ao longo da distancia

fisica foi obtido como a média do r? em intervalos regulares de 100 Kb, para
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distancias acima de 100 Kb, e intervalos de 5Kb para distancias abaixo de
100kb. Uma vez que a esperanca do r? pode ser dado em fungdo do tamanho
efetivo populacional (Ne) e da distancia em Morgan (c) como E(r?) = 1/[1 +
4Nec], o tamanho efetivo populacional a T geragdes passadas foi estimado da
seguinte forma:
Ny = (1/4c)(1/F* 1)

em que Nt é o tamanho efetivo populacional a T geragdes passadas, ¢ é a
distancia entre os marcadores em morgans, assumindo 1Mb= 1cM, e T=1/2c
(Hayes et al., 2003). Pares de marcadores com distancias ¢ < 106 (~100bp),
isto €, T>500.000, ndo foram usadas pois a aproximacao € valida apenas para

¢ muito maior que a taxa de mutagéo (~10-2 por locus por geragéo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as estimativas do r?> em fungdo da distancia fisica foram
analisadas para cada cromossomo. Foi observado que alguns cromossomos
apresentaram alguns SNPs com niveis de r? maiores que o esperado em
distancias maiores que 10 Mb. Estes SNPs nesta situacdo sdo denominados
como “misplaced” segundo Bohamanova, Sargolzaei e Schenkel (2010), pois
sdo referentes a um possivel erro de coordenadas pelo UMD v3.1 “assembly”.
Estes autores propdem um algoritmo para corre¢cdo das posicoes
aparentemente equivocadas, porém os mesmos aconselham a ndo utilizacao
destes SNPs em algumas analises, devido imprecisdo do novo
posicionamento. Foram identificados e eliminados um total de 201 SNPs em
todo o genoma. Apods a eliminagdo dos “misplaced”, as estatisticas de r? foram
consideradas como adequadas para ser avaliada em funcéo da distancia fisica.
Como esperado, foi observada a tendéncia de diminuicdo do r? quando se
aumentou a distancia fisica entre os marcadores. Foi observada a tipica curva
de declinio acentuado em distancias até 1 Mb aproximadamente, e declinio
suave em distancias maiores. A maior média de r? (0,19) pode ser considerado
um valor moderado, e foi observada em distancias entre marcadores com até
40 Kb.
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Tabela 1 - Desequilibrio de ligagdo (r?) entre pares (N) de SNPs separados por
diferentes distancias para todos os autossomos.

D'Sﬁgc'a N Média Mediana DP?  Info5%  Sup95° 0(/;’, ;255 O(/;’;OZ ()/BSf
0-0,04 7608 019 007 026 0,00 0,85 3454 2843 2137
0,04-006 5766 016 005 023 0,00 075 3013 2499 1833
0,06-0,1 11639 0,13 004 020 0,00 062 2525 2014 137
0102 28032 01 0,03 017 000 048 1893 1452 936
0205 82162 006 002 012 000 028 1118 781 448
0,5-1 132931 005 002 009 0,00 020 755 495 254
0,5-1 250095 0,04 001 008 0,00 016 571 365 176
1-2 739498 0,03 001 006 0,00 013 373 228 1,08
2-5 1149128 002 001 005 0,00 008 175 106 046
510 2038494 001 000 003 0,00 005 013 033 008
10-20 4413934 001 000 001 0,00 002 005 003 000
20-50 2071037 000 000 001 0,00 001 000 000 000
50-100 397864 000 0,00 001 0,00 001 000 000 000

SNP: single-nucleotide polymorphism. 'N: nimero de pares de SNPs. 2Desvio padréo.
3Percentil 5% e 95%. “Porcentagem de pares de SNPs com r2 > 0,15, 0,20 e 0,3.

Valores de r? considerados como Util para ser empregados em andlises
gendmicas divergem na literatura, podendo ser maiores que 0,20 em estudos
de simulacdo (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001) e maiores que 0,15,
0,20, 0,25 e 0,30 em estudos com dados reais (MCKAY et al.,, 2007;
BOHAMANOVA; SALGOZAEI; SCHENKEL, 2010; QANBARI et al., 2010).
McKay et al.,, (2007) sugeriram que com um SNP a cada 100 kb seriam
possivel obter uma média de r? variando de 0,15 a 0,20 entre os marcadores, e
isto representaria uma correlagdo suficiente entre os marcadores e um QTL (r?
= 0,3). Desta forma, para distancias de 0 a 40 kb e 40 kb a 60 kb, 35% e 30%
dos marcadores apresentaram um limiar de r?> maior que 0,15 (Tabela 1). Para
estas mesmas distancias 28% e 25% dos marcadores apresentaram limiar de
r> maior que 0,20, e 21% e 18% dos marcadores apresentaram r? maior que
0,3, respectivamente. Sendo assim, marcadores com estas distancias podem
propiciar niveis de DL adequados para analises gendémicas. No entanto,
Bohamanova, Salgozaei e Schenkel (2010) trabalhando com uma populagao
da raga Holandesa, encontraram proporgdes maiores que neste trabalho (30%
e 23% dos SNPs com r?>0,3, para as mesmas distancias).

A distancia de 100 kb foi adotada como padrao de comparacao devido a
maioria dos estudos utilizarem esta distancia para a discussdo dos niveis de r?

encontrados. Desta forma, foi observada neste estudo uma média r? igual a
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0,16. Este resultado esta em concordancia com as médias estimadas por
McKay et al., (2007) para seis ragas taurinas e duas zebuinas (0,15 a 0,20) e
por de Roos et al. (2008) para a raga Holandesa, Jersey e Angus (r? < 0,15).
Resultados maiores que o encontrado no presente estudo foram reportados por
Khatkar et al. (2008) (>0,3), Sargolzaei et al. 2008 (> 0,50), Qanbari et al.,
(2010) (0,21) e Bohamanova, Salgozaei e Schenkel (2010) (0,22), para a raga
Holandesa e por Silva et al. (2010), estudando 25 touros da raga Gir (0,21). Ja
valores menores foram encontrados por Espigolan et al. (2013) para a raga
Nelore (0,11). Em geral os zebuinos apresentam um menor DL que os taurinos,
possivelmente devido a menor intensidade de selecao para caracteristicas de
interesse econdmico. A variacdo na extensao das estimativas de DL observada
entre a populacdo estudada da raca Guzera e as demais citadas, pode ser
atribuida, principalmente, as diferengcas no tamanho efetivo das populacdes e
as metodologias de estimagao do r2.

A partir cenarios com distintas densidades de marcadores pela remocgao
sequencial dos SNPs foi possivel estudar a adequacdao de um painel
customizado para a racga (Tabela 2). Pelos resultados, foi possivel observar que
os valores médios de r? tiveram uma consideravel diminuicdo, quando apenas
50%, 25% e 10% marcadores adjacentes foram analisados (r*> < 0,10). A
porcentagem de r? (til também declinou principalmente quando foram
considerados r2 > 0,2 com 50% e 25 % dos SNPs e r2 > 0,3 com 100% e 50%
dos SNPs mantidos nas analises. Os resultados indicaram também que a
utilizacdo de um painel com menor densidade para a populacao estudada
proporcionaria cobertura inadequada para estudos de associacdo e para
selecdo gendmica. A média de todos os SNPs adjacentes foi r? de 0,14. Este
resultado é satisfatério com um painel de 50k para populagdes zebuinas,
considerando que Espigolan et al. (2013) encontraram 0,17 usando um painel

de alta densidade (770 mil SNPs) em uma populagao da raga Nelore.
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Tabela 2 - Média de r? entre pares de marcadores SNPs adjacentes para
diferentes densidades de marcadores.

% SNP Mantido N° marcadores Média %r2>02 r?%>0,3
100 25.024 0,14 22 15
50 12.512 0,10 15 9
25 6.256 0,06 8 5
10 2.503 0,04 5 2

Por meio da Figura 3, € possivel observar que o tamanho efetivo
populacional da raga era proximo a 20.000 ha 10.000 gerag¢des passadas, ou
seja, mais recente que a divergéncia de Bos primigenius taurus e Bos
primigenius indicus, processo que ocorreu ha mais de 100.000 geragdes atras
(MACHUGH et al. 1997). Depois da domesticagcdo, ha aproximadamente
10.000 anos, o tamanho efetivo foi reduzido para alguns milhares (~15 mil),
indicando a influéncia da selecao artificial na estrutura populacional e a maior
intensidade de selegdo com o avancgar das geragdes. Resultado semelhante foi
também encontrado por de Roos et al., (2008) trabalhando com ragas taurinas
leiteiras. Ha 1000 geragdes, o tamanho efetivo populacional era maior que
2.000 e tendeu a ser reduzido para valores entre mil e dois mil. Desde o inicio
da entrada maciga dos zebuinos no Brasil, aproximadamente 15 geracdes
atras, o tamanho efetivo populacional era préximo a 300 e tendeu a acentuar o
seu declinio. Segundo de Roos et al. (2008) as estimativas de tamanho efetivo
ndo sao muito acuradas quando se assume que o tamanho efetivo
populacional é constante para todas as geragdes, mas ela € aproximadamente
verdadeira se o tamanho efetivo populacional € modificado linearmente com o
tempo. Entretanto, varios fatores podem influenciar a extensao do DL, de modo

que as estimativas devem ser consideradas como aproximadas.
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Figura 3 - Tamanho efetivo populacional ao longo da histéria da populacéo,
estimado da média de r? para diferentes marcadores para diferentes racas
zebuinas.

Pelas estimativas, o tamanho efetivo populacional da raca na geracao
atual é de aproximadamente de 137. Este valor apesar de baixo, estd de
acordo com os valores referencias da FAO (1998), que recomenda um
tamanho efetivo de no minimo 50 para que a taxa de endogamia da populacéo
seja mantida abaixo do nivel de um por cento por geracao. Valores menores
que este foram observados por De Roos et al., (2008) utilizando a mesma
metodologia para estudar racas taurinas, que reportaram valores variando de
32 (Holandés) a 135 (Jersey). No entanto, valores semelhantes foram obtidos
para esta mesma populacdo por Faria et al. (2002) e Faria et al. (2009)
utilizando as informagdes do pedigree, que encontraram valores de 117 e 104,
respectivamente. Foi observado uma leve tendéncia de aumento do tamanho
efetivo a partir da sétima geracdo até a primeira. Tendéncia semelhante foi
observada por Peixoto et al. (2010), utilizando as informacdes de pedigree
desta populacdo que observaram uma oscilacdo para 5 geracbes com leve
tendéncia ao aumento nas geracdes atuais. Estes autores encontram valores
para o tamanho efetivo popuacional de 384, 49, 61, 131 e 98, para as cinco
tltimas geragodes, resultando uma média de 144. Vale ressaltar que os dados
de genotipagens sao de animais oriundos desde a quarta geracao até atual, o
que pode ter contribuido para uma Unica estimativa para as Ultimas geragdes

desta populagdo. Segundo Peixoto et al. (2010), o baixo tamanho efetivo para
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esta mesma populagdo pode ser consequéncia do uso intenso de poucos
touros (geneticamente superiores) na reproducao.

O baixo tamanho efetivo observado para a raca Guzera revela a
importancia da consideracdo da endogamia nas decisbes dos acasalamentos
nos programas de melhoramento genético para manter a diversidade genética
desta populacdo. Desta forma, valem destacar como alternativas, as avaliacdes
genbmicas, cujas informagdes para orientacdo de acasalamento possibilitariam
um menor incremento da endogamia que as informagdes obtidas com a
avaliagao tradicional quantitativa, uma vez que as primeiras tendem a
discriminar os melhores animais (geneticamente superiores), ao invés das
melhores familias (DAETWYLER et al., 2007). Os resultados obtidos indicam
que a densidade do painel utilizado pode ser suficiente para capturar o DL
entre os SNPs e os QTLs, para possivel predicdo de valores genéticos
gendmicos, principalmente para distancias menores que 100 kb (r?> mode\rados
a alto). No entanto, a utilizagdo de um painel de maior densidade, como o
“BovineHD BeadChip” da lllumina® obteria niveis melhores de r? (>0,20) para a
realizacao de estudos genémicos. Neste sentido, estratégias de imputagdo com

o painel utilizado para um de maior densidade devem ser estudadas.
CONCLUSAO

A densidade do painel utilizado foi considerada suficiente para
proporcionar desequilibrio de ligagdo entre os segmentos cromossdmicos para
estudos de associagdo ampla e para predigdo de valores genéticos gendmicos.

O tamanho efetivo foi reduzido com o decorrer das geracdes. O baixo
tamanho efetivo das geracdes recentes traz implicagcbes da consideragcao da
endogamia nas decisbes dos acasalamentos para manter a diversidade

genética da raga.
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CAPIiTULO 3 - SEI,_EQAO GENOMICA PARA PRODU,C}AO DE LEITE,
GORDURA E PROTEINA EM BOVINOS DA RACA GUZERA

RESUMO - A selecdo gendGmica € uma promissora ferramenta para
incrementar a taxa de ganho genético nos programas de melhoramento
genético. Desta maneira, objetivou-se com este estudo avaliar a adequagéo
das avaliagbes genbmicas por meio do estudo das estimativas das acuracias
das predicdes genbmicas e da comparagdo com as predi¢des obtidas pela
avaliagao tradicional para a producao de leite (PL), gordura (PG) e proteina
(PP) dos animais pertencentes ao programa de melhoramento genético da raca
Guzera para leite. Também foi objetivo comparar diferentes metodogias de
predicdo gendmicas para estas caracteristicas nesta populagdo. 909 animais
da ragca Guzera foram genotipadas utilizando painel de 50k (“BovineSNP50
BeadChip”) e 777k (“BovineHD BeadChip”) da lllumina®, no entanto, foram
utilizadas apenas informagbes moleculares referentes ao conjunto de
marcadores presentes no painel de 50 k. Para o controle de qualidade das
amostras foram adotados “call rate” maior que 0,90 e heterozigosidade dentro
de = 3 desvios padrao da média. Ja os critérios para qualidade do marcador
foram adotados “call rate” superior a 0,98, MAF maior que 2%, p-value do
equilibrio de Hardy-Weinberg com até 10, correlagdo entre marcadores até
0,998, além da eliminagdao de SNPs coincidentes e com possiveis erros de
posicionamento fisico em relagdo ao mapa de referéncia. O numero de animais
utilizado depois do controle de qualidade foi 903, sendo 45 touros e 858 vacas.
O numero de SNPs final foi de 25.024. As informacgdes utilizadas referentes as
caracteristicas estudas, foram os valores genéticos desregressados. Foram
empregadas as metodologias GBLUP (uni, tricaracteristica e associado a
matriz H), BAYESC, BAYESCt, LASSO e dois modelos multicaracteristica.
Para validacdo da habilidade de predicdo dos modelos foi utilizada a
metodologia de validagdo cruzada, considerando a técnica de “k-folder”. Os
critérios de comparacgao entre os modelos foram acuracia empirica, viés das
predicbes gendmicas; quadrado meédio do erro de predicdo; média das
acuracias estimadas individualmente associadas a da avaliagdo gendmica
geral; e um indice de desempenho dos modelos associado ao ajuste global. O
impacto das avaliagbes gendmicas foi estudado com a acuracia esperada das
predicdes gendmicas e por meio da estimativa da correlagdo de Spearman
entre os valores genéticos gendmicos e, entre estes e o valores genéticos
obtidos pela avaliagdo tradicional, bem como através da analise de
coincidéncia das predicbes destes modelos. As predicbes genémicas foram
adequadas para selecao de animais da raga Guzera e as acuracias empiricas
das predi¢des foram em média de 0,77 para PL, 0,72 para PG e 0,79 para PP.
Houve algumas divergéncias na classificacdo dos animais pelas avaliacbes
tradicional e genémicas. As metodologias de predigdo bayesianas, GBLUP e os
modelos gendémicos multicaracteristica sdo equivalentes para a predicdo dos
valores gendémicos dos animais desta populacdo. No entanto, o GBLUP ¢é a
melhor opgao, considerando um ajuste global.

Palavras chaves: Inferéncia Bayesiana, SNPs, Zebu.
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INTRODUGAO

A selecdo genbmica (SG) é a mais recente e promissora ferramenta
para incrementar a taxa de ganho genético na pecuaria (WEIGEI et al., 2010).
Uma das principais razbes para esse incremento, é a diminui¢do do intervalo
de geragdes, por aumentar a relagdo acuracia/tempo das provas genéticas.
Além disso, outro beneficio pode ser alcangcado quando as avaliagdes
gendmicas sao usadas estrategicamente como critérios para a pré-selecao de
animais para a participagao no teste progénie, pois pode-se reduzir gastos com
animais que teriam baixo desempenho no teste (HAYES et al., 2009;
SCHAEFFER, 2006). Entretanto, a acuracia das predi¢bes oriundas das
avaliagbes gendmicas sado afetadas por muitos fatores, entre eles estdo: o
numero de animais no conjunto de dados de referéncia ; a densidade do painel
de marcadores, que determina o nivel de desequilibrio de ligacdo entre
marcadores e QTL (“Quantitative Trait Locus”); a relagdo entre os animais do
conjunto de referéncia e validagédo; a relacdo entre os animais dentro do
conjunto de referéncia; a herdabilidade da caracteristica; a acuracia das
observagbes ou dos pseudo-fendtipos utilizados; o modelo e metodologia
estatistica utilizada (GODDARD, 2009; GODDARD; HAYES, 2009; HAYES et
al., 2009).

As avaliagdes genbmicas sao parte importante de muitos programas de
melhoramento genético para gado leiteiro (HAYES et al., 2009; VANRADEN et
al., 2009; HARRIS; JOHNSON 2010). Em alguns destes programas, os touros
antigos que foram provados pelo teste de progénie foram genotipados e essas
informacgdes foram compartilhadas entre programas de outros paises, como a
cooperagao norte-americana (MUIR; DOORMAAL; KISTEMAKER 2010) e o
projeto EuroGenomics (LUND et al., 2011).

No Brasil, ja sdo utilizadas informagcdes moleculares objetivando a
selecado, como a identificagao dos animais para o alelo A e B da kappa-Caseina
(PEIXOTO et al., 2014). O teste progénie tradicional e o nucleo MOET (multipla
ovulagdo e transferéncia de embrides), que acelera o progresso genético pela
avaliagdo precoce dos animais, sa&o considerados no programa de
melhoramento da raga para leite (PEIXOTO et al., 2014). Entretanto, a acuracia
dos valores genéticos pela avaliagdo das familias MOET n&o é muito alto
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quando comparado ao teste de progénie (BABIUK; PHILLIPS; MOO-YOUNG,
1989). A acuracia dos valores genéticos gendmicos para touros jovens podem
ser mais altos que os valores genéticos obtidos com os modelos mistos, cujo o
ganho em acuracia € limitado ao aumento das informagdes provenientes das
familias. Além disso, as avaliagdes genbmicas tendem a discriminar os
melhores animais, ao invés das melhores familias (DAETWYLER et al., 2007) e
predizem valores genéticos diferenciados para irmaos completos que ainda ndo
possuem informacgdes de desempenho préprio ou de suas filhas.

Neste sentido, a SG, ao possibilitar o aumento de acuracia das
predigdes dos valores genéticos por incrementar informagdes de marcadores
moleculares nas avaliacbes para as caracteristicas quantitativas, pode auxiliar
no progresso genetico da ragca. Desta maneira, objetivou-se com este estudo
avaliar a adequagao das avaliagbes gendmicas por meio do estudo das
estimativas das acuracias das predi¢des gendmicas e da comparagdo com as
predigdes obtidas pela avaliagcéo tradicional para a producéo de leite, gordura e
proteina de animais pertencentes ao programa de melhoramento genético da
raca Guzera. Também foi objetivo comparar diferentes metodologias de

predicdo gendmicas para estas caracteristicas nesta populagéo.

MATERIAL E METODOS

Avaliagao genético-quantitativa

Foram analisadas informacgdes referentes a producgao de leite, proteina e
gordura pertencentes a vacas distribuidas em 36 rebanhos participantes do
programa de melhoramento genético do Guzera para Leite, realizado pela
Embrapa Gado de Leite em parceira com a ABCZ (Associacao Brasileira dos
Criadores de Zebu). A partir das produgdes do dia no controle foram calculadas
as produgdes, acumuladas até 305 dias de leite (PL), gordura (PG) e proteina
(PP). Para PL e PG foram consideradas informagdes até a quarta lactagao,
com a restricdo de que a vaca tivesse informagao da primeira lactagdo. Para
PP, foram utilizadas apenas as informacdes referentes a primeira lactacédo. A
descricdo dos dados utilizados esta apresentada na Tabela 1.

O grupo de contemporaneos foi definido como rebanho, ano e estagéo
de parto. A estacado de parto foi considerada como seca no periodo de abril a

setembro, e como chuvosa no periodo de outubro a margo. Foram
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considerados grupos de contemporéaneos com mais de quatro animais e
registros da caracteristica compreendidos entre mais ou menos trés desvios
padrées da média do grupo contemporaneo.

Tabela 1 - Numero de animais (N), numero de registros (NR), numero de

grupos contemporaneos (GC), média, desvio padrdao (DP) e coeficiente de
variag&o para a producao de leite (PL), gordura (PG) e proteina (PP).

Caracteristica N NR GC Média DP CV%
PL 3773 5423 233 2142 1032 48,18
PG 2029 2474 100 112 57 50,89
PP 1627 1627 59 70 29 41,43

Foram utilizados 6039 animais na matriz de parentesco, sendo que 698
destes eram touros, e destes 366 possuiam filhas com registros. Para as
analises genéticas para PL foi utilizado um modelo animal de repetibilidade,
para PG um modelo bicaracteristica de repetibilidade com a PL como ancora, e
para PP um modelo animal bicaracteristica com PL como ancora.

Os componentes de variancia foram estimados com o método de
Maxima Verossimilhanga Restrita (REML) com o programa Wombat (MEYER et
al., 2006). Foram considerados como efeitos fixos os grupos de
contemporaneos, e a idade da vaca ao parto (linear e quadratico) como
covariavel. Como efeito aleatério foi considerado o genético direto e de
ambiente permanente (no caso da PL e PG), além do residual. A descri¢gao dos
parametros genéticos estimados e as estatisticas dos valores genéticos
preditos (EBVs) para os animais genotipados estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Varidncia genética aditiva (og?), residual (oe?), de ambiente
permanente (0ap?), fenotipica (op?), herdabilidade (h?) e média e desvio padrio

dos valores genéticos (EBVs) preditos para os animais genotipados para a
producao de leite (PL), gordura (PG) e proteina (PP).

Caracteristica 042 0e? Oap? Op? h2 EBV
PL 158690 381560 71147 611400 0,26+0,004 7,8618,81
PG 439 616 508,19 1564 0,28+0,03 14,76+14,20

PP 197 572,79 - 769 0,27+0,02 286+260
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Analise genémica

1- Dados utilizados

Foram genotipados 909 animais da raga Guzera utilizando um painel de
50k (“BovineSNP50 BeadChip”) (50 touros) e 777k (“BovineHD BeadChip”)
(859 vacas) da lllumina®. Entretanto para padronizagdo da analise foram
utilizadas apenas informagdes moleculares referentes ao conjunto de
marcadores presentes no painel de 50 k. O controle de qualidade dos dados
genbmicos foram realizados com o auxilio do PLINK (Purcell et al., 2007). Para
o controle de qualidade das amostras foram adotados “call rate” de 0,90 e
heterozigosidade de * 3 desvios-padrdo da média. J& os critérios para
qualidade do marcador foram adotados “call rate” superior a 0,98, MAF maior
que 2%, p-value do equilibrio de Hardy-Weinberg com até 109, correlagao
entre marcadores até 0,998, além da eliminacdo de SNPs coincidentes e com
possiveis erros de posicionamento fisico em relacdo ao mapa de referéncia. O
numero de animais utilizado depois do controle de qualidade foi 903, sendo 45
touros e 858 vacas. O numero de SNPs final foi de 25.024. Apds isso, foram
imputados os gendtipos perdidos utilizando o software fastPHASE (SCHEET;
STEPHENS, 2006). As informagdes utilizadas referentes as caracteristicas
estudas, foram os valores genéticos desregressados (drEBVs) segundo
Garrick, Taylor e Fernando (2009). A média e o desvio-padrao dos drEBVs dos
animais genotipados para PP, PG e PL foram respectivamente 11 £ 25, 20 + 34
e 380 + 662.

2 — Analises estatisticas

Foram avaliadas as principais representantes das metodologias encontradas
na literatura, desde modelos que consideram homogeneidade de variancia para
o efeito do marcador, os que consideram heterogeneidade de variancia e
selegdo de covariaveis com fragao fixa e mével, e encolhimento dos efeitos dos
marcadores via regressdao penalizada. Desta forma foram empregados o
GBLUP (SNP-BLUP), BAYESC, BAYESCt e LASSO bayesiano por meio do
“software” GS3 (LEGARRA; RICARD; FILANGI, 2015), o que incluiram o efeito
dos marcadores e efeito poligénicos, além do residual. Matricialmente o modelo

G-BLUP pode ser representado da seguinte forma:



54

y = uy+tMa+Zu+e (3)

em que y é o vetor com os drEBVs; py é a média populacional; a é o vetor
dos efeitos dos marcadores, u € o vetor solugdo dos efeitos poligénicos; e o
vetor de residuos; e, X, M e Z sdo as correspondentes matrizes de incidéncia.
Para os efeitos a, u e e foi assumido priores com N(0,Gagnm?), N(0,Ac.?) e
N(0,Doe?) respectivamente, em que 0¢?, 0u? € Oe? sA0 as variancias genética
aditiva explicada pelos marcadores, poligénica e residual; G é a matriz de
parentesco gendmico baseado nas frequéncias alélicas dos marcadores,
computada como G=MM’/2Zpi(1-pi) (VANRADEN, 2008); A é a matriz de
parentesco baseado no pedigree e D € uma matriz diagonal com elementos
di=(1/wi). A ponderagao wi contabiliza a heterogeneidade de variancia devido a
diferenca de acuracia na avaliagdo genética. A ponderagao foi definida como
wi= ri?/(1-r), em que r? é a “reliability” da avaliagdo genética ( quadrado da
acuracia).

Nos métodos BayesC e BayesCr instalou-se uma fungcéo de mistura para
efeitos dos SNPs de modo que, a partir de uma distribuicdo binomial, uma
fragdo com probabilidade 1 dos marcadores n&o possuiu efeito. Desta forma vy,
M, u, e e foram definidos como na equacgao (3), e a (efeito de marcadores) foi
definido como & | 7,67 ~2N(0,67 =0)+(1—7)N(0,57) , em que a varidncia dos
marcadores (0%) seguiu uma distribuicdo a priori qui-quadrado invertida com v
graus de liberdade e parametro de escala S. Um valor arbitrario de 4 foi
assumido para v, enquanto que os parametros de escala foram obtidos a partir
de uma distribuicdo gama (S ~Gama(a,8) ). Para o BayesCrr foi assumido uma
distribuicdo a priori ndo informativa para m, ou seja, uma distribuicdo uniforme
foi obtida a partir de uma distribuigdo beta com parametros a =1e 3 = 1. Para
0 aqui denominado BayesC, foi assumido uma distribuicdo informativa beta (a
= 108, B = 10'°) para m, implicando que este parametro seja mantido fixo em
torno de 0,99.

Assim como nos modelos de mistura descritos acima, no LASSO apenas
as pressuposicdes para os efeitos dos marcadores se diferem da equacéao 3.
Nesta metodologia é assumida uma distribuicdo exponencial a priori para
variancias dos efeitos dos SNPs. A implementagcdo para melhorar as
estimativas da metodologia LASSO, a qual considera as variancias



55

diferenciadas para residuos e para o efeito dos marcadores, denominada de
“Improved Lasso” (LEGARRA et al. 2011), foi empregada. Sendo assim a priori

para efeitos de SNP individuais (ai) pode ser representada como:
Pr@@; |7%)=N(0,7) e Pr(ry |2)=A" exp(-A* |7} |)

Esta parametrizacao implica que as variancias individuais para cada SNP,
isto & 7, sdo estimadas condicionalmente a uma regularizagdo do parametro

A. Este parametro foi estimado considerando uma distribuicdo a priori gama
com limites entre 0 e 107.

Além dos modelos univariados, dois outros modelos multivariados foram
considerados para avaliagdo gendbmica das trés caracteristicas
simultaneamente, utilizando-se o software BLUPF90 (MIZTAL et al., 2014). Um
destes foi um modelo GBLUP que considerou apenas o efeito dos marcadores
(TRI-G) e o outro considerou o efeito de marcadores e o de pedigree
conjuntamente na forma da matriz H (TRI-H) (MISZTAL; LEGARRA; AGUILAR,
2009). Para estes modelos nao foi considerado a ponderagéo para os residuos.

Os parametros obtidos com os modelos empregados bem como as
razdes de variancias, referentes as proporcdes de explicagdo de alguns
componentes, também foram estudados e usadas na comparagcdo entre os
modelos. Estes foram: a variancia do efeito do marcador (02%a); a variancia do
efeito poligénico (o%u); variancia do residuo (0%); a variancia genética aditiva
explicada pelos marcadores (0%gm) dado como 02.TT23pigi, em que p e g sdo as
frequéncias alélicas; a variancia do drRBV (o?t); a proporgdo da variancia
genética aditiva ndo explicada pelos marcadores (c), dado como (02 / (0%gm +

02)); h2m= 0%gm / (0%1); e h%e= (0%gm + 02) / (0%7).
3 — Delineamento para validar as predicdes gendmicas

Para validagdo da habilidade de predicdo dos modelos foi utilizada a
metodologia de validagao cruzada, considerando a técnica de “k-folder”. Isto foi
feito visando explorar o numero reduzido de animais nas populacbes de
treinamento e validagao, reflexo da pequena populagdo da raga Guzera no
pais. Sendo assim, foram particionados aleatoriamente sete diferentes

conjuntos de treinamento e validacdo com 774 e 129 animais,
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respectivamente. O método de validacdo entre geragdes nao foi utilizado
devido a diferenga de acuracia dos valores genéticos entre os grupos de
validacdo (menor magnitude) e treinamento (medida de correlagdo pouco
confiavel). Desta forma foi possivel observar que as acuracias dos valores
genéticos das subpopulagdes foram de mesma magnitude, e consideradas
suficientes (maior que 0,40) para avaliar a habilidade de predi¢do dos modelos
(Tabela 3).

Tabela 3 Descricdo do numero de animais (N), média e quantil 5% (Q5%) e
95% (Q95%) das acuracias dos valores genéticos da populacao de referéncia
(REF) e validagao (VAL), separadas em diferentes partes (k1-7).

Partes N Estatistica Proteina Gordura Leite
REF VAL REF VAL REF VAL REF VAL
Média 0,66 0,65 0,70 0,70 0,67 0,67
K1 774 129 Q5% 0,40 0,42 0,43 0,46 0,40 0,42
Q95% 0,91 0,90 0,93 0,92 0,93 0,91
Média 0,66 0,65 0,69 0,69 0,67 0,66
K2 774 129 Q5% 0,40 0,51 0,43 0,58 0,40 0,52
Q95% 0,91 0,84 0,93 0,86 0.93 0,85
Média 0,65 0,66 0,69 0,70 0,67 0,67
K3 774 129 Q5% 0,40 0,48 0,43 0,51 0,40 0,51
Q95% 0,91 0,88 0,93 0,90 0,93 0,90
Média 0,66 0,65 0,69 0,69 0,67 0,66
K4 774 129 Q5% 0,40 0,53 0,43 0,59 0,40 0,53
Q95% 0,91 0,90 0,93 0,91 0,93 0,91
Média 0,66 0,65 0,69 0,69 0,67 0,67
K5 774 129 Q5% 0,40 0,55 0,43 0,56 0,40 0,56
Q95% 0,90 0,91 0,92 0,93 0,93 0,92
Média 0,65 0,67 0,69 0,71 0,67 0,68
K6 774 129 Q5% 0,40 0,43 0,43 0,47 0,40 0,43
Q95% 0,91 0,90 0,93 0,92 0,92 0,93
Média 0,66 0,65 0,69 0,69 0,67 0,67
K7 774 129 Q5% 0,42 0,40 0,46 0,43 0,42 0,40
Q95% 0,91 0,83 0,93 0,86 0,93 0,85
Média 0,66 0,69 0,67
Total 903 903 Q5% 0,40 0,43 0,40
Q95% 0,91 0,93 0,93

Para reduzir o numero de processamento para cada populagao foram
inicialmente estimados os componentes de variancia para todos os animais
(903) utilizando 500.000 iteragbes, com amostragem a cada 50 e descarte
inicial de 50.000. Para os dados a posteriori foram realizados os testes de
convergéncia dos parametros de cada modelo utilizando o pacote BOA
(Bayesian Output Analysis) do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2013).
Os componentes de variancia assim estimados foram utilizados como valor

inicial para as 30.000 iteragdes, com amostragem a cada 50 e descarte inicial
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de 3.000 para as sete populagbes de treinamento geradas para cada
caracteristica.
As predi¢des dos valores genémicos (GEBV) foram obtidas a partir dos

efeitos dos SNPs utilizando a seguinte férmula:
GEBV = ZMiéi

em que n € o numero de segmentos de marcadores ao longo do genoma, Mi é

uma matriz com os gendtipos de cada animal para cada marcador i, e 3 € 0

vetor dos efeitos de cada marcador i. Os GEBV foram calculados a partir dos
marcadores (GEBVwm) e a partir dos marcadores mais o efeito poligénico
(GEBVT). Para o caso dos modelos tri-caracteristicas, as solugées do GEBV

foram obtidas diretamente pelas matrizes de relacionamentos (G e H).
4- Critérios de comparagao

Foram considerados cinco critérios relacionados ao delineamento de
cross-validagdo, outro relacionado a avaliagdo gendmica geral, e um indice
entre estes foi utilizado para avaliar os modelos empregados para a predigao
do GEBV. S&o eles:

a-) uma medida de acuracia empirica (rir € riv) calculada pela divisdo do
coeficiente de correlagdo de Pearson entre o drEBV e o GEBVm ou GEBVT
pela média das acuracia dos drEBV dos animais da populagao de validacao.

b-) viés das predicbes genbmicas, medido como o coeficiente de
regresséo linear do drEBV no GEBVwm (bm) e no GEBVT (bt) (OLSON et al.,
2011).

c-) quadrado médio do erro de predigcao entre o drEBV e GEBVwMm (MSEwm)
ou GEBVT (MSET) dos animais do conjunto de validagao.

d-) média das acuracias estimadas individualmente e associadas aos
GEBVwm e GEBVT da avaliagdo gendmica geral (rem € rer). Estas acuracias séo
baseadas na variancia do erro de predi¢cdo obtidos como elementos da matriz

. ~ . 2 ’
inversa das equagdes do modelo misto (MME), como m em que 0<% €

a variancia genética aditiva e a PEV é a variancia do erro de predicdo. Uma
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segunda estimativa de acuracia foi obtida pela média dos PEVs e utilizada na

formula >
J1-PEV, /o;

Para os modelos tri-caracteristicas e o GBLUP, a PEV é facilmente
obtida com a matriz de parentesco gendmico. Entretanto, para modelos com
heterogeneidade de variancias e selecdo de marcadores foi adotada uma
aproximacao via ponderagao da matriz G. A ponderacgao é dada em funcao de
maximizar a matriz G para predizer os valores genéticos semelhantes aos
estimados pelos modelos que consideram variancia heterogénea para os
efeitos dos marcadores. Desta forma, existe uma matriz diagonal D tal que
MDa = Ma*, em que a e a* sdo as solugdes para os efeitos dos marcadores
obtidas pelo GBLUP e por outro modelo qualquer. A variancia de cada parte
desta igualdade serd& MDD'M’ 02%.=MIM’c?s*. Desenvolvendo a expressao,
chega-se que DD’=l (0% / 0%). Sendo assim a matriz diagonal usada para a
nova G (MDD’M’) tera seus elementos iguais a o2a*/(0%gm/2Zpigi) que prediz, via
matriz G, valores genéticos de outros modelos. Posteriormente, as PEVs
destes valores genéticos gendmicos foram obtidos pela inversa da MME com
esta nova matriz G.

e-) indice de desempenho dos modelos composto pelos seguintes

critérios com seus ponderadores:
IND=r*2+r;*2-[MSE*/2(c%)+((1-b*)%/(b*)?])]

Sendo que ri*, rc*, MSE* e b* estdo descritos nos topicos acima e g%1 é a
variancia do drEBV. * Refere-se aos GEBVwmou GEBVT.

5-) Impacto das avaliagdes gendmicas

O impacto das avaliagbes genbmicas foi analisado sob duas
perspectivas: das predicdes dos valores genéticos gendmicos e sua acuracia.
Sendo assim, as acuracias empiricas (r;) e estimadas ( rc) foram comparadas
com a acuracia esperada (re) das predigdbes gendbmicas, que foi calculada de
com a adaptacdo da formula proposta para prever a acuracia do GBLUP
(DAETWYLER et al., 2010):
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2
N h

N, h? +M,

Foge =

em que Np € o numero de individuos da populagdo e h? é a
herdabilidade da caracteristica. O Me é o numero eficaz de segmentos de
cromossomos e foi calculado como Me = 2Ne*L / In(4Ne*L) e (Me), em que foi
assumido o valor de 30 Morgan como a estimativa de tamanho do genoma (L)
e 137 como a estimativa do tamanho efetivo desta populagdo (Ne). Como o
fendtipo utilizado foi o drEBV a herdabilidade foi considerada como a média do
quadrado das acuracias drEBV de todos os animais, como sugerido por Neves
et al., (2014). No entanto, este valor foi ponderado pela média das acuracias

dos drEBV de todos os animais, de modo a obter uma base de similar
magnitude numérica a acuracia empirica e estimada (re= %G).

O impacto relacionado as predigdes dos valores genéticos gendmicos foi
avaliado por meio da estimativa da correlacdo de Spearman entre os GEBVs
obtidos com os modelos gendémicos e, entre estes e o valores genéticos
obtidos pela avaliagao tradicional (BLUP) bem como por meio da analise de

coincidéncia das predicdes destes modelos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parémetros estimados pelos modelos de avaliagdo genémica

Diferente das estimativas dos parametros obtidas diretamente a partir do
fendtipo real, as estimativas dos parametros obtidos a partir do drEBVs ndo séo
de interpretacao bioldgica facil, ja que esta medida é relativa a uma avaliagcéao
genética anterior, ou seja, € dependente da base genética avaliada e da
metodologia de avaliagao utilizada. No entanto, a comparagao dos parametros
entre os modelos estudados, pode fornecer subsidios sobre o desempenho
destes modelos e sobre a viabilidade das avaliagdes gendmicas.

As variancias de marcador (0%) estimadas para PP (Tabela 4),
apresentaram médias a posteriori diferentes entre os modelos, principalmente
as obtidas com BayesC, porém todos os modelos apresentaram estimativas

semelhantes quando o intervalo de alta densidade (IAD) de 95% foi
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considerado. No entanto para PG (Tabela 5) e PL (Tabela 6) as estimativas
foram diferentes pelo IAD de 95 %. A tendéncia do BayesC estimar valores
maiores comparado aos outros modelos, pode ser entendida porque apenas
1% dos marcadores foram utilizados para explicar a variancia genética das

caracteristicas.

Tabela 4 - Média, limite inferior (Inf5%) e superior (Sup95%) do intervalo de
alta densidade da distribuigado a posteriori das estimativas dos parametros para
produgdo de proteina de acordo com cada modelo estudado e para o
parametro A do LASSO.

Parametro Estatisticas GBLUP  BayesC  BayesCTr LASSO TRI-G TRI-H

Média 0,037 2,131 0,053 0,028 0,05 -
0%a Inf5% 0,024 0,034 0,025 0,016 0,04 -
Sup95% 0,053 4,055 0,103 0,040 0,07 -
Média 185 303 207 223 - -
02 Inf5% 65 144 85 140 - -
Sup95% 327 497 353 321 - -
Média 84 80 83 92 272 287
0% Inf5% 57 53 57 71 212 228
Sup95% 110 107 110 114 336 347
Média 257 146 228 183 371 -
0%gm Inf5% 166 2 126 104 276 -
Sup95% 368 277 344 266 476 -
Média 525 528 519 506 643 650
o2 Inf5% 443 436 436 439 583 588
Sup95% 617 628 610 579 710 719
Média 0,40 0,66 0,47 0,55 - -
c Inf5% 0,15 0,38 0,21 0,37 - -
Sup95% 0,64 0,99 0,72 0,73 - -
Média 0,49 0,27 0,44 0,37 0,58 -
h2wm Inf5% 0,31 0,004 0,24 0,23 0,46 -
Sup95% 0,67 0,51 0,65 0,51 0,69 -
Média 0,84 0,84 0,83 0,81 - 0,56
h%s Inf5% 0,76 0,76 0,76 0,75 - 0,44
Sup95% 0,90 0,91 0,90 0,87 - 0,66
Média - - - 78 - -
A Inf5% - - - 51 - -
Sup95% - - - 124 - -

02, variancia do efeito do marcador; o2, variancia do efeito poligénico; o2 variancia do residuo;
0%gm variancia genética aditiva explicada pelos marcadores (02aTTZpiqi); o2t variancia do drEBV;
c é a proporgdo da variancia genética aditiva ndo explicada pelos marcadores (0% /(0%m +
02)); h2m= 0%em /(0%T); h%c= (0%gm + G2 )/(0?7).
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Tabela 5 - Média, limite inferior (Inf5%) e superior (Sup95%) do intervalo de
alta densidade da distribuigcdo a posteriori das estimativas dos parametros para
producdo de gordura de acordo com cada modelo estudado e para o parametro
A do LASSO.

Parémetro Estatisticas GBLUP  BayesC  BayesCtr LASSO TRI-G TRI-H

Média 0,072 4,797 0,103 0,059 0,11 -
02, Inf5% 0,048 2,198 0,055 0,037 0,08 -
Sup95% 0,098 7,665 0,190 0,083 0,14 -
Média 260 415 275 360 - -
02, Inf5% 77 185 99 203 - -
Sup95% 508 687 516 550 - -
Média 243 242 244 236 515 540
02 Inf5% 177 173 178 180 402 436
Sup95% 306 310 309 295 632 654
Média 500 327 467 417 740 -
02gm Inf5% 331 150 298 253 558 -
Sup95% 680 524 658 579 935 -
Média 1005 984 987 1009 1255 1269
o2r Inf5% 871 832 852 883 1139 1147
Sup95% 1161 1157 1140 1146 1380 1404
Média 0,33 0,55 0,36 0,46 - -
c Inf5% 0,11 0,29 0,15 0,28 - -
Sup95% 0,57 0,80 0,60 0,65 - -
Média 0,50 0,33 0,47 0,40 0,59 -
hm Inf5% 0,34 0,16 0,31 0,26 0,48 -
Sup95% 0,65 0,51 0,63 0,54 0,70 -
Média 0,75 0,75 0,75 0,76 - 0,57
h2s Inf5% 0,66 0,65 0,65 0,68 - 0,46
Sup95% 0,84 0,84 0,84 0,84 - 0,67
Média - - - 35 - -
A Inf5% - - - 24 - -
Sup95% - - - 54 - -

0%a variancia do efeito do marcador; 02, variancia do efeito poligénico; o2 variancia do residuo;
0%gm variancia genética aditiva explicada pelos marcadores (02aTZpiqi); o2t variancia do drEBV;
c é a proporgdo da variancia genética aditiva ndo explicada pelos marcadores (0% /(0%m +
02)); h2m= 0%gm /(027); h2e= (0%m + 0% )/(02T).
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Tabela 6 - Média, limite inferior (Inf5%) e superior (Sup95%) do intervalo de
alta densidade da distribuigcdo a posteriori das estimativas dos parametros para
producao de leite de acordo com cada modelo estudado e para o parametro A
do LASSO.

Par&metro  Estatisticas GBLUP BayesC BayesCm LASSO TRI-G TRI-H

Média 22 1781 44 21 37 -
0% Inf5% 13 813 14 12 28 -
Sup95% 32 2848 129 31 48 -
Média 205627 246808 229076 235198 - -
0% Inf5% 99946 151763 120909 135789 - -
Sup95% 314804 349991 339529 342736 - -
Media 53333 49551 51615 46370 201920 211350
0% Inf5% 31532 20279 30815 24995 161095 172500
Sup95% 74525 70687 73199 67658 245500 253605
Media 152788 121736 132289 144385 257008 -
0%gm Inf5% 92366 55574 64756 81795 192700 -
Sup95% 228574 19468 211203 211891 327600 -
Média 412659 417934 410700 427136 458960 463587
o2 Inf5% 350162 350834 348338 360720 417300 420800
Sup95% 482359 492209 480341 498828 504100 511300
Média 0,57 0,67 0,62 0,61 - -
c Inf5% 0,33 0,47 0,37 0,41 - -
Sup95% 0,76 0,85 0,82 0,80 - -
Média 0,37 0,29 0,32 0,34 0,56 -
h2wm Inf5% 0,21 0,14 0,16 0,18 0,45 -
Sup95% 0,56 0,46 0,53 0,51 0,66 -
Média 0,87 0,88 0,87 0,89 - 0,54
h%s Inf5% 0,79 0,80 0,80 0,82 - 0,43
Sup95% 0,93 0,94 0,93 0,95 - 0,65
Média - - - 0,10 - -
A Inf5% - - - 0,06 - -
Sup95% - - - 0,17 - -

024 variancia do efeito do marcador; o2, variancia do efeito poligénico; o2 variancia do residuo;
0%gm variancia genética aditiva explicada pelos marcadores (02aTZpiqi); o2t variancia do drEBV;
c é a proporgdo da variancia genética aditiva ndo explicada pelos marcadores (02 /(0%m +
02)); h2m= 0%gm /(027); h2e= (0%m + 0% )/(02T).

O BayesC1r também tendeu a apresentar estimativas maiores para as
variancias de marcador que os outros modelos, porém com magnitude menor
que o BayesC e com algumas estimativas semelhantes as obtidas com os
outros modelos pelo IAD de 95%. O valor de 1 foi em média igual a
aproximadamente 0,32, 0,30 e 0,42 para PP, PG e PL respectivamente e a
variancia genética aditiva explicada pelos marcadores (o%m) foi de mesma
magnitude que as estimadas pelo GBLUP. Isto sugere que possivelmente nao
havia QTLs de grande efeito proximos aos marcadores deste painel para as
caracteristicas estudadas. Esta explicagdo pode também ser sugerida
observando-se o0 0%gm, em que os modelos que consideraram heterogeneidade
de varidncia de marcadores e selegdo de covariaveis tenderam a apresentar

0%gm menores que o GBLUP (porém dentro do IAD) e o TRI-G (com IAD
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diferentes). Para a variancia residual, todos os modelos tenderam apresentar a
mesma magnitude para as estimativas, com excecédo do TRI-G e TRI-H, que
apresentaram estimativas muito mais altas que os demais modelos pelo IAD de
95%. Ja a variancia total do pseudo-fenétipo (o?r) foram menores com os
modelos unicaracteristica em relacdo aos multicaracteristica, embora ao se
verificar o IAD de 95 %, estas variancias podem ser consideradas semelhantes.
Esta diferenga foi devido ao ajuste para a heterogéneidade de variancia para o
residuo dos modelos unicaracteristica.

A relacdo entre os efeitos dos marcadores e o poligénico pode ser
melhor visualizada pela razdo entre a varidncia do efeito poligénico e a
variancia genética aditiva total (poligénica mais a genética explicada pelos
marcadores). Esta medida (c) se refere ao quanto os marcadores nao
explicaram da variancia genética aditiva de uma caracteristica. De uma forma
geral, entre as caracteristicas estudadas, os marcadores tenderam a explicar
maior propor¢ao da variancia genética aditiva total para a PG, seguido da PP, e
por ultimo a PL, independente do modelo utilizado (Tabelas 4, 5, 6). Também
foi observado que entre os modelos estudados, o GBLUP tendeu a explicar
mais a variancia genética aditiva. Isto indica mais uma vez, que um modelo
com homogeneidade de varidncias sem selecdo de covariaveis é a melhor
alternativa para as avaliagdes gendmicas destas caracteristicas, considerando
o painel de marcadores empregado.

A razao entre a variancia genética explicada pelos marcadores (h2v) € a
variancia do drEBV foi semelhante entre os modelos unicaracteristica, com o
GBLUP tendendo a apresentar estimativas maiores. O TRI-G apresentou
maiores valores de h2u que os modelos univariados, considerando um IAD de
95% (Tabela 4, 5, 6). Quando foi considerada a razédo (h%) entre a variancia
genética aditiva total (o%m + o2) e a variancia do drEBV, os modelos univariados
tenderam a estimativas maiores e melhores pelo IAD de 95% que o TRI-H.
Este resultado indica que a combinagao entre os coeficientes de parentesco
obtidos pelo pedigree e o parentesco genémico em uma s6 matriz (H), € inferior
que quando considerado os efeitos poligénicos e dos marcadores

separadamente.
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Habilidade e acuracia de predigcdo

As estimativas das correlagdes de Pearson entre os GEBVs e o drEBV
variaram de 0,36 a 0,43. Estes valores foram inferiores aos estimados por
Colombani et al., (2013) para PL em uma populagdo da raga Holandesa e
superiores aos estimados pelos mesmos autores para uma populagdo de
bovinos da raga Montbéliarde. O GBLUP obteve os maiores valores de
correlagéao (0,43) com drEBV para PP e PG, considerando tanto o GEBVwm e 0
GEBVrT. Para a PL, o modelo TRI-G obteve maior correlagdo com GEBVw, e os
modelos de mistura (BayesC e BayesCir) maior correlagdo com o GEBVT.
Todos os modelos apresentaram resultados muito similares para a correlacéo,
e somente o BayesC mostrou valores inferiores aos demais modelos quando
foi considerado o GEBVwm para PG (0,39) e PL (0,36). Erbe et al., (2012)
reportaram maiores valores para estas correlagbes além de observarem
estimavas maiores dos modelos Bayesianos em relagdo ao GBLUP. Porém
estes autores utilizaram um painel imputado para 800 k. Isto possivelmente
indica que um painel de maior densidade pode captar melhor os efeitos dos
QTLs, de modo a obter melhores estimativas de correlagéo, principalmente
pelos modelos bayesianos.

Pelo erro do quadrado médio da predigdao (MSE), diferengas maiores e
mais nitidas foram observadas entre os modelos (Tabela 7). Menores valores
de MSE estédo associados a um melhor ajuste global, incluindo a escala entre
GEBV e drEBV (NEVES et al., 2014). O GBLUP apresentou os melhores
valores (menores) para MSE tanto quando GEBVwm ou GEBVT foi considerado,
independente da caracteristica estudada. Os modelos TRI-G, TRI-H e o
BayesCtr apresentaram os piores valores (maiores) para este critério. Estes
resultados estdo de acordo aos reportados por Neves et al. (2014) que ao
estudarem caracteristicas de corte e fertlidade em Nelore também

encontraram menor MSE para o GBLUP em relagdo aos modelos bayesianos.
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Tabela 7 — Quadrado médio do erro de predigdo (MSE), coeficiente de regressao (b), acuracia empirica (ri), estimada (rc),
esperada (re), e indice de desempenho dos modelos (INDwm e INDrT) utilizados para avaliar a producado de proteina (PP), gordura

(PG) e leite (PL), considerando apenas o efeito de marcador (M) e o efeito de marcador mais o poligénico (T).

Caracteristica Modelo MSEm MSET bwm br rim rr rem?’® rer/® re INDwm INDT
GBLUP 500 495 1,25 1,10 0,78 0,79 0,76/0,77 0,83/0,84 1,02 1,14

BayesC 518 502 1,52 1,16 0,76 0,80 0,84/0,86 0,84/0,84 0,99 1,14

PP BayesCtr 609 617 1,37 1,09 0,75 0,77 0,74/0,74 0,84/0,84 0,90 0,84 1,02
LASSO 526 515 1,51 1,17 0,77 0,79 0,70/0,70 0,82/0,82 0,86 1,10

TRI* 628 627 0,98 0,98 0,77 0,77 0,82/0,82 0,79/0,79 0,99 0,96

GBLUP 987 985 1,19 1,07 0,72 0,73 0,80/0,80 0,81/0,82 1,00 1,04

BayesC 1095 1077 1,24 0,87 0,65 0,70 0,71/0,72 0,81/0,81 0,78 0,95

PG BayesCtr 1263 1259 1,35 1,11 0,71 0,73 0,79/0,79 0,81/0,81 0,88 0,80 0,90
LASSO 1059 1035 1,39 1,07 0,70 0,73 0,76/0,76 0,82/0,82 0,85 1,03

TRI* 1358 1357 0,96 0,96 0,71 0,71 0,82/0,83 0,80/0,80 0,85 0,83

GBLUP 380523 373961 1,31 1,00 0,72 0,76 0,71/0,71 0,86/0,86 1,04 1,29

BayesC 421179 408610 1,25 0,82 0,65 0,77 0,67/0,67 0,87/0,87 0,91 1,23

PL BayesCtr 501291 501432 1,58 1,11 0,72 0,78 0,69/0,69 0,87/0,87 0,89 0,83 1,20
LASSO 438040 418040 1,67 1,03 0,68 0,77 0,69/0,70 0,88/0,88 0,82 1,28

TRI* 503066 502439 0,97 0,97 0,77 0,78 0,81/0,81 0,79/0,79 1,13 1,12

Valores em negrito refere-se aos melhores valores dentro de cada critério.

* No modelo TRI o indice M refere-se a matriz G e o indice T refere-se a matriz H.
a média das acuracias individuais; ® acuracia média obtida pela média dos PEVs.
IND=r*2+r;*2-[MSE*/2(a%1) +2*(1-b*) 2/( b*)?]. * Refere-se aos GEBVmou GEBVr.
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O efeito de escala, inferido por meio do MSE, como esperado, foi
proporcional as grandezas das caracteristicas, ou seja, primeiramente para PL,
seguido da PG, e depois para a PP (Tabela 7). O GEBVr apresentou menor
efeito de escala com o drEBV que o GEBVwm. Ja em relacdo aos modelos
multicaracteristica, os dois modelos (TRI-G e TRI-H) apresentam maior efeito
de escala que os demais modelos unicaracteristica. A escala das predicdes €
especialmente importante, para comparagdao do GEBV com o valor genético
obtidos pela avaliagao tradicional, e € dependente das diferencas inerentes aos
dados analisados, ao pseudo-fendtipo estudado, da metodologia estatistica
empregada e aos efeitos ajustados no modelo, entre outros (NEVES et al.,
2014).

Os coeficientes da regresséao linear da drEBV nas GEBVs variaram de
0,96 a 1,67 (Tabela 7). As estimativas do coeficiente de regressdo menores
que 1 indicam superestimagao da variancia das predi¢des gendmicas (inflagao)
enquanto que os coeficientes maiores que 1 indicam subestimacao (deflagdo).
Quando se considerou o efeito poligénico nas predicbes gendmicas, o viés da
predicdo tendeu a diminuir para todos os modelos estudados estando de
acordo com os resultados reportados por Liu et al., (2011) utilizando o GBLUP
em gado Holandés, e Duchemin et al., (2012) utilizando o BayesC1r em ovelhas
leiteiras. Os melhores valores (proximos a 1) foram observados para os
modelos multicaracteristica, sendo estes levemente inflacionados (menor que
1) (Tabela 7). Os demais modelos tenderam a mostrar valores deflacionados.
Diferentes resultados foram observados por Gao et al., (2012), que observou
tendéncia de inflagdo para as caracteristicas PP, PG e PL em uma populacao
de gado Holandés, utilizando diferentes metodologias de GBLUP. Também
Erbe et al., (2012) utilizando o GBLUP, encontraram valores deflacionados para
PG e PL em uma populacido da raga Holandesa e valores inflacionados,
semelhantes aos observados neste trabalho para PP para mesma populacao e
para as trés caracteristicas estudadas em uma populagdo da raga Jersey.
Estes autores também observaram tendéncia de inflacdo com os métodos
bayesianos nestas duas populagdes com excecao das predigdes para PG e PL
na populacado da raca Holandesa.

Colombani et al., (2013) utilizando o GBLUP, BayesC e Lasso também
observaram valores inflacionados para as predigdes genémicas da PL. O baixa
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deflagcdo pode indicar a adequacédo das predigcdbes gendmicas da populagéo
estudada ja que a inflacdo pode favorecer erroneamente os touros jovens (sem
informacdo de filhas) em detrimento aos touros mais velhos em teste
(AGUILAR et al., 2010). Além do efeito poligénico (LIU et al., 2011) diferengas
inerentes aos dados analisados, e a metodologia estatistica empregada
(AGUILAR et al., 2010) e ao pseudo-fendtipo utilizado pode explicar o viés das
predigcdes gendmicas. Vitezica et al., (2011) observou que multiplas etapas na
avaliacdo podem causar mais viés nas predi¢ées que uma unica etapa (Single-
Step).

As predicdes genbmicas foram melhoradas quando os efeitos
poligénicos foram incluidos (Tabela 7), tanto pela acuracia empirica quanto
pela acuracia estimada. Estes resultados mostram a vantagem de se
considerar os efeitos poligénicos nas predicdes gendmicas, principalmente
quando as caracteristicas sdo de menor herdabilidade. As acuracias empiricas
variaram de 0,65 a 0,78 para GEBVw, e de 0,70 a 0,80 para GEBV1. Quando foi
considerado o GEBVwM, o GBLUP mostrou os maiores valores de acuracia
empirica para PP e PG, e o TRI-G para a PL.

Para o GEBVM o BayesC obteve os melhores valores de acuracia
empirica para PP, o GBLUP, BayesCmr e o Lasso obtiveram os melhores
valores para PG e a TRI-H para PL. Os valores encontrados neste trabalho
foram superiores aos reportados por Gao et al., (2012), que encontraram
valores variando de 0,66 a 0,68 para PP, PG e PL utilizando o GBLUP. Ja as
acuracias estimadas variaram de 0,67 a 0,86 para GEBVwm e de 0,79 a 0,88
para GEBVt. Os modelos com melhores valores para a acuracia estimada,
foram semelhantes aos observados para acuracia empirica, com exceg¢ao do
BayesC para GEBVwm da PP, TRI-G para GEBVwm da PG, e Lasso para GEBVwm
PL. Em relagdo aos modelos multicaracterisca, os valores de acuracia
esperada tenderam a ser maiores para o TRI-G em relacdo ao TRI-H,
diferentemente dos valores da acuracia empiricas que nao alterou ou foi
levemente maior para o TRI-H. Os resultados sugerem que as avaliagcbes
genbmicas multicaracteritica apresentou desempenho adequado além da
predicao para diferentes caracteristicas em um processo unico. Com base
nisto, vale destacar que as avaliagbes gendmicas multicaracteritica devem ser

melhor estudadas e consideradas como alternativa nas avaliagbes gendmicas.
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Os valores de acuracia de predicdo foram considerados adequados para
utilizagcado da selegcdo gendbmica na raga. Estas predi¢gdes podem ser utilizadas
para a escolha dos animais que irdo participar do teste progénie, diminuindo o
custo do teste com animais que apresentariam baixo desempenho genético.

De um modo geral, apesar dos valores da acuracia estimada tenderem a
serem pouco maiores que os valores da acuracia empirica, as magnitudes
destes valores foram semelhantes indicando que o método empirico pode ser
usado para a avaliagdo da acuracia, quando um delineamento adequado de
predicao € empregado. No entanto, os dois tipos de estimativas da acuracia
foram pouco menores que as acuracias esperadas adaptadas pela formula de
Daetwyler et al.,, (2010), mostrando estimativas semelhantes para as
caracteristicas estudadas (média de 0,89). Isto indica que a intensidade de
selecado para caracteristicas estudadas € aumentada pela a utilizagao da GS,
porém nao atingiu seu potencial. A utilizagdo de painéis de maior densidade e
de pseudo-fendtipos provenientes avaliagdo genético-quantitativo mais
acuradas, podem aproximar ainda mais os valores empirico e estimado do
valore esperado.

Os desempenhos dos modelos genémicos foram muito semelhantes
entre as metodologias, principalmente em relagdo as acuracias de predigao.
Desta forma, um indice (IND) foi proposto visando avaliar um ajuste global
entre os critérios avaliados e para evidenciar a melhor metodologia entre as
empregadas. Cada componente do IND pode variar de 0 a 1, sendo dois com
ponderacao positiva e dois negativas. Sendo assim, o IND pode variar de -2 a
2, e valores maiores esta relacionado ao melhor ajuste global. Todos os
critérios com a suas devidas ponderagdes variaram de 0 a 0,88, de modo que a
penalizagdo foi praticamente igual para todos os critérios. No entanto, este
indice favoreceu mais a habilidade de predicdo dos modelos (predigdo para o
conjunto de validagao), por considerar duas medidas equivalentes: a acuracia
empirica e a acuracia estimada.

Pela Tabela 7 €& possivel observar que o indice discriminou os
desempenhos dos modelos estudados, facilitando a visualizagdo de um ajuste
global. Neste sentido, o modelo GBLUP obteve os maiores valores para o IND
para todas as caracteristicas, com excecado quando se considerou o GEBVwm
para PL, cujo melhor modelo foi o TRI-G. Desta forma, apesar da maioria dos
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modelos terem apresentado estimativas com magnitudes semelhantes para os
outros critérios, a metodologias que utilizaram a matriz G (genémica), seja por
abordagens multivariadas ou principalmente univariada, foram superiores as
demais metodologias, além de terem apresentado vantagens computacionais e
facilidade de convergéncia (valores ndo mostrados). Esses resultados séo
diferentes dos sugeridos pela maioria dos estudos de simulagéo
(MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001; SOLBERG et al., 2008; CLARK et
al., 2011). Segundo Daetwyler et al., (2010) em estudo realizado com dados
simulados, o desempenho do GBLUP em relagdao aos métodos que realizam
selecao de covariaveis depende do numero de QTL da caracteristica. Quando
o numero de QTLs é maior que o numero de segmentos de cromossomos
efetivos, GBLUP apresenta desempenho igual ou melhor que os métodos que
realizam selegao de covariaveis.

Em estudos utilizando dados reais em gado leiteiro, o GBLUP
apresentou desempenho igual ou superior aos métodos baseados em algum
tipo de selegao de covariaveis (HAYES et al., 2009; MOSER et al., 2009). Luan
et al., (2009) observaram melhor desempenho (pelas acuracias) do GBLUP em
relacdo aos modelos de mistura e BayesB para PP, PG e PL utilizando o
mesmo painel deste estudo em uma populacdo de bovinos da racga
Norueguesa Vermelha. Ja Erbe et al., (2012) observaram a superioridade de
métodos de selegcao de covariaveis sobre o GBLUP. Entretanto, estes autores
usaram dados imputados para um painel de alta densidade (800 k) e sugeriram
que os métodos bayesianos poderiam ser utilizados para tirar o maximo a
vantagem do aumento da densidade do marcador. Legarra et al., (2011),
estudando a raga Holandesa e Montbéliard observaram que o Lasso obteve
alto incremento de acuracia para as predicoes em comparacao ao GBLUP,
principalmente em caracteristicas que possuem o DGAT1, como o0 gene de
efeito maior, como as caracteristicas do estudo. No entanto, em populagcdes
zebuinas ainda nao foi reportado o gene de efeito maior, como o DGTAA1.
Desta forma, neste estudo o desempenho do GBLUP em relagdo aos outros
métodos pode ser explicado pela baixa densidade do painel utilizado, em que
0s marcadores ndo estdo muito proximos aos QTLs de maiores efeitos e a
variagdo devido a estrutura genético-aditiva € melhor explicada pela igual

variagdo dos segmentos cromossdmicos.
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As estimativas da correlacdo de posto (Spearman) entre os modelos
gendbmicos e o valor genético da avaliagao tradicional foram iguais a um (1) ou
proximas disso (Tabela 8), entre as metodologias gendmicas unicaracteristica.
Isto indica a equivaléncia destas metodologias para a avaliagdo gendmica
desta populagdo. Os modelos multicaracteristica tenderam a estimar
correlagbes de posto menores, porém altas, com os modelos unicaracteristica.
Ja em relagdo a avaliagao tradicional e genémicas, as correlagbes entre as
predicdes foram em geral altas, e variaram de 0,76 a 0,87. Isto indica que pode
haver mudangas na classificacdo dos animais pela implantagdo da selecao

genbmica em relagéo a avaliagéo tradicional.
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Tabela 8 — Correlagdes de Spearman entre os valores genéticos obtido pela
avaliagao tradicional e entre os valores genéticos genémicos obtidos pelos
modelos estudados considerando apenas o efeito do marcador (acima da
diagonal) e o efeito de marcador mais o poligénico (abaixo da diagonal) para a
producdo de proteina (PP), gordura (PG) e leite (PL), obtidos por meio dos
diferentes modelos.

Modelo BLUP GBLUP BayesC BayesCm Lasso TRI*

PP
BLUP 17,00 080 075 080 079 083
GBLUP 085 1,00 097 1,00 1,00 097
BayesC 0,85 1,00 1,00 098 098 093
BayesCm 0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 097
Lasso 086 1,00 1,00 1,00 1,00 096
TRI* 084 097 0,96 097 097 1,00
PG
BLUP 100 085 082 085 084 087
GBLUP 089 1,00 098 1,00 1,00 098
BayesC 0,90 1,00 1,00 098 098 095
BayesCm 0,89 1,00 1,00 1,00 1,00 098
Lasso 089 1,00 1,00 1,00 1,00 097
TRI* 087 099 098 099 098 1,00
PL
BLUP 100 080 0,76 079 078 085
GBLUP 085 1,00 0,97 1,00 1,00 096
BayesC 0,84 1,00 1,00 098 098 092
BayesCm 0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 095
Lasso 084 1,00 1,00 1,00 1,00 095
TRI* 086 09 095 09 095 1,00

*Os valores genéticos considerando os marcadores foi obtido por meio da matriz G (acima da

diagonal), enquanto o valor genético total foi obtido por meio da matriz H (abaixo da diagonal).

Para melhor detalhar o impacto da selecdo genémica em relagédo a
avaliagao tradicional, a analise de coincidéncia de selecao foi realizada para
diferentes grupos de sexo, numero e propor¢cdes de animais selecionados
(Tabela 9). De um modo geral as porcentagens de coincidéncias tenderam a
diminuir quando diferentes proporcdes de individuos foram selecionadas, com
excecgao de quando se reduziu o numero de 20 para os 10 melhores touros
para PP e PG. Dentre os modelos estudados, em geral, o GBLUP
unicaracteristica seguido pelo tri-caracteristica apresentou menor discrepancia

de selecao pelos valores genéticos (maior coincidéncia) em relagado avaliagcéo
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tradicional e 0 modelo BayesC maior discrepancia. A maioria dos valores das
porcentagens de coincidéncias foram de média magnitude, porém variaram de
baixa (0,40 para os cinco touros melhores com o BayesC para PL e PG) a alta
(valores maiores que 0,80). Isto indica que ha alguma divergéncia entre a
selecdo pelo EBV e GEBV. Considerando que os valores gendmicos sao mais
acurados devido a maior quantidade de informacbdes (marcadores) que a
avaliagcdo convencional (MEUWISSEN, 2007), as predicbes gendmicas
poderiam ser a melhor alternativa para a avaliagdo de touros jovens (baixa

acuracia) nesta populagao.

Tabela 9 — Coincidéncia de selecédo para diferentes numeros e proporgdes de
animais classificados pelos valores genéticos obtidos pela avaliagéo tradicional
e entre os valores genéticos genbmicos com os modelos estudados,
considerando apenas o efeito do marcador (primeiro valor) e o efeito de
marcador mais o poligénico (segundo valor) para a producao de proteina (PP),
gordura (PG) e leite (PL).

Modelo Quantidade de touros selecionados % de fémeas selecionadas

20 10 5 50% 20% 10%
PP
GBLUP  085/0,85 0,70/0,70 0,80/0,80 0,79/0,81 0,66/0,69 0,59/0,64
BayesC  0,80/0,85 0,60/0,70 0,40/0,80 0,76/0,81 0,60/0,68 0,53/0,65
BayesCm 0,85/0,85 0,70/0,70  0,80/0,80 0,78/0,82 0,65/0,68 0,58/0,65
Lasso  0,80/0,85 0,70/0,70 0,80/0,80 0,78/0,82 0,64/0,71 0,56/0,66
TRI* 0,80/0,80 0,60/0,60 0,60/0,60 0,81/0,81 0,71/0,70 0,57/0,57
PG
GBLUP  0,80/0,80 0,80/0,80 0,80/0,80 0,83/0,85 0,72/0,77 0,69/0,70
BayesC  0,80/0,80 0,70/0,80 0,80/0,80 0,81/0,85 0,67/0,76 0,62/0,73
BayesCm 0,80/0,80 0,80/0,80 0,80/0,80 0,83/0,86 0,71/0,77 0,69/0,72
Lasso  0,80/0,80 0,70/0,80 0,80/0,80 0,82/0,86 0,69/0,77 0,65/0,72
TRI* 0,80/0,80 0,70/0,70  0,60/0,80 0,84/0,84 0,75/0,75 0,67/0,68
PL
GBLUP  0,70/0,80 0,70/0,70 0,60/0,60 0,80/0,82 0,68/0,73 0,57/0,66
BayesC  0,70/0,80 0,80/0,70 0,40/0,60 0,78/0,81 0,65/0,73 0,50/0,67
BayesCm 0,65/0,80 0,70/0,80 0,60/0,60 0,80/0,82 0,68/0,73 0,56/0,69
Lasso  0,65/0,80 0,70/0,70 0,60/0,60 0,79/0,81 0,68/0,73 0,56/0,67
TRI* 0,85/0,85 0,70/0,70 0,60/0,60 0,82/0,83 0,75/0,75 0,60/0,62

*Os valores genéticos considerando os marcadores foi obtido por meio da matriz G (primeiro

valor), enquanto o valor genético total foi obtido por meio da matriz H (segundo valor).
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CONCLUSAO

As predicbes genbmicas foram adequadas para selegdo de animais da
raca Guzera. Existem algumas divergéncias na classificagdo dos animais pelas
avaliagdes tradicional e genémicas. A avaliagdo genbmica € uma alternativa
para a selecdo de touros jovens (baixa acuracia) nesta populagao.

As metodologias de predigdo bayesianas, GBLUP e os modelos
gendmicos multicaracteristica sdo equivalentes para a predigdo dos valores
genbmicos dos animais desta populagdo. No entanto, o GBLUP é a melhor
opgao considerando um ajuste global, além da menor exigéncia computacional

e facilidade em convergéncia em relagdo aos outros modelos.
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CAPITULO 4 - MAPEAMENTO AMPLO DO GENOMA PARA A
PROSPECGAO DE REGIOES RELACIONADOS A PRODUGAO DE LEITE,
GORDURA E PROTEINA EM BOVINOS DA RAGA GUZERA

RESUMO - A importadncia de estudos de associagcdo genbmica ampla no
ambito da pecuaria estd na incorporacao do QTL detectado nas avaliacbes
genéticas, possibilitando maior acuracia na selegdo e, portanto, maior
progresso genético. Entretanto n&o existem muitos trabalhos considerando
ragas zebuinas em estudos desta natureza. Sabendo disso, objetivou-se com
este trabalho identificar loci relacionados a producgao de leite (PL), gordura (PG)
e proteina (PP) através de um mapeamento amplo das regides gendmicas em
uma populagado de bovinos da raga Guzera. 909 animais da raga Guzera foram
genotipadas utilizando painel de 50k (“BovineSNP50 BeadChip”) e 777k
(“BovineHD BeadChip”) da lllumina®, no entanto, foram utilizadas apenas
informagdes moleculares referentes ao conjunto de marcadores presentes no
painel de 50 k. Para o controle de qualidade das amostras foram adotados “call
rate” de 0,90 e heterozigosidade de * 3 desvios padrdo da média. Ja os
critérios para qualidade do marcador foram adotados “call rate” superior a 0,98,
MAF maior que 2%, p-value do equilibrio de Hardy-Weinberg com até 10,
correlacdo entre marcadores até 0,998, além da eliminacdo de SNPs
coincidentes e com possiveis erros de posicionamento fisico em relagdo ao
mapa de referéncia. O numero de animais utilizado depois do controle de
qualidade foi 897, sendo 45 touros e 852 vacas. O numero de SNPs final foi de
25.024. As informacgdes utilizadas referentes as caracteristicas estudas foram
os valores genéticos desregressados. As analises estatisticas foram realizadas
em duas etapas. Na primeira, as informagdes foram corrigidas para
subestrutura e grau de parentesco entre os individuos pela obtencdo da
solugdo do efeito aditivo gendmico dos individuos através da matriz genémica
G (GBLUP). Em uma segunda etapa a heterogeneidade dos marcadores foram
consideradas através da regressao genético-aditiva de cada marcador
independentemente para este novo fendtipo. Foram calculadas as
porcentagens de variancias explicadas para cada SNP. Janelas composta por
sete SNPs adjacentes que desviou substancialmente das demais regides
gendmicas foram investigadas. As janelas deslizaram ao longo dos
cromossomos a cada um (1) SNP. Foram observados dois sinais fortes
relacionados a explicacao da variancia fenotipica nos cromossomos 8 e 28
para as trés caracteristicas estudadas. Foram encontrados 30 genes nestas
regides, sendo que alguns deles tinham alta expressao no tecido mamario, ou
estavam relacionado a fisiologia de excrecdo e metabolismo glicidico. Dentro
destas duas regides, cinco candidatos a QTLs foram reportadas para PL e PP
na literatura. No entanto, uma investigacdo mais aprofundada destas regides e
seus loci podem oferecer maior compreensao sobre a producdo leiteira em
zebuinos.

Palavras chaves: “GWAS”, SNPs, Zebu.
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INTRODUGAO

Para a identificacdo de um Jocus controlador de caracteristica
quantitativa (QTL), diferentes abordagens podem ser empregadas, desde a
varredura por mapas de ligagao, até analises do desequilibrio de ligagao por
delineamento em familias (GEORGES et al., 1995; BARENDSE et al., 1997).
Os painéis de baixa a moderada densidade de marcadores eram utilizados
para tal varredura. Recentemente, painéis de genotipagem contendo milhares
de marcadores estdo sendo empregado nas analises de associacdo para
identificacdo de QTLs (COLE et al., 2011). Esta técnica, chamada de analise
de associagdo genbmica ampla (GWAS), ndo necessita de delineamento
experimental e explora o desequilibrio de ligagdo dos milhares de marcadores
que cobrem o genoma animal. No entanto, existem varios fatores que podem
influenciar o GWAS, como a densidade do painel de marcadores, modelo
estatistico empregado, herdabilidade das caracteristicas, tamanho da amostra,
numero de testes multiplos e estratificagao da populagdo (PRICE et al. 2006;
PEARSON; MANOLIO, 2008).

Diferentes abordagens tém sido propostas para o GWAS de acordo com
os fatores que o influenciam. As principais abordagens sdo: por meio de
marcadores unicos por meio de testes de correlagdo ou da regressao genética
aditiva (CLEVELAND; DEEB, 2009); modelos lineares mistos (LM) (YU et al.,
2006; SAHANA et al., 2010); os modelos de haplétipos (HM); com utilizagédo da
genealogia baseada em modelos mistos (GenMix) (DASHAB et al., 2012);
modelos com encolhimento dos efeitos dos marcadores e selecdo de
covariaveis como o Lasso (LEGARRA et al., 2011) e o BayesC (PETERS et al.,
2013); além do single-step GWAS (ssGWAS) (WANG et al., 2012).

Em bovinos leiteiros existem varios trabalhos relacionando regides
gendmicas as producgbes de leite (PL), gordura (PG) e proteina (PP), como
Jiang et al. (2010), Guo et al., (2012) e Olsen et al., (2011). Para as
caracteristicas leiteiras a maioria dos estudos indicam a regido onde esta o
DGTA1, no cromossomo 14, como a principal regido associada (JIANG et al.,
2010; WANG et al., 2013). Isto demonstra a viabilidade desta metodologia para
identificacdo de regides relacionadas a produgao em gado leiteiro, ja que este
gene é comprovadamente o de efeito maior nas racas taurinas (GRISART et
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al., 2004). Entretanto ndo existem muitos trabalhos considerando as ragas
zebuinas em estudos de associag¢ao, havendo possibilidade de existirem outras
regides polimérficas que expliquem grande parte da variagdo fenotipica da
produgao de leite e seus constituintes.

A importancia de estudos desta natureza no ambito da pecuaria esta na
incorporagao do QTL detectado nas avaliagbes genéticas, possibilitando maior
acuracia na selegao e, portanto, maior progresso genético. Com isso, objetivou-
se com este trabalho identificar /oci relacionados a produgéo de leite, gordura e
proteina através de um mapeamento amplo das regides gendbmicas em uma

populacado de bovinos da raga Guzera.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados animais da raga Guzera genotipados com o painel de
50k (vacas) e HD (“Density Bovine SNP BeadChip”) (touros) da lllumina®.
Entretanto para padronizagdo da analise foram utilizadas apenas informacdes
moleculares referente ao conjunto de marcadores presentes no painel de 50 k.
Para o controle de qualidade das amostras foram adotados “call rate” de 0,90 e
heterozigosidade de + 3 desvios padrédo da média. J& os critérios para
qualidade do marcador foram adotados “call rate” superior a 0,98, MAF maior
que 2%, p-value do equilibrio de Hardy-Weinberg com até 109, correlagao
entre marcadores até 0,998, além da eliminagdo de SNPs coincidentes e com
possiveis erros de posicionamento fisico em relacdo ao mapa de referéncia
(UMD3.1). O numero de animais utilizados depois do controle de qualidade foi
897, sendo 45 touros e 852 vacas, e o numero de SNPs foi 25.024. Apés isso,
foram imputados os gendtipos perdidos utilizando o software fastPHASE
(SCHEET; STEPHENS, 2006).

A (sub) estratificagdo genética da populagao foi avaliada pela analise dos
componentes principais obtidos pelo escalonamento multidimensional da matriz
de dissimilaridade genémica transformada no quadrado das distancias
euclidianas utilizando o “software” PLINK (Purcell et al. 2007). A analise de
agrupamento foi aplicada aos dois autovetores que explicaran a maior
propor¢ao da variancia dos dados utilizando-se o algoritmo “k-means” (dois
grupos). Um teste F (Fisher) para a comparagéo de médias das caracteristicas
estudadas entre os grupos de modo a verificar o efeito da sub-estratificagdo. O
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nivel de relacionamento entre os individuos da populagao foi avaliado pelas
elementos superiores exteriores a diagonal da matriz de parentesco pelo
pedigree (A), parentesco gendémico (G) (VANRADEN, 2008) e de similaridade
gendémico (K) (LEUTENEGGER et al., 2003). As matrizes gendmicas podem

ser representadas da seguinte maneira:

Go 2" 1 (G- PG P
I(I k = K
2> pi-p) TN pi—pp)

em que kik € o parentesco gendmico estimada entre individuos | e k, NL € o
numero total de loci utilizados para o calculo, pi € a frequéncia do alelo de
referéncia para locus i, gii € gik sdo 0s locus i gendtipos para individuos | e k,
respectivamente (codificados como 0, 1 ou 2).

As informacgdes utilizadas referentes as caracteristicas estudas, foram os
valores genéticos desregressados da producao de leite (PL), gordura (PG) e
proteina (PP) segundo Garrick, Taylor e Fernando (2009). As analises
estatisticas foram realizadas em duas etapas e foi adaptada da metodologia
proposta por Wang et al. (2012) para considerar a heterogeneidade de
variancia dos marcadores com o modelo GBLUP. Na primeira, as informacdes
foram corrigidas para subestrutura e grau de parentesco entre os individuos
pela obtengéo da solugao do efeito aditivo gendmico dos individuos obtido com
a matriz genbmica G (GBLUP) utilizando-se os softwares da familia f90
(MIZTAL et al, 2015). Os residuos foram ponderados por (1-h?)/[(c+(1-
r?)/r?)h?], em que r? é a “reliabitlity” do valores genéticos, e as estimativas de h?
e ¢ (proporgcao de variancia genética aditiva ndo explicada pelos marcadores)
utilizados foram respectivamente, 0,26 e 0,56 para PL, 0,28 e 0,33 para PG, e
0,27 e 0,40 para PP. Em uma segunda etapa a heterogeneidade dos
marcadores foram consideradas por meio da regressdao genético-aditiva de
cada marcador independentemente para este novo fendtipo, diferentemente de
Wang et al. (2012) que considerava a heterogeneidade pela ponderagao da
matriz G em duas ou mais etapas. Estas analises foram realizadas por meio de
scripts em R.

Subsequentemente, uma estatistica de qui-quadrado de Wald (b, /var(b?))

com foi usado para determinar se o SNP estava associado com as
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caracteristicas leiteiras considerados neste estudo. Neste teste € assumido
uma distribuicdo qui-quadrado assintética com um (1) grau de liberdade sob a
hipétese nula. No entanto, nenhum marcador atingiu o nivel de significancia
adotado de 0,05 corrigido para Bonferroni (1,998082e-06). Sendo assim, os
valores das solugdes da regressao genético aditiva (GEBV) foram utilizadas
para calcular a variancia explicada por cada SNP. “Janelas” composta por sete
SNPs adjacentes que desviaram substancialmente das outras regides
genbmicas foram investigadas. As janelas “deslizaram” ao longo dos
cromossomos a cada um SNP. A percentagem de variancia explicada por cada

SNP foi calculada como:

")
o = 2P0y 100
oT

em que o indice i é relativo ao i-ésimo SNP, b € o efeito do alelo de
substituicdo estimado, pi e gi sdo as frequéncias alélicas, e ot é a variancia
total de cada caracteristica (drEBV).

Adaptado de Utsunomya et al. (2014), foram investigadas as regides
acima de 17X IQR + Q3, em que o IQR ¢é o intervalo interquartil e Qs é o terceiro
quartil. Os genes presentes nestes regides foram obtidos utilizando-se as
respectivas coordenadas gendémicas pelo “assembly” UMD 3.1 (ZIMIN et al.,
2009) dos SNPs e o banco de informagbes do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A base de dados da QTLdb (HU et al., 2013)
também foi examinada para verificar se alguma regido gendmica identificada
estava sobreposta com uma previamente descrita como Jocus de

caracteristicas quantitativas (QTL) para bovinos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificagcdo de estruturas na populagdo € um dos principais fatores
que influenciam o desempenho do GWAS. Neste sentido, pela analise dos
componentes principais nao foi identificado estrutura na populagdo estudada
(Figura 1). Entretanto, dentro do mesmo programa de melhoramento do
Guzera, existem linhas de selecédo para leite e corte, porém de forma difusa

(selecao simultanea para leite e corte) (PEIXOTO et al., 2014). Desta forma, foi
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empregado a técnica de “k-means” nos dois primeiros autovetores, para a
discriminagao de dois subgrupos distintos (Figura 1). O grupo 1 conteve 457
animais e o grupo 2 conteve 440. As médias entre os dois grupos foram 522 e
234 para PL; 27 e 13 para PG; e 15 e 8 para PP. Estas médias foram
significativas pelo teste F (<2,2e'%) para todas as caracteristicas estudadas. Os
resultados indicaram que existem uma leve substruturagdo da populagédo. A
corregao dos fendtipos para esta subestrutura anteriormente as analises de
GWAS devem ser considerados. No entanto, a utilizagao de metodologias que
também fazem leve corregdo para substrutura, como os modelos mistos,

podem ser considerados.

| , : Wzgﬁﬂe

-0.05 000 005
1

PCA 2 (2.0 %)

-0.10

0.05 0.00 0.05 0.10

PCA1(2.5%)

-005 000 0.05
I

PCA 2 (2.0 %)

-0.10

0.10

PCA 1(2.5 %)

Figura 1 — Coordenadas do primeiro (PCA1) e segundo (PCA2) componente
principal baseadas da matriz genémica de dissimilaridade. As porcentagens
dentro do paréntese correspondem a variancia explicada por cada autovetor.
Na segunda figura as cores diferentes refere-se a clusterizagdo de acordo com
‘k-means”.

A média dos coeficientes da matriz A foi 0,15 e variou de 0 a 0,66; da
matriz G foi O e variou de -0,15 a 0,63; e o da matriz K foi 0,78 e variando de
0,75 a 0,90 (Figura 2). Na matriz A, uma grande parte dos individuos
apresentou coeficiente de parentesco maior que 0, demonstrando que os
individuos estavam relacionados pelo pedigree. O alto grau de parentesco

entre muitos individuos, possivelmente é devido ao esquema MOET de
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acasalamento entre algumas familias. A matriz gendmica (G) é centrada na
variagdo genotipica de todos os /oci considerados. Neste sentido, quase a
metade dos animais apresentaram uma relagdo maior que a média para os loci
que explicam a variabilidade da populagcdo (Figura 2). J& a matriz de
similaridade indica o nivel de semelhanca dos individuos considerando todos
loci, podendo ser estes de baixa ou alta variabilidade. Todos os animais
apresentaram similaridade maior que 75 % indicando um alto nivel de
relacionamento dos individuos (Figura 2). Os resultados sugerem que o método
para associacdo deve considerar os diferentes niveis de relacdo entre os
individuos desta populagdo. Sendo assim, o método GBLUP foi considerado
adequado por considerar os niveis de relagcdo e corregdo para subestrutura

simultaneamente.
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Figura 2 — Histograma dos elementos exteriores a diagonal da matriz de
parentesco, parentesco gendmico e da similaridade genémica da populagao da
raca Guzera utilizado neste estudo.
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Pelo exame dos “Manhattan plots” foi possivel observar dois sinais fortes
relacionados a porcentagem de explicagado da variancia fenotipica (PEVF) no
cromossomo 8 e 28 para as trés caracteristicas estudadas (Figura 3). Os perfis
semelhantes dos graficos para as trés caracteristicas indicam coeréncia das
andlises, e esta de acordo com Jiang et al., (2010) que apesar de tere
encontrado regides diferentes em relacdo a este estudo, observaram
resultados semelhantes entre as caracteristicas PP, PG e PL estudando uma
populagdo da raga Holandesa. Seis janelas no cromossomo 8 e trés no
cromossomo 28 obteve a PEVF acima do nivel critico adotado (77X IQR + Q3)
para PL e PG (Tabela 1). Para PP os resultados foram similares, variando
apenas no cromossomo 28, onde foi observado duas janelas com PEVF acima
do nivel critico adotado. Para PL as janelas do cromossomo 8 as PEVF
variaram 0,44 a 0,59, com média de 0,54 e no cromossomo 28 de 0,41 e 0,42
com média de 0,42 (Tabela 1). Para PG as janelas do cromossomo 8 obteve
PEVF de 0,23 a 0,28 com média de 0,26 e as janelas do cromossomo 8 de
0,22 a 0,23 com média de 0,23. Ja para PP as janelas do cromossomo 8 as
PEVFs variaram de 0,22 a 0,29 com média de 0,26 e as janelas do
cromossomo 8 de 0,22 a 0,23 com média de 0,22.

As janelas do cromossomo 8 tiveram média de r> e MAF menor que as
janelas observadas no cromossomo 28 (Tabela 1). A média de r? esta
associado ao menor tamanho (em bp) da janela identificada nas analises. O
maior valor de MAF esta associado a maior explicagao da variancia fenotipica,
por considerar a variancia genotipica também (2pq), além do efeito de
substituigcao alélica. No entanto, as explicagbes da variancia foram maiores no
cromossomo 8 que no 28 por possuirem maiores efeitos de substituicdo alélica.
Métodos que consideram apenas o efeito de substituicdo alélica ou o seu p-
value sao mais sujeitos a erros de amostragem por nao contabilizar a MAF. No

entanto, o método utilizado identificou regides de alta a baixa MAF.
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Figura 5 - Varredura do genoma bovino para producao de leite (PL), produgao
de gordura (PG) e producgéao de proteina (PP). Cromossomos sao mostrados
em cores alternadas (verde e azul). A linha horizontal representa o valor de

11X IQR + Q3, onde o IQR € o intervalo interquartil e Qs é o terceiro quartil.
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Tabela 1 - Regides do genoma apresentando fortes sinais de associagao para cada caracteristica estudada.

Caracteristica BTA Posicao Posicdo Comprimento Média Posicdo Média Gene
Inicial Final der? do pico de
MAF
PL,PP,PG 8 86128908 86501009 372101 0,22 86442366 5,3 FGD3,SUSD3, PHF2,
PL,PP,PG 8 85880449 86472562 592113 0,22 86442366 4,2 C90rf89,SNORA27,
PL,PP,PG 8 86283449 86560410 276961 0,30 86442366 7,0 NINJ1,WNK2,FAM120A,
PL,PP,PG 8 86205872 86538180 332308 0,22 86442366 6,2 ENSBTAG00000015218,
PL,PP,PG 8 86357827 86647495 289668 0,31 86442366 7,8 ENSBTAG00000009073
PL,PP,PG 8 85786900 86442366 655466 0,12 86442366 4,1
HERC4,MYPN,ATOH?7,
PBLD,HNRNPH3,RUFY?2,
PL,PP,PG 28 24678582 25726782 1048200 0,53 25726782 1, DNA2,SLC25A16,TET1,
PL,PP,PG 28 24719677 25871892 1152215 0,53 25726782 1, CCAR1,STOX1,DDX21,
PL,PG 28 24900950 25938159 1037209 0,53 25726782 8,3 DDX50,KBP,SRGN,

VPS26A,SUPV3LA1,
HKDC1,HK1,TACR2
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Um total de 30 genes foram encontrados nas regides candidatas
(Tabela 1). Muitos genes possuiram fung¢des diversificadas, sendo que para
alguns deles ndo foram encontrada associagdo aparente com as
caracteriscticas estudas. Estes genes estavam envolvidos em processos no
DNA como “splicing”, replicacdo e metilagdo (HNRNPH3, DNA2, TET1),
processos no RNA nuclear (DDX21, DDX50, FAM120A) e mitocondrial
(SUPV3L1), transcricdo (ATOHY7), inibicdo de outros genes (C9orf89),
transportes e estrutura celular (HERC4), ativagao de fosfolipios e formagao de
filopedia (FGD3), respiragdo celular (mitocondria) (SLC25A16), metilagdo de
proteinas (PHF2), fungdes no tecido nervoso (NINJ1 ,WNK2, TACR2) e no
tecido muscular (MYPN). O gene MYPN também tem sido associado a
caracteristicas quantitativas da qualidade da carne (JIAO et al., 2010).

Os genes CCAR1, SRGN, VPS26A estdo envolvidos na expressao
proteina vacuolar que estdo envolvidas no transporte de outras proteinas a
partir de endossomas para serem utilizados no complexo de Golgi; no
armanezamento de compostos em vesiculas secretoras, e apoptose. As
vesiculas secretoras juntamente com o complexo de Golgi estdo relacionado
ao processo excregao, como no caso do tecido epitelial que esta presente na
glandula mamaria (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Ja& apoptose € um
processo importante do desenvolvimento da funcdo da glandula mamaria e
também prepara a glandula para a préxima lactacao (WILDE; HENDERSON;
KNIGHT, 1986, GREEN; STREULI, 2004).

Segundo ROSF JORD; DICKSON, (1999) a apoptose pode ocorrer em
todos periodos da lactagdo. No inicio da lactagdo, existe equilibrio entre a
hiperplasia e apoptose na glandula mamaria, porém a partir do pico de lactacao
o0 processo de apoptose das células alveolares aumenta gradualmente,
reduzindo progressivamente a sintese de leite até a fase final da lactagéo
(BOUTINAUD et al., 2004). Furth (1999) sugere que o manejo para aumentar a
sobrevivéncia das células ao final da lactagao, podera aumentar a eficiéncia da
producao de leite do animal. Sabendo que a ragca Guzera apresenta
variablildade na duracao da lactagcdo, possuindo muitos animais com lactacdes

curtas (SANTOS et al., 2013), esta regido pode explicar a menor duragao da
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lactagdo e ao menor nivel de producao de leite da raca estudada e as ragas
taurinas.

O gene STOX1 tem alto nivel de expressdo no tecido mamario e
codifica uma proteina de ligagdo que esta relacionado a ocorréncia de
eclampsia e pré-eclampsia em mulheres (VAN DIJK et al., 2010). Os genes
HKDC1 e HK1 séo responsaveis pela sintese de quinases (como glicoquinase,
manoquinase frutuquinase e etc) que participam do metabolismo glicidico e da
homeostase destes no organismo (GUO et al., 2015). O HK1 ainda expressa a
hexoquinase (producao de glicose na via glicolitica), que estdo presentes em
altos niveis no tecido mamario de ratas (KASELONIS; MCCABE; GRAY, 2009).
De modo analogo ao mais influente gene para a expressao das caracteristicas
estudadas em taurinos, o DGTA1, esta envolvido no metabolismo de lipidios
(trigliceridios). No entanto, o cromossomo 14 n&o explicou a varidncia das
carcteristicas estudadas como as regides discutidas acima. Segundo Rosse et
al., (2014), o polimorfismo deste gene ndo € uma boa ferramenta para verificar
os efeitos deste QTL em zebuinos, uma vez que a frequéncia do alelo DGAT1
€ muito baixo nessas ragas. Estes mesmos autores reportaram o primeiro
polimorfismo DGAT1 na raga Guzera, que estava associado ao valor genético
para a PL, PG e PP. Apesar de nao ser considerado este polimorfismo nestas
analises, € possivel sugerir pelos resultados, que o metabolismo de glicidios
pode ser mais na producao de leite e seus constituintes que o metabolismo de
trigliceridios, dado que as ragas tropicais armazenam menos gordura que as
racas taurinas.

Pelo QTLdDb, trés QTLs e sete regides associadas (candidatos a QTLs)
a caracteristicas quantitativas de cinco diferentes publica¢des foram reportados
nas mesmas regides discriminada por este trabalho. Destes, duas regides no
cromossomo 28 estavam relacionados diretamente a PP na raca Holandesa
(DAETWYLER et al., 2008) e trés regides no cromossomo 8 estavam
relacionados diretamente com a PL na raga Holandesa e Friesian (VEERKAMP
et al.,, 2012). Os demais QTLs reportados estavam associados ao ganho de
peso de carcaca, prenhez e ao teor de ferro. Apesar de nao ter sido utilizado
um painel de maior densidade, existe ainda a possibilidade de outras regides
explicarem parte das variancias das caracteristicas estudadas. No entanto, o
resultado encontrado esta de acordo com os reportados na literatura para estas
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regides, indicando que estas regides possuem importantes QTLs que explicam

a variagao das caracteristicas PL, PG e PL na raga Guzera.
CONCLUSAO

Foram identificados regides nos cromossomos 8 e 28 que explicam uma
parte diferenciada da variagdo fenotipica da producédo do leite, gordura e
proteina na populagcdo estudada. Essas regides gendbmicas possuem genes
candidatos com funcionalidades conhecidas e envolvidas no mecanismo de
producao de leites e seus constituintes. Uma investigacdo mais aprofundada
destas regides com as novas tecnologias de sequenciamento e protedmica
podem oferecer maior compreensdo sobre o controle genético da producgéo

leiteira em zebuinos.
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CAPiTULO 5 - COMPARAGAO DE PAINEIS DE SNPs DE ALTA
DENSIDADE EM BOVINOS DA RACA GUZERA

RESUMO - Avancos nas tecnologias moleculares, como o sequenciamento do
genoma e utilizagao de painéis de marcadores SNP, tém auxiliado no estudo e
compreensao de processos genéticos. Considerando a constituicdo dos painéis
de SNPs quanto aos genodtipos raciais envolvidos e as vantagens de se
empregar a selecao genbmica ampla para a raga Guzera, a avaliagédo
preliminar destes painéis torna-se essencial. Com base nisto, os objetivos
deste trabalho foram avaliar o desempenho do “Axiom® Genome-Wide BOS 1
Array” da Affymetrix e o “BovineHD BeadChip” da llllumina® para a raga,
considerando quarenta e oito touros com representividade genética da
populacdo de Guzera do Brasil. O conjunto UMD3.1 e Btau_4.2 foi usado como
referéncias para os genes descritos. A area de cobertura do painel para o
genoma foi avaliada usando andlise de densidade de “Kernel’. A cobertura
genética foi avaliada pelas estimativas das medidas do desequilibrio de ligagao
(r?). As andlises indicaram que 156.997 SNPs (38%) e 142.890 (34%) do painel
da Affymetrix sdo intragénicos (localizados dentro dos genes) pela referéncia
UMD e BTAU respectivamente. Para o painel da Illlumina esses valores sao de
188.950 (41 %) e 162.105 (35 %) pela a referéncia UMD e BTAU,
respectivamente. Com o painel da Affymetrix 57 % dos genes (15.492) da
referéncia UMD e 58 % dos genes (14.613) do BTAU possuiram pelo menos
um SNP intragénico. Ja com o painel da lllumina os valores foram de
aproximadamente de 62% dos genes da referéncia UMD (16.860) e Btau
(15.683). Em relagédo a cobertura genética, foi encontrado valores de r> com
meédia de 0,15 e 0,20 para distancias de até 100 kb para os painéis da
Affymetrix e lllumina, respectivamente. Os painéis apresentaram cobertura
gendmica adequada, possuindo alta densidade de marcadores espalhados
pelo genoma apds controle de qualidade, sendo que parte destes marcadores
apresentou cobertura genética direta (dentro nos genes). Apesar das
estimativas do r? terem sido maiores com o painel da lllumina, foram
observados niveis altos e moderados de r? para pequenas distancias com os
dois painéis. Estes niveis podem ser adequados para auxiliar a obtencdo de
valores genéticos gendmicos para animais da raca Guzera. No entanto, a
combinacao destes dois painéis comerciais ndo indicou viabilidade.

Palavras chaves: Desequilibio de ligacao, Selecdo gendmica, Zebu.
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INTRODUGAO

Avancos nas tecnologias moleculares tém auxiliado no estudo e
compreensao de processos geneéticos. Entre essas tecnologias estdo o
sequenciamento com montagem do genoma e utilizagdo de marcadores
moleculares para polimorfismo de nucleotideo unico (SNP). O sequenciamento,
ultimamente realizado por BAC (*bacterial artificial chromosome”) e WGS
(‘whole-genome shotgun”), possibilita a montagem do genoma de uma
determinada espécie, permitindo, portanto, estabelecer o posicionamento
(cromossomo e numero de pares de base) de sequéncias menores e dos SNPs
no genoma (MATUKUMALLI et al., 2009). Pela customizagdo do processo de
genotipagem, a tecnologia dos marcadores SNPs pode ser utilizada em larga
escala para individuos de uma determinada populagdo. Painéis contendo
milhares de marcadores SNPs estdo sendo empregados em genética humana
bem como em espécie de interesse zootécnico para analise de associacido de
doencas, estudo de variabilidade genética e para selecdo na pecuaria
(ZENGER et al. 2006; BARENDSE et al. 2007; BIFFI et al. 2010).

Os dois principais projetos gendmicos realizados para a espécie bovina
€ o0 BTAU e o UMD, cujo sequenciamento utilizou apenas um animal da raga
Hereford (BGSAC 2009; ZIMIN et al., 2009). Este sequenciamento contribuiu
para grande parte da deteccdo de SNPs em Bos taurus. O “BovineHD SNP
BeadChip” da llumina e o “Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array” da Affymetrix,
contém, além de muitos destes SNPs, também informacdes de SNPs baseados
outras ragas taurinas, racas africanas e racas zebuinas, das quais, pode-se
destacar o Brahman, Nelore e Gir (ILLUMINA, 2012; AFFYMETRIX 2015).

O Guzera é uma das ragas da subespécie Bos taurus indicus mais
antigas, sendo apontada como umas das ragas que compunha o primeiro
agrupamento étnico dos zebuinos (Primeiro Tipo Basico Zebuino), cujo tronco,
originou grande parte das ragas indianas atuais (JOSHI; PHILIPPS, 1954). A
populacdo de Guzera esta a pouco tempo exposta a selecao artificial, quando
comparada aos taurinos, e os maiores ganhos genéticos foram observados nos
ultimos anos por meio dos programas de melhoramento genético,
principalmente para leite (PEIXOTO et al., 2014).
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Com o advento do painel de SNPs tornou-se possivel a analise
simultdnea de muitas informagbes moleculares do genoma animal. Sua
utilizacdo em um programa de melhoramento visa acelerar o ganho genético,
principalmente em rebanhos leiteiros. Considerando a constituicdo dos painéis
de SNPs quanto aos gendtipos raciais envolvidos, e a necessidade de
empregar a selecdo gendmica ampla, a avaliagdo preliminar destes painéis
torna-se essencial para a raga Guzera.

A selecdo gendmica explora o desequilibrio de ligagdo entre os
marcadores, pois assume que os efeitos dos segmentos cromossémicos
analisados representam também o desequilibrio de ligagcdo entre o marcador e
o QTL (“Quantitative Trait Locus”) para toda a populagdo. Os mapas de
desequilibrio também sao importantes para analisar a diversidade genética
entre ragas bovinas e identificar regides gendémicas que estdo sofrendo
influéncia de selegdo (MCKAY et al., 2007).

Com base nisto, os objetivos deste trabalho foram avaliar o
desempenho do painel “Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array” da Affymetrix e o
“BovineHD BeadChip” da lllumina® quanto ao numero de polimorfismos,
cobertura fisica, distribuicdo nas regides génicas e desequilibrio de ligagéo
entre os marcadores dos painéis. Isto foi realizado de forma a fornecer
subsidios para a definicdo de um painel comercial e de uma populagao de
animais a serem genotipados (populagao referéncia) para um futuro emprego

da selegao gendémica na raga Guzera.

MATERIAL E METODOS

Genotipagem

Foram genotipados 48 touros pertencentes ao Programa de
Melhoramento de Guzera para Leite, sendo estes animais selecionados por
serem os mais influentes dentro da populacdo. A genotipagem foi realizada
utilizando “BovineHD BeadChip” da lllumina e o “Axiom® Genome-Wide BOS 1
Array” da Affymetrix a partir de amostras de sangue dos animais. O “BovineHD
BeadChip” contém mais de 770 mil marcadores espagados a uma distancia
média de 3,43 kb entre os marcadores, enquanto o “Axiom® Genome-Wide

BOS 1 Array” tem mais de 640 mil marcadores e uma distancia média de 4,1
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kb. As informacdes basicas analisadas consideraram, além dos dados dos
genotipos dos animais, o0 nome do marcador, cromossomo em que se encontra

e a localizagcdo em pares de base (bp).
Controle de qualidade dos gendétipos nas amostras

Inicialmente, o painel da Affymetrix conteve 648.874 e o da lllumina
786.799 marcadores. Destes, foram eliminados marcadores sem
posicionamento no genoma presentes no Y e DNA mitocondrial (QC1)
resultando em 625.253 marcadores para o painel da Affymetrix e 781.770
marcadores para o painel da lllumina. Um terceiro painel formado pela
combinacao destes dois painéis também foi estudado. Este novo painel, apds a
eliminacao citada acima, conteve 1.297.938 SNPs com espacamento médio
proximo de 2 kb. Para este numero de SNPs (QC1) dos trés painéis foram
analisados o numero de polimorfismos e no DNA.

Objetivando uma selegdo de marcadores consistentes e que
possivelmente serdo utilizados para selegdo genémica da populagdo, foram
considerados marcadores dos cromossomos autossbmicos e X, que
apresentaram “call rate”>=0,95 e MAF>=0,05 (frequéncia de alelos raros); e
individuos com “call rate” >= 0,90 (QC2). Ap6s essa edicao, o numero de
marcadores autossémicos foi igual a 415,133 SNPs para o painel da Affymetrix,
465.703 para o painel da lllumina, e 763.259 SNPs para os painéis
combinados. Para este total foi realizado estudo de densidade de “Kernel” e
quantificacdo dos SNPs por gene descrito. Para os SNPs autossémicos

também foram realizadas analises do desequilibrio de ligagéo (DL).
Referéncia de montagem do Genoma Bovino

Os conjuntos UMD3.1 e Btau_4.2 combinaram sequenciamento BAC
(‘bacterial artificial chromosome”) e WGS (“whole-genome shotgun”), os quais
foram associados aos cromossomos utilizando métodos de mapeamento
diferentes. Como os locais dos mapas dos SNPs baseiam-se no conjunto do
UMD3.1, foram utilizadas as informagdes genéticas do “Cow Genome
Resources” do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
(Recursos do Genoma Bovino) (http:/www.ncbi.nim.nih.gov). As informacdes
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incluiram o simbolo do gene, a posicéo inicial, posicao final, orientagcdo no

cromossomo, e a descri¢cao do gene.
Estimacao da Densidade dos marcadores ao longo de cada cromossomo

Objetivando estudar a area de cobertura dos trés paineis para o genoma
em estudo foi realizado também um estudo de densidade de “Kernel”
(ROSENBLATT, 1956) utilizando o programa estatistico R (R CORE TEAM,
2013). Esta analise consiste em descrever o numero de SNP ao longo do
genoma bovino. Sendo X7, X2, X3 .., xn ~ f amostras com distribuicdo
independente e igualmente distribuida de uma variavel aleatdria X, onde xi € o
local de observagdo em bp (pares de base) do i-ésimo marcador. Entdo o

estimador da densidade de “Kernel” sera:

fh(x>:n—1h;l<[x;x‘j

em que h é o parametro de suavizagdo, também chamado de largura de banda,
e K(e) s&o nucleos de distribuicdo gaussiana com meédia zero e varidncia um

(1), que pode ser representado como:
X—xi)?
K(X_X‘j: 1 e_i( e
h N2

em que h é um parametro livre, e tem uma forte influéncia nos resultados das

estimativas de densidade de “Kernel” (graficos). Para o presente estudo foi
considerado h=0,05 (MICHELIZZI et al. 2011),.

Desequilibrio de ligagao

O DL entre dois marcadores foi avaliado usando o r? (HILL;
ROBERTSON, 1968) e o valor absoluto de D' (LEWONTIN, 1988). O r? foi
calculado da seguinte forma:

2 (freq.AB * freq.ab — freq.Ab * freq.aB)’
(freq.A* freq.a* freq.B * freq.b)
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em que freq.A, freq.a, freq.B and freq.b sao as frequéncias dos alelos A, a, B e
b, respectivamente, e freq.AB, freq.ab, freq.aB e freq.Ab sédo as frequéncias

dos haplétipos Ab, ab, aB e Ab na populacéao, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com “Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array” foi realizada a genotipagem
com sucesso (“call rate”>0,80) de aproximadamente 96% (626.150) dos
marcadores, dos quais aproximadamente 80% (501.957) eram polimorficos.
Para 20 marcadores ndao houve nenhuma genotipagem (“call rate”>0,80). Ja
com “BovineHD BeadChip” 99% dos marcadores (766.545) tiveram
genotipagem com sucesso, com 78% (766.545) dos marcadores polimorficos.
O numero de marcadores sem reconhecimento no genoma foi de 186 com este
painel.

A média das frequéncias do alelo de menor frequéncia (MAF) para os
SNPs autossémicos foram praticamente iguais entre os painéis, sendo os
valores iguais a 0,25 e 0,24 para o painel da Affymetrix e lllumina
respectivamente. Estes resultados foram ligeiramente superiores a média de
MAF para a raga Nelore relatada por Matukumalli et al. (2009) (0,19) e pelo
Bovine Hapmap Consortium (GIBBS, et al., 2009) (0,20). Foi observado uma
leve tendéncia de diminui¢ao da frequéncia dentro das classes de MAF quando
aumentou os valores de MAF (Figura 1). McKay et al. (2007) descreveram
frequéncias e tendéncias semelhantes para bovinos da raca Brahman e Nelore
as observadas neste trabalho. Entretanto, estes mesmos autores apresentaram
diferentes frequéncias e tendéncia (aumentar a frequéncia com o aumento do
MAF) para ragas européias. Em relacdo aos cromossomos a média de MAF
variou de 0,24 a 0,26 para o painel da Affymetrix e de 0,23 a 0,26 para o painel
da lllumina. Khatkar et al. (2008), relatam média de MAF ligeiramente maiores
(0,27 a 0,32) para os cromossomos em bovinos da raga Holandesa da
Australia. A maior MAF observada para esta raca pode ser devido ao fato que a
maior parte dos SNPs utilizado nos painéis foram baseado em regides

polimorficas de ragas taurinas.
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Figura 1 — Proporgdo média dos alelos de menor frequéncia (MAF) para os

diferentes painéis estudados.

Apos a imposicao dos critérios do QC2, foi obtido o numero de 415.133
SNPs com o painel da Affymetrix, sendo que 403.308 SNPs destes foram
autossbmicos, e 465.703 com painel da lllumina, dos quais 444.691 SNPs
eram autossémicos. Ja a combinacdo dos dois painéis resultou em 763.259
dos quais 735.647 eram autossOmicos. O espacamento médio entre os
marcadores uteis (QC2) melhorou expressivamente quando os dois painéis
foram combinados, desta forma o espago médio diminui de 6,4 kb (Affymetrix)
e 5,7 kb (lllumina) para 3,5 kb (juntos).

Pela descrigdo atualizada do genoma bovino para a referéncia UMD e
Btau, o numero de genes nos cromossomos bovinos variaram respectivamente
de 299 e 304 no cromossomo 27 a 1.592 no BTA7 e 1.463 no BTA3. Ja o
numero de SNPs editado variou de 7.507 no BTA 25 a 24.596 pelo painel da
Affymetrix; de 7.758 no BTA8 a 28.444 BTA1 pelo painel da lllumina; e de
1.379 no BTA25 a 45.836 no BTA1 para os dois painéis combinados (Figura 2).
Para todos os cromossomos, independente do painel ou a referéncia utilizada,
ha muito mais SNPs do que genes descritos. Isto indica que a cobertura dos
painéis foi suficiente para todos os cromossomos. Em todos os cromossomos o
nuamero de SNPs presente no painel da lllumina foi maior que o da Affymetrix
com a excecao do BTA23.
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Figura 2 — Numero de SNPs de diferentes painéis e genes de diferentes

referéncias de montagem em cada cromossomo bovino.

As analises indicaram que 156.997 SNPs (38%) e 142.890 (34%) do
painel da Affymetrix sdo intragénicos (localizados dentro dos genes) pela
referéncia UMD e BTAU respectivamente. Para o painel da lllumina esses
valores sao de 188.950 (41 %) e 162.105 (35 %) e com os dois painéis juntos
300.586 (39%) e 265.404 (35%) de SNPs intragénicos pela a referéncia UMD e
BTAU, respectivamente. Considerando que pelo UMD a propor¢cao de DNA
codificante é de aproximadamente 33% e pelo BTAU 34 %, todos os painéis
apresentaram proporgcdes semelhantes e levemente maiores que esperado.
Com o painel da Affymetrix 57 % dos genes (15.492) da referéncia UMD e 58
% dos genes (14.613) do BTAU possuiram pelo menos um SNP intragénico
(Figura 3). Com o painel da lllumina estes valores foram melhores, com
aproximadamente 62% dos genes da referéncia UMD (16.860) e Btau (15.683)
possuindo ao menos um SNP intragénico. A vantagem da combinacao entre os
dois painéis comerciais pode observado quando 70% dos genes com
referéncia UMD (18.766) e 69% dos genes BTAU (17.314) tiveram ao menos
um SNP intragénico além de apresentar maior numero de SNPs dentro de cada

gene.
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Figura 3 - Distribuicdo dos SNPs selecionados para a populagéo da raga
Guzera de cada painel estudado pelos genes descritos na referéncia UMD e
Btau.

Ja em relagdo as regides intergénicas, o painel da Affymetrix
apresentou 14.390 regides com ao menos um SNP pela referéncia UMD e
15.038 pela referéncia Btau (Figura 3). O painel da Illumina apresentou ao
menos um SNP em 18.681 regides intergénica da referéncia UMD e 15.711
Btau. O painel combinado ndo aumentou muito o numero de regides
intergénica em relagdo ao lllumina: 18.681 regides pela referéncia UMD e
17.252 regides pela Btau. No entanto, este o numero de SNPs contidos nestas
regides do painel combinado (juntos) aumentou. O niumero de SNPs dentro de
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genes foi satisfatério, indicando uma grande porgdo de cobertura genética
direta (dentro dos genes), ainda que a maioria dos SNPs estejam entre os
genes. Apesar das informagdes codificantes estdo contidas nos genes, a parte
intergénica tem importante influéncia na regulacdo expressdo génica,
replicacdo do DNA, montagem, estruturagdo e manutencédo do cromossomo e
auxilio a separagao meidtica (LUDWIG 2002; CARROL; GOMPEL;
BPRUDHOMME, 2008; SUBIRANA; MESSEGUER, 2010).

De modo geral ha muito mais genes com SNP por cromossomo do
que sem SNP (Figura 4). Com o painel da Affymetrix os BTA7, BTA29 e X pela
referéncia UMD e Btau e o BTA25 pelo UMD tiveram numero de genes com
SNPs menor que o numero de genes sem SNPs. Ja com o painel da lllumina
os BTA15 e X pelo UMD e BTAU tiveram numero de genes com SNPs menor
que o numero de genes sem SNPs. Com os painéis combinados todos os
cromossomos tiveram numero de genes com SNPs menor que o numero de

genes sem SNPs.

B Genes UMD com SNPs Affym B Genes Btau com SNPs Affymetrix
O Genes UMD sem SNPs Affym g O Genes Btau sem SNPs Affymetrix
B Genes UMD com SNPs lllumil - B Genes Btau com SNPs lllumina
O Genes UMD sem SNPs lllumil O Genes Btau sem SNPs lllumina
B Genes UMD com SNPs Junto B Genes Btau com SNPs Juntos
@ Genes UMD sem SNPs Junto - @ Genes Btau sem SNPs Juntos

Numero de Genes
Namero de Genes

3 24 25 2 27 28 28 1.2 3 4 5 6 7 8 9 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 X

13 14 5 16 17 "8 19 20 1M 12 13 14 15
Cromossomo Cromossomo

Figura 4 - Numero de genes pela referéncia UMD e Btau com e sem SNPs de
diferentes painéis estudados por cromossomo.

Os graficos de densidade de "Kernel” mostraram graficos com maior
variagado numero de nucleos quando h=0,05 que quando h>0,1 (resultado néo
apresentado). Como o espagamento entre marcadores dos dois painéis
comerciais € de aproximadamente 4 Kb, foi testado h= 0,004 n&do sendo
observado diferencas marcantes em relacdo a 0,05. A adequagao do h=0,05
também foi observada por Michelizzi et al. (2011), porém trabalhando com

“lllumina Bovine50SNP BeadChip” em bufalos. Segundo estes autores, a
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largura das bandas dos nucleos de densidade deveria ser aproximadamente a
distdncia média dos SNPs, o que justificaria a utilizacdo de h=0,05 (intervalo
entre marcadores igual a aproximadamente 50 Kb). Quanto maior a densidade
maior sera a cobertura por marcadores para determinada area do cromossomo.
Esta analise entdo vai indicar o quao homogéneo os marcadores se distribui ao

longo do genoma e a escala é inerente ao painel utilizado.
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(Juntos) para cada cromossomo.

Foi definida como regiao rica em SNPs aquela que se apresentou acima
de dois desvios padrdao da média, bem como regidao pobre aquela que se
apresentou abaixo de dois desvios da média (Figura 7, 8 e 9). Quanto mais

aproximo de zero é o valor, menor é a cobertura para uma determinada regiao.
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Como esperado, maior parte das regides ficaram entre os dois desvios de
densidade da média do cromossomo.

De um modo geral a distribuicdo dos SNPs foi regular pelos
cromossomos, nao apresentando muitas regides ricas ou pobres. O painel da
lllumina mostrou distribuicdo mais homogénea ao longo dos cromossomos
quando comparado ao painel da Affymetrix. Sendo assim, a porc¢ao final do
BTA29 apresentou um declinio na cobertura proporcionada pelo painel da
Affymetrix, enquanto que com o painel da lllumina esta regido se manteve em
torno da média do cromossomo. Com os painéis combinados a cobertura desta
regido melhorou. No BTA7 e BTA16 foi observado um declinio subito com o
painel da Affymetrix (“gap”) que nao foi observado com o painel da llllumina. No
entanto, no BTA10 e BTA18 os “gaps” foram observados com os dois painéis.
Foi observado que os BTA3, BTA4, BTA5, BTA10, BTA12, BTA14 e BTA23
com o painel da Affymetrix ndo apresentaram regides ricas em SNP,
apresentando inclusive algumas regides pobres. O painel da lllumina
apresentou este mesmo perfil com o BTA10, BTA12, BTA14 e BTA 23. Os
cromossomos BTA7, BTA10, BTA13, BTA17, BTA 23, BTA 29 e X
apresentaram maior dindmica em relacdo a variagdo entre regides ricas e
pobres em SNPs nos dois painéis comerciais.

Em todos os painéis foi observado que no BTA1 os dois desvios superior
foi menor que a média do genoma, e no cromossomo X esse desvio foi igual a
meédia do genoma no painel da lllumina (Figura 5, 6 e 7), € um pouco maior no
painel da Affymetrix. Nos BTA17, BTA20 e BTA21 foi observado, com os dois
painéis, que a média do cromossomo foi proxima a média do genoma. Foi
observado que nos BTA18, BTA19, e do BTA22 até o BTA29 a média do
cromossomo foi maior que a média do genoma. Esta relagdo indica que os
cromossomos maiores apesar de possuirem maior quantidade de marcadores
SNPs ainda apresentam muitas regides sem coberturas, diferentemente dos
Cromossomos menores.

Para avaliar a cobertura destes painéis de alta densidade por meio do
DL, as distancias curtas e os marcadores adjacentes foram estudados. Todos
os pares de SNPs analisados a uma distdncia menor igual a 100 Kb
produziram um total de 6.877.630, 8.291.614 e 22.019.133 combinacgdes para a
estimacdo do DL pelos painéis da Affymetrix, lllumina € com os painéis
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combinados (Juntos), respectivamente (Tabela 1). A média geral foi de 0,15,
0,20 e 0,10 para r? com os paingéis da Affymetrix, lllumina e Juntos. Pela Tabela
1 é possivel observar a diferenga nos padrées de DL pelos diferentes painéis,
como também o efeito negativo na média do DL pela interagédo entre os painéis

Affymetrix e lllumina (no painel Juntos).

Tabela 1 - Desequilibrio de ligagao (r?) entre pares (N) de SNPs separados por
diferentes distancias até 100 kb para todos os autossomos em todos os painéis

estudados.
Affymetrix llumina Juntos
1 A 1 0, 0,
D'S(tlft?)c'a N Média r2/°> N Média r2/0> N Média % r2>
r2+DP1 0.32 r2+DP1 0.32 r2+DP!1 0,32
0-1 74567 0,24%0,25 30 37062 0,32+0,29 43 208128 0,12+0,21 14
1-2 74477 0,2320,24 29 72444 0,31+0,29 41 224742  0,15+0,23 17
2-3 72111  0,2240,24 28 80292 0,30+0,28 40 226181 0,15+0,23 18
3-4 70912 0,22+0,23 27 90679 0,30+0,28 39 232294 0,15+0,23 18
4-5 70419 0,21+0,23 26 89317 0,29+0,28 38 230906 0,15+0,22 17
5-10 349625 0,2040,22 24 435725 0,27+0,27 36 1134878 0,1410,22 16
10-20 695320 0,18+0,21 21 856734 0,25+0,26 32 2243857 0,13+0,20 14
20-30 695384 0,17+0,20 19 845835 0,23+0,25 28 2221353 0,12+0,19 13
30-40 689768 0,15+0,19 17 838262 0,21+0,24 26 2207566 0,11+0,18 11
40-50 687152 0,14%0,18 15 834533 0,19+0,23 24 2199231 0,10+0,17 10
50-60 683206 0,14+0,18 14 828954 0,18+0,22 22 2189822 0,10+0,16 10

60-70 681621 0,13+0,17 13 823057 0,17+0,22 20 2182601 0,09+0,16
70-80 679678 0,12+0,16 12 820545 0,16+0,21 19 2174119 0,09+0,15
80-90 676798 0,12+0,16 11 820090 0,16x0,20 18 2173650 0,08+0,15
90-100 676592 0,110,175 10 818085 0,15+0,20 17 2169805 0,08+0,14
0-100 6877630 0,15+0,19 11 8291614 0,20+0,24 24 22019133 0,10+0,18

~ 0 00 ©

—_
—_

'Desvio padrao; 2Percentage de pares de SNP com r2 > 0,3.

Para qualificar a diferenca entre os painéis, o teste de Tukey foi
empregado para diferentes classes de distadncias até 100 kb, onde foi
observado a significancia entre todas as classes (p<2,2e-'). Dado isto, duas
hipéteses podem ser consideradas: a primeira € devida diferengas no processo
de genotipagem entre os painéis comerciais; a segunda € devido a alocagéo de
marcadores diferenciadamente entre os painéis, ou seja, o painel lllumina pode
ter alocado muitos SNPs dentro das mesmas regides haplotipicas (baixa
recombinagado) enquanto o painel Affymetrix aloucou poucos SNPs dentro
destas regides e priorizou distribuir seus marcadores em diferentes regides
haplotipicas. Para verificar a primeira hipotese, o conjunto de 101.919 SNPs
comuns aos dois painéis comercial foi analisado. Apds a aplicagdo de um
rigoroso controle de qualidade para amostra (“call rate’=1 e MAF>=0,05),
restaram 43.943 SNPs. O grau de concordancia entre os painéis, dado pelo

coeficiente de correlagdo de Pearson, foi de 0,53 para MAF e 0,25 para o r2.
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O teste t (Student) pareado foi empregado para verificar as diferengas
(Affymetrix-lllumina) na MAF entre os marcadores e r? entre os pares de
marcadores. A diferenca de MAF para os marcadores variou de -0,45 a 0,44
com média de -0,008 +13 (Figura 8). No entanto, pelo teste t (t=-13,165 e 4394
graus de liberdade) a hipotese de igualdade entre os valores (0>5%) foi
descartada (p-value <2,2e-16). A diferenca de r? para os pares de marcadores
variou de -1 a 1 com média de 0,010+0,29. Este também pelo teste t (t= 24,34
e 541788 graus de liberdade) teve hipdtese de igualdade (nula) entre os
valores descartada (p-value <2,2e-16). Apesar da meédia ter sido proximo a
zero para os dois parametros estudados (MAF e r?), os testes indicaram que
existe diferencas na atribuicdo de gendtipos pela leitura dos sinais ou pela
clusterizacdo destes sinais. Este resultado implica na impossibilidade de se
combinar estes painéis, apesar do melhor desempenho observado para
distribuicdo e cobertura fisica desta combinacdo. Resultados diferentes foram
reportados por Rincon et al. (2011) que avaliando a perfomace destes dois
paineis observaram que 89 % dos SNPs em comum aos dois paineis tiveram
concordancia de 100% para os gendtipos. No entanto, diferentemente deste
trabalho, estes autores estudaram duas ragas taurinas (Jersey e Holtein).
Possivelmente por estes paineis possuirem em sua contituicio menor
quantidade de polimorfismos especifico para zebuinos pode ter contribuido

para o resultado encontrado.
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Figura 8 — Histogramas da diferenga dos valores de MAF entre os marcadores
e da diferenga de r? para os pares de marcadores do painel Affymetrix e
lllumina.

Admitindo que ainda existem diferencas entre os padroes de DL dos
painéis devido a alocacdo de marcadores, avaliar qual o painel comercial que

melhor genotipou € uma tarefa dificil. No entanto, pela literatura é possivel
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obter referéncias sobre os padrbes de DL esperado. Silva et al. (2010)
analisando o DL em 25 touros da raca Gir com um painel de 54.000 SNPs da
lllumina obteve valor semelhante para média de r? (0,21) do painel da lllumina.
Por cromossomo, estes autores também reportaram valores semelhantes de r?
(0,20 a 0,24). Os resultados encontrados por McKay et al. (2007) para
zebuinos também foram semelhantes aos encontrados neste trabalho com os
dois painéis comerciais (0,15 a 0,20). Ja valores menores e semelhantes aos
encontrados pelo painel da Affymetrix foram encontrados por de Roos et al.
(2008) para a raga Holandesa, Jersey e Angus (r? < 0,15) e Espigolan et al.
(2013) para a raga Nelore (0,11). Entretanto todos estes autores utilizaram um
painel da Illumina de 50 k ou 770 k, e ndo ha estudos disponiveis com o painel
da Affymetrix em bovinos ou a comparacao destes painéis em outras ragas.
Além do processo de genotipagem e da possivel diferenca de alocacéo, o
baixo numero de animais amostrado pode também ter colaborado para a
variagdo da medida de DL (YAN et al., 2009).

Para analisar o declinio das medidas de DL de acordo com a distancia
fisica entre os marcadores, os pares de SNPs foram classificados em intervalos
de kb e a média do r? foram estimados para todo o genoma (Tabela 1). Como
esperado os valores de DL diminuiram com o aumento da distancia fisica entre
os marcadores dos diferentes painéis. Apenas a primeira classe de distancia, o
painel combinado obteve menor estimativa que a segunda classe de menor
distdncia. Conforme aumentou o intervalo, as estimativas diminuiram
possibilitando um menor desvio padrdo. Essa diminuigdo é esperada, uma vez
que com o aumento do intervalo aumenta a frequéncia das estimativas iguais a
zero, reduzindo a variagao.

Niveis médios de r? altos (20,30) foram observados apenas com o
painel da lllumina para distancias fisicas menores que 4 Kb. Niveis moderados
(0,20 — 0,30) de r? foram observados para distdncias menor que 10 kb com o
painel da Affymetrix, menor que 40 kb com o painel da lllumina e nao foi
observado este nivel com o painel combinado. Apesar do pior resultado deste
ultimo painel para média e porcentagem de r?>>0,30, em termos absolutos com
este painel observou-se maior nimero de pares de marcadores com r?>0,30.
Em geral para os trés painéis, a porcentagem de r> maior que 0,3 foi baixo e

nao chegou a 50 % mesmo em distancias curtas. Esses valores foram mais
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baixos aos encontrados por Sargolzaei et al. (2008), que observaram que mais
de 60 % dos marcadores apresentaram média maior que 0,30 em distancias
entre 0 e 1 Kb, estudando 821 touros Holandés e utilizando 5.564 SNPs.

Ja analisando a média por cromossomo o r? para o painel da Affymetrix,
lllumina e Juntos variou, respectivamente, de 0,11 a 0,16; 0,17 a 0,22; 0,09 a
0,11, com os menores valores observados no cromossomo 23 e 0s maiores no
cromossomo 6. Foi observada tendéncia, embora pequena, da estimativa de r?
diminuir com a diminuicdo do tamanho do cromossomo (ndo mostrado).
Resultados semelhantes foram relatados por Bohamanova, Salgorzaei e
Schenkel (2010), que estimaram DL para animais da raca Holandesa. Segundo
Arias et al. (2009), a taxa de recombinacdo diminui com o aumento do
comprimento do cromossomo. Desta forma, quanto menor o cromossomo
espera-se que menor seja o DL.

As médias de r? entre os pares de marcadores adjacentes foram de
0,23, 0,30 e 0,14 para os painéis da Affymetrix, lllumina e Juntos,
respectivamente. Por cromossomo, a média do r2 foi maior que 0,22, 0,29 e
0,14 para os painéis da Affymetrix, lllumina e Juntos, respectivamente (Tabela
2). Pelo teste de Tukey, a média entre os marcadores adjacentes foram
diferentes entre os trés painéis. O pior resultado observado com a combinacao
dos painéis, mas uma vez implica que o processo atribuicdo de gendtipos dos
dois painéis possuem diferengas. Isto diminui as chances da hipdtese de
diferencas de alocagdo entre os painéis, ja que o valor minimo de r? deveria ser
0 minimo um dos dois painéis em separados. A interlocagdo de marcadores
que possuem atribuicao de gendtipos diferentes determina a menor correlagao
entre estes. Desta forma considerando o custo dos dois painéis e o beneficio
obtido pelo maior numero de informagdes, a combinacdo dos painéis comercial

nao deve ser utilizada.
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Tabela 2 - Distancia média dos marcadores analisados (em bp) e média
e desvio padrao (DP) de desequilibrio de ligagdo (r?) entre todos os pares de

SNPs adjacentes para todos os autossomos com os diferentes painéis

estudados.
Affymetrix lllumina Juntos
BTA Distancia Média r? Distancia Médiar? Distancia Média r?
média(bp) +DP? media +DP! media +DP!?
7108 0,23+0,24 7374 0,30+0,29 4031 0,14+0,23
6893 0,22+0,24 7692 0,31+0,29 4004 0,14+0,23
7242 0,23+0,24 7567 0,31+0,29 4052 0,14+0,23
6508 0,23+0,24 7521 0,30+0,28 3900 0,14+0,23
8603 0,24+0,25 8448 0,31+0,29 4669 0,15+0,23

7471 0,24+0,25 6972 0,32+0,29 4034 0,15+0,24
7227 0,23+0,24 7144 0,31+0,29 3997 0,15+0,23
6980 0,23+0,24 6678 0,31+0,28 3793 0,14+0,23
6253 0,22+0,24 6843 0,31+0,28 3634 0,14+0,22

dalisoianiderNoaren

6393 0,22+0,24 8031 0,31+0,29 3968 0,14+0,22
6622 0,22+0,24 7715 0,31+0,29 3969 0,14+0,23
7274 0,22+0,24 7997 0,30+0,28 4223 0,14+0,22
7558 0,24+0,24 7569 0,30+0,28 4114 0,14+0,23
7680 0,22+0,24 6563 0,31+0,28 3888 0,14+0,23
6677 0,22+0,24 7808 0,29+0,28 3997 0,14+0,22
6978 0,24+0,25 6853 0,31+0,29 3791 0,15+0,24
7151 0,23+0,24 7332 0,31+0,29 3994 0,15+0,23
7138 0,23+0,25 7195 0,31+0,29 4018 0,15+0,24
8555 0,23+0,25 8151 0,29+0,28 4566 0,15+0,23

N
o

6633 0,22+0,24 7663 0,30+0,29 3920 0,14+0,22
21 7150 0,24+0,25 7519 0,32+0,29 4007 0,15+0,24

22 6714 0,23+0,25 7120 0,30+0,29 3845 0,15+0,23
23 4832 0,22+0,24 6972 0,29+0,28 3192 0,14+0,22
24 6324 0,23+0,24 7145 0,30+0,28 3720 0,14+0,22
25 6220 0,23+0,24 7145 0,30+0,29 3700 0,15+0,23
26 5838 0,23+0,24 7162 0,30+0,29 3557 0,14+0,23
27 5025 0,22+0,24 7291 0,29+0,28 3295 0,13+0,21

28 5816 0,23+0,25 7453 0,31+0,29 3630 0,15+0,23
29 6322 0,23+0,24 7542 0,29+0,28 3843 0,14+0,22

Meuwissen et al. (2001) ao propor a ideia de selecao genbmica usou
marcadores adjacentes com r2> 0,20 indicando que tais marcadores, com esse
DL com QTL, pode explicar a variacao do QTL. Calus et al. (2008) usou dados
simulados avaliou o efeito da média do r? entre pares de marcadores
adjacentes na acuracia da selegédo gendmica (correlagao de valores genéticos
verdadeiros e GEBV para grupo de animais de validagéo). Eles observaram
que a precisdo de GEBV aumentou de 0,68 a 0,82 quando a média do r? entre
os marcadores adjacentes aumentou de 0,1 para a 0,2. Com base nisto, os
DLs entre marcadores foram suficientes em cada painel comercial

estudado, podendo possibilitar a captura acurada do efeito do QTL pelos
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marcadores, e permitindo assim, a aplicagao de selegdo gendmica nesta
populacio.

Os resultados deste estudo, sugerem que tanto o “Axiom® Genome-Wide
BOS 1 Array” da Affymetrix BeadChip como o “BovineHD BeadChip”,
proporcionou numero suficiente de marcadores, com alta propor¢cao de
polimorfismos e alta taxa de genotipagem bem distribuidas no genoma de
animais da raga Guzera. A cobertura proporcionada pelos painéis foi
considerada adequada com baixa regides gendmicas sem cobertura.
Apresentou também cobertura para a maioria dos genes bovinos relatados.
Mesmo apoés sua edigdo, os pares de SNPs tiveram desequilibrio de ligacéo
semelhantes a de muitas racgas, inclusive taurinas, sendo seus niveis
considerado suficiente para possivel aplicacdo da selecdo genbmica de
caracteristicas quantitativas. No entanto, diferencas dos padrbes de DL entre
os painéis foram observados. A decisdo sobre qual € o melhor painel comercial
para a realizacdo dos estudos gendmicos ainda nado € evidente, podendo
qualquer quer um dos dois painéis serem utilizados, contanto que n&o sejam

combinados.

CONCLUSOES

O “Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array” da Affymetrix e o “BovineHD BeadChip”
proporcionaram cobertura genémica adequada para animais da raga Guzera,
possuindo marcadores bem distribuidos ao longo genoma, sendo que
aproximadamente um ter¢co destes, apresentaram cobertura genética direta
(dentro dos genes). Existem diferengas no padrdo de DL entre os painéis
estudados. Porém com os dois painéis foi obtido niveis altos e moderados de
desequilibrio de ligagdo para pequenas distancias. Estes niveis podem ser
adequados para a obtencédo de valores genéticos gendmicos para os animais
desta populacdo da raca Guzera. Qualquer um dos dois painéis comerciais
pode ser utilizado para estudos genémicos. No entanto, a combinacédo destes

painéis ndo indicou viabilidade.
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CAPITULO 6 — CONSIDERAGOES FINAIS

A raga Guzera, como os zebuinos em geral, foi exposta a uma selegéo
artificial de menor intensidade para caracteristicas de interesse econémico que
as ragas taurinas. Entretanto, a especializagdo em produgdo dos zebuinos
pode ser uma alternativa viavel ao sistema de produgéao tropical e sustentavel.
A selegao artificial intensa sobre uma caracteristica € resultado do tempo de
exposi¢cao a selegao e a implementagdo de recursos alavancadores, como
associagdes de registros genealdgicos e programas de selecdo. Os programas
de selegédo visado acelerar o ganho genético via utilizagdo de metodologias
cientificas, que por sua vez podem ser incrementadas por tecnologias
moleculares, como a recente selecdo gendmica. Os valores genéticos obtidos
por meio das avaliagdbes gendmicas para touros jovens, por conter as
informagdes moleculares, sdo mais acurados que os valores genéticos obtidos
pela avaliagéo tradicional, e em algumas situagbes, podem permitir a redugéo
do tempo de avaliagdo e com isso a diminuigédo do intervalo de geragéao.

Apesar dos beneficios advindos com a utilizagdo da selecdo genémica, a
tecnologia necessita ser melhor estudada e aperfeicoada quanto a modelagem
estatistica e quanto as proprias informagdes moleculares, seja pela qualidade
(proximidade dos marcadores a mutagao causal) e pela quantidade (numeros
de marcadores). As informagdes moleculares ja esta sendo otimizadas com a
utilizagcdo de painéis de maior densidade ou do sequenciamento completo do
gendma. No entanto, estas duas tecnologias ainda s&o onerosas. A verificacao
da viabilidade dos estudos gendmicos em uma populagdo com tecnologias
mais acessiveis & estrategicamente sensato. Sendo assim, foi realizado a
genotipagem de grande parte da populagdo por um painel de 50k e um ensaio
geral sobre a adequacgao dos principais estudos gendmicos foram avaliados
utilizando grande parte dos animais da populacdo do Programa de
Melhoramento do Guzera para Leite. Apds isso, uma segunda genotipagem
com painéis de alta densidade foi realizada em uma parte pequena referente
aos touros mais inflentes (representatividade genética) da populagéo para
avaliar o desempenho dos painéis de maior custo.

Com um painel de 50k foi possivel estimar adequadamente o

desequilibrio de ligacdo entre os segmentos cromossémicos e o tamanho
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efetivo da populagdo. No entanto, o numero de pares de marcadores com o
desequilibrio de ligagdo considerado util para as analises genémicas foi baixo
quando comparados aos observados nas ragas taurinas. O desequilibrio de
ligacdo entre os marcadores adjacentes foi satisfatério para os 25 mil
marcadores utilizados, porém também foi abaixo em relagéo niveis observados
com os marcadores utilizados em programas de melhoramentos das ragas
taurinas. Painéis contendo maior numero de marcadores devem ser utilizados.
Talvez a imputagdo de marcadores do presente painel para um painel de maior
densidade pode ser a melhor alternativa a ser considerada.

Mesmo com o painel de 50 k as predi¢des genbmicas foram adequadas
e proximas das esperadas indicando a compatibilidade das informacdes
fenotipicas coletadas no programa com as informacdes gendmicas. Este
resultado pode ser reflexo do alto grau de parentesco da populagdo. Deste
modo, alternativas que combine as avaliagdes gendmicas e o esquema MOET,
sem a exclusdo deste ultimo, pode ser uma alternativa vantajosa para as
avaliagdes convencionais de touros jovens e deveria ser melhor estudada.
Também com este painel foi possivel discriminar regides (genes e QTLS)
relacionados a producido de leite e seus constituintes. No entanto, melhor
prospecgao de regides poderia ser obtida com a utilizagdo de um painel de alta
densidade.

Com os painéis de alta densidade foi observado muitos de pares de
marcadores com desequilibrio de ligacdo util e com niveis de moderados a
altos entre os marcadores adjacentes. Desta forma, a utilizagdo destes painéis
poderiam potencializar os resultados obtidos nesta tese com as analises
gendmicas. No entanto, os painéis comerciais apresentaram padroes de
desequilibrio e de genotipagem diferentes. Isto também implica ma
inviabilidade da combinacido destes paineis para pontecializacdo das analises
gendmicas. Em teoria, um painel com alta densidade e com menor
desequilibrio de ligacao entre os marcadores poderia ser o mais adequado, por
contemplar diferentes segmentos haplotipicos do genoma. Discriminar qual o
painel foi mais fidedigno para a genotipagem é uma tarefa dificil. Porém o
painel da lllumina apresentou algumas vantagens em relagéao ao painel da
Affymetrix, como maior quantidade de SNPs apds o controle de qualidade,

menor numero de regides com pouca cobertura e maior numero de genes
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cobertos. Além disso, considerando a possibilidade de imputagao a partir do
50k para todos os animais utilizados nesta tese, o painel lllumina deve ser

preferido devido interagdo negativa entre os processos de genotipagem
lllumina X Affymetrix.
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