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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 

Os resultados da bovinocultura de corte evidenciam a grande importância 

econômica que a atividade representa para o Brasil. Os dados de 2011 mostram que, 

com um rebanho de aproximadamente 180 milhões de cabeças, houve produção média 

de 7,45 milhões de toneladas de equivalente-carcaça, proveniente de pouco mais de 38 

milhões de animais abatidos (ANUALPEC, 2012). Além disso, a exportação de mais de 

1 milhão de toneladas foi, principalmente, de carne in natura (ABIEC, 2012). Portanto 

padrões sanitários e de qualidade, como cor, maciez, palatabilidade e suculência 

devem ser alcançados para atender essa demanda do mercado consumidor (MISSIO et 

al., 2010) 

O rebanho nacional é composto predominantemente por animais de raças 

zebuínas (Bos indicus), originárias da Ásia (LENSTRA & BRADLEY, 1999). Esses 

animais são mais adaptados ao ambiente tropical, em função principalmente da 

tolerância ao calor e resistência a parasitas, além de apresentarem maior fertilidade 

quando comparados a indivíduos de raças taurinas, de origem européia (Bos taurus), 

fatores que contribuem para a maior produtividade desses animais nos climas tropicais 

(BRADLEY & CUNNINGHAM, 1999). Dentre elas, a raça Nelore pode ser considerada a 

de maior importância, já que é a mais utilizada nos sistemas extensivos brasileiros.  

O aumento do consumo de carne bovina no Brasil, bem como das exportações, 

vem sendo acompanhado por uma maior exigência do mercado consumidor e, portanto, 

existe a necessidade não só de aumento na produtividade do rebanho nacional, mas 

também da qualidade dos produtos (COSTA et al., 2007). Sabe-se que os programas 

de melhoramento genético de raças zebuínas contemplam principalmente 

características de crescimento e, recentemente, maior atenção tem sido dada àquelas 

relacionadas à qualidade de carne e reprodução, a fim de melhorar a eficiência 

produtiva dos rebanhos e também o produto final. 

A seleção artificial resulta em alterações nas frequências alélicas da população, 

que podem ser detectadas, por exemplo, por diferenças nos padrões de homozigose 

dos nucleotídeos dos indivíduos (INNAN & KIM, 2004). Esse efeito é localizado ao redor 
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de genes específicos e a identificação dessas alterações, ou assinaturas de seleção, no 

genoma da raça Nelore pode auxiliar na busca por regiões que controlam 

características quantitativas sob seleção, na identificação de genes associados às 

variações fenotípicas de interesse, bem como das vias metabólicas relacionadas a eles. 

A disponibilidade de populações de bovinos com informações zootécnicas e os 

programas de melhoramento genético baseados na disseminação do material genético 

de reprodutores podem acelerar a descoberta de poligenes relacionados às 

características sob seleção (TELLAM et al., 2009). Assim, as informações obtidas a 

partir da análise genômica, quando incorporadas aos programas de melhoramento 

genético permitirão a seleção, para objetivos específicos, de reprodutores mais jovens 

com maior acurácia e, consequentemente, a diminuição do intervalo entre gerações e 

aumento do ganho genético na população. 

 

 

OBJETIVOS 
 
Identificar as regiões correspondentes a assinaturas de seleção em animais da 

raça Nelore, por meio da análise dos genótipos de polimorfismos de nucleotídeo único 

desses indivíduos, os genes e processos biológicos associados a essas regiões. 

  

 

REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

Caracterização do Genoma  

 

Estima-se que o genoma bovino tenha aproximadamente 2,87 Gb (Giga bases) e 

ao menos 22 mil genes, distribuídos em 29 pares de cromossomos autossômicos e 1 
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par de cromossomos sexuais (LIU et al., 2009). As características de interesse 

econômico são geralmente poligênicas e as regiões do genoma que contêm os genes 

relacionados a elas são denominadas QTLs, ou loci de características quantitativas 

(PAREEK et al., 2011). Essa caracterização é relevante na determinação dos 

delineamentos de estudos genômicos, como por exemplo, o número de marcadores 

necessários e indivíduos a serem genotipados. 

Outro fator importante na identificação das bases genéticas de características 

quantitativas é a quantificação do desequilíbrio de ligação (LD) ao longo do genoma 

(McKAY et al., 2007). Segundo GODDARD et al. (2009) o LD é observado quando 

determinadas combinações de alelos de diferentes loci em um cromossomo ocorrem 

com maior frequência que aquelas esperadas em uma situação ao acaso. Portanto, 

para que seja possível identificar variações no genoma relacionadas a fenótipos de 

caracteres quantitativos, aplicam-se metodologias baseadas em marcadores genéticos, 

que devem estar fortemente ligados às mutações causais, ou seja, em LD com as 

mesmas (KHATKAR et al., 2006).  

Recentemente esses estudos tornaram-se viáveis devido ao desenvolvimento de 

painéis de alta densidade de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) e dos métodos 

de análise em larga escala (ANDERSSON, 2009), sendo que, para uma maior garantia 

da existência de LD em toda a população, os marcadores devem estar suficientemente 

próximos às mutações causais (DEKKERS, 2004). Por conta dessa proximidade, a taxa 

de recombinação é consideravelmente pequena, fazendo com que as frequências 

alélicas dos marcadores ligados sejam alteradas devido às mudanças nas frequências 

das mutações causais (FAY & WU, 2000), fenômeno conhecido como “efeito carona”.  

Dentre as diversas metodologias que permitem estimar a extensão do LD ao 

longo do genoma, as mais utilizadas são baseadas no LD entre pares de genes. As 

primeiras medidas de LD entre os pares, estabelecidas por LEWONTIN (1964) foram: D 

(determinante de LD) e D’ (valor relativo de desequilíbrio), sendo: 

  e   
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em que  é o LD entre os loci  e ; é a frequência observada de gametas ;  

é a frequência esperada de gametas , assumindo que não haja nenhuma 

associação estatística entre os loci  e ;  é o desvio máximo da frequência 

gamética real em relação ao equilíbrio, dadas as frequências gênicas.  

Segundo os autores, a correção para a medida normalizada D’ é importante para 

minimizar a influência que as frequências gênicas exercem sobre as estimativas, assim, 

é possível detectar as mudanças na intensidade do LD sem interferência das 

frequências iniciais dos alelos envolvidos nas análises.  

HEDRICK (1987) comparou seis estimadores do LD entre pares de genes e 

também sugeriu que, para a comparação entre loci, sejam utilizadas medidas que não 

são dependentes das frequências alélicas ou do tamanho das amostras, a fim de evitar 

resultados viesados. Além disso, concluiu que o estimador D’ garante maior confiança 

na determinação da associação estatística entre os loci.  

A exceção é o teste r2 (HILL & ROBERTSON, 1968), que mesmo sendo 

dependente das frequências alélicas é também muito utilizado atualmente, já que o  

pode ser superestimado em amostras muito pequenas (WEISS & CLARK, 2002).  O 

quadrado do coeficiente de correlação entre um par de loci é definido como: 

 

em que  são, respectivamente, as frequências observadas dos alelos A1, 

A2, B1 e B2, supondo que um par de loci A e B, com 2 alelos cada, esteja sendo testado.  

Em uma população em equilíbrio, o valor esperado de r2 pode ser definido, 

segundo WEISS & CLARK (2002) como: 

 

sendo Ne o tamanho efetivo da população e c a taxa de recombinação, ou o 

comprimento do segmento cromossômico, dado em Morgans. A equação prediz um 

rápido declínio no LD conforme a distância genética aumenta e, esse declínio é mais 

acentuado em populações maiores. Além disso, os autores destacam uma propriedade 

importante dessa estimativa: multiplicando o valor encontrado de r2 pelo tamanho da 
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amostra utilizada, obtém-se o valor de χ2 que deve ser considerado para determinar se 

o teste é ou não significativo, ou seja, se os loci estão associados.  

O LD do genoma bovino é considerado alto, inclusive em longos fragmentos de 

DNA e, essa caracterização pode auxiliar no entendimento de processos de 

recombinação e seleção, além da comparação entre populações e detecção de 

assinaturas de seleção e outros eventos evolucionários (KHATKAR et al., 2006). 

Observa-se que para indivíduos Bos indicus, O LD entre marcadores próximos parece 

ser substancialmente menor quando comparado com Bos taurus, possivelmente em 

consequência do menor tamanho efetivo da população (Ne) ancestral dos animais 

taurinos (THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009).  

Além disso, os primeiros painéis de SNPs disponíveis para genotipagem foram 

desenvolvidos a partir do genoma de raças taurinas, tornando os marcadores mais 

informativos para animais do mesmo grupo genético que para zebuínos, que 

apresentam vários alelos com a frequência do alelo menos frequente (MAF) muito baixa 

(MATUKUMALLI  et al.,2009). Em contrapartida, os painéis de alta densidade 

disponíveis atualmente já contemplam também raças zebuínas. 

Outro fator que influencia o sucesso da genotipagem é a estrutura de genealogia 

disponível, ou seja, quanto maior o número de informações presentes na matriz de 

parentesco, mais acurados serão os genótipos e a fase de LD nos cromossomos 

(MCKAY et al., 2007), ou seja, é possível determinar, por probabilidade, as 

combinações de alelos transmitidos ao longo das gerações. A construção de mapas de 

LD de alta resolução pode proporcionar melhor identificação de regiões alvo, 

associadas às variações fenotípicas de interesse (MATUKUMALLI  et al., 2009). Para o 

desenvolvimento desses mapas de LD, o uso de SNPs específicos para cada raça e o 

posicionamento físico desses marcadores nos cromossomos deve ser considerado, a 

fim de evitar maior viés no momento de estimar a associação dos mesmos com os 

QTLs de interesse (ARIAS et al., 2009).  

A abordagem de QTLs é uma maneira de associar segmentos do genoma com 

características quantitativas de interesse econômico e, se for realizada uma varredura 

completa do genoma, permite estimação dos efeitos de todos, ou pelo menos grande 
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parte dos genes relacionados com os fenótipos (PAREEK et al., 2011). Segundo estes 

autores, já existem 4.682 QTLs detectados no genoma bovino, que afetam 376 

características. Além disso, estudos indicam que a densidade de genes encontrada nas 

regiões contendo QTLs é maior em relação ao restante do genoma e, esse 

agrupamento parece ocorrer de acordo com a função ou influência em determinadas 

características (SALIH & ADELSON, 2009). 

Em situações em que é possível genotipar um grande número de SNPs, como 

ocorre recentemente com os painéis de alta densidade contendo mais de 700 mil 

marcadores, é possível a formação de blocos de SNPs em LD, chamados de 

haplótipos, que são utilizados nos estudos de associação (VILLA-ANGULO et al., 

2009). Os autores estudaram indivíduos Bos taurus e Bos indicus e concluíram que a 

abordagem utilizando somente SNPs individuais exige ao menos 28.700 marcadores 

informativos, em contrapartida, para a caracterização dos haplótipos, um mínimo de 

574.000 marcadores é requerido.  

Independente da abordagem utilizada, mapas de LD comparativos possibilitam 

detectar regiões específicas do genoma que tiveram as freqüências gênicas alteradas 

pela seleção artificial (MCKAY et al., 2007). Essas regiões, denominadas assinaturas de 

seleção, são caracterizadas pelo aumento do LD e diminuição da variabilidade genética 

(WIENER et al., 2003), causada pela rápida fixação das mutações associadas às 

características selecionas (KIM & NIELSEN, 2004).  

 

 

Assinaturas de Seleção 

 

A domesticação das espécies de interesse zootécnico está diretamente 

relacionada à seleção fenotípica de diferentes características, que diferiram ao longo do 

tempo, de acordo com a necessidade e objetivo dos criadores. Sabe-se que a seleção 

pode alterar a freqüência dos alelos de diversos genes que controlam as características 

de interesse e, consequentemente, de regiões neutras ligadas a eles. Segundo 

LUIKART et al. (2003), os loci sob pressão de seleção artificial podem apresentar 
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comportamento diferenciado e revelar padrões que não atendem as propriedades 

típicas da distribuição, ou seja, são considerados “outliers” em relação às freqüências 

esperadas.  

A detecção de regiões do genoma que evidenciam a seleção por meio desses 

padrões de polimorfismos é extremamente afetada pelas frequências iniciais dos alelos 

na população antes da seleção (INNAN & KIM, 2004). Os autores verificaram que a 

probabilidade de detecção é consideravelmente maior quando essas frequências são 

baixas (<0,2), pois se torna mais fácil observar as diferenças nos padrões de variação.  

Vários métodos têm sido desenvolvidos para permitir a observação de 

assinaturas de seleção, a maioria baseados nas diferenças entre as frequências 

alélicas (STELLA et al., 2010). Cada metodologia possui suas particularidades e pode 

ser aplicada em diferentes situações. As mais utilizadas são:  

 Teste D (TAJIMA, 1989) e Teste H (FAY & WU, 2000) – Ambos são baseados 

nas diferenças de frequências alélicas de cada loci e foram desenvolvidos para 

sequências completas e não para análises amplas do genoma baseadas em SNPs 

(HAYES et al., 2008). Além disso, requerem o conhecimento da história demográfica da 

população para determinar os valores críticos dos testes (INNAN & KIM, 2004). O teste 

D não utiliza informações de alelos ancestrais e valores negativos revelam excesso de 

alelos raros, enquanto que valores negativos do teste H refletem a alta frequência de 

alelos derivados (PRZEWORSKI, 2002);    

 Estatística FST – É definida como a correlação das frequências gênicas entre 

subpopulações e é utilizada para quantificar o nível de diferenciação entre as mesmas 

(WEIR & COCKERHAM, 1984).  

 Escore de Integração dos Haplótipos – iHH  – Abordagem eficiente para 

comparar o LD em torno de alelos selecionados e não selecionados (HAYES et al., 

2008) que requer alta densidade de SNPs e a especificação completa do estado dos 

alelos ancestrais (THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM et al., 2009). Fornece uma 

medida de quão não usuais são os haplótipos ao redor de um determinado SNP 

(VOIGHT et al., 2006);  
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 Homozigose do Haplótipo Estendido – EHH (SABETI et al., 2002) – metodologia 

também conhecida por teste de haplótipo de longo alcance (“Long Range Haplotype” – 

LHR) que proporciona uma maneira de detectar seleções positivas recentes por meio 

da análise da estrutura dos haplótipos de indivíduos de um único grupo genético. O 

método consiste na relação entre as frequências dos alelos e a extensão do LD. Nesse 

caso, a mensuração do LD é realizada entre um alelo em um locus específico com 

múltiplos loci, a várias distâncias.  

 

 

Anotação do Genoma 

 

O sequenciamento em larga escala tem a capacidade de produzir enormes 

quantidades de dados brutos que precisam ser derivados em informações significativas 

e úteis biologicamente, como marcadores, genes, mRNA ou proteínas codificadas 

(ROUZÉ et al., 1999). Segundo os autores, o primeiro passo é a anotação do genoma, 

processo pelo qual sequências anônimas são documentadas. Para auxiliar o processo 

de anotação foi criado o “gene ontology”, que é uma representação formal do 

conhecimento biológico dos genes e seus produtos e contempla três abordagens: 

função molecular, processos biológicos (em quais processos as funções moleculares 

atuam) e componentes celulares (em qual parte das células as funções são 

desempenhadas) (THOMAS et al., 2007).  

Pode-se classificar a identificação de genes no genoma ou a atribuição de 

funções aos transcritos observados como anotação unidimensional e, a determinação 

de interações entre os componentes, localização física dos genes e de mudanças na 

sequência do genoma resultantes da adaptação evolutiva, como multidimensional 

(REED et al., 2006). Outra possibilidade é a anotação de QTLs de características 

consideradas importantes para cada espécie nas regiões de interesse (POLINENI et al., 

2006). 

Dentre várias metodologias, a busca por sequências homólogas de genes 

conhecidos, por meio de banco de dados que dispõe de ferramentas computacionais 
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que mensuram a similaridade entre as mesmas, fornece os primeiros indicativos sobre 

a função da região em estudo (ALTSCHUL et al., 1990). De acordo com os autores, 

esses métodos atribuem escores de inserções, deleções e substituições e realizam o 

alinhamento com base no conjunto que indica os menores números de mutações.   

Outra abordagem é a utilização de algoritmos sofisticados desenvolvidos para a 

predição de genes em eucariotos, capazes de detectar propriedades do DNA, como 

regiões com altas concentrações das bases nitrogenadas citosina e guanina (C+G), 

associadas a regiões codificadoras. Alguns preditores geram ainda um modelo de gene 

completo, definido como um conjunto de ”exons” transcritos coordenadamente, e são 

mais confiáveis (STEIN, 2001). 

Mesmo com o avanço tecnológico é preciso cuidado na realização da anotação, 

pois existem alguns problemas que podem ocorrer, como por exemplo, a baixa acurácia 

na inferência de sequências homólogas, diferentes funções molecular e celular de 

genes homólogos, ou ainda, a ausência de experimentos laboratoriais para comprovar 

as análises computacionais (BRENNER, 1999).   

Há também a possibilidade da anotação ser realizada com base em SNPs 

significativamente associados com características de importância econômica, 

detectados nas análises de associação ampla do genoma (GWAS), com o uso de 

ferramentas como o Snat - (“Snp annotation tool”) (JIANG et al., 2011). Essa plataforma 

foi desenvolvida para o uso em bovinos e compila informações de vários bancos de 

dados.  

Existe ainda a ferramenta GBrowse (“Generic Genome Browser”), que pode ser 

usada para visualizar, de forma arbitrária, sequências de nucleotídeos ou proteínas, 

bem como SNPs, genes e QTLs nas regiões de interesse (STEIN et al., 2002).   

A detecção de assinaturas de seleção delimita regiões do genoma que são, ou 

foram, funcionalmente importantes (BISWAS & AKEY, 2006) e pode também auxiliar na 

construção de mapas genéticos, ou mapas de seleção, nos quais são mapeados os 

genes que afetam as características produtivas, em função dos padrões de diversidade 

genética (WIENER et al., 2003).  
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CAPÍTULO 2 – DETECÇÃO DE ASSINATURAS DE SELEÇÃO RECENTE E 
IDENTIFICAÇÃO DE GENES CANDIDATOS POSICIONAIS EM BOVINOS DA RAÇA 
NELORE 

 

Detecção de Assinaturas de Seleção Recente e Identificação de Genes 
Candidatos Posicionais em Bovinos da Raça Nelore 

 
RESUMO - Um maneira de identificar regiões do genoma que controlam 

características de interesse econômico e que estejam sob seleção é por meio de 

genotipagem em plataformas de altas densidades de polimorfismos de único 

nucleotídeo (SNPs). Essas assinaturas de seleção podem ser identificadas 

principalmente pelas frequências alélicas, altas e não usuais, dos loci adjacentes às 

mutações favoráveis. Com o objetivo de detectar evidências de assinaturas de seleção 

recente no genoma de bovinos da raça Nelore, foram genotipados 796 indivíduos com o 

chip Illumina BovineHD BeadChip, que possui mais de 777 mil SNPs e, posteriormente, 

inferida a fase de ligação dos SNPs, por meio do software AlphaPhase. A reconstrução 

dos haplótipos e a detecção de assinaturas de seleção recentes foram realizadas por 

meio do software Sweep v1.1, que faz uso da aplicação da metodologia da homozigose 

do haplótipo estendido (EHH). A identificação dos genes foi realizada pela localização 

das regiões de assinaturas de seleção por meio da plataforma Gbrowse UMD 3.1 e a 

anotação funcional foi conduzida com o auxílio da ferramenta de classificação funcional 

de genes, disponível no programa DAVID. Foram detectadas mais de 2000 regiões de 

possíveis assinaturas de seleção recente e 545 genes posicionais. Vários genes foram 

relacionados com crescimento, metabolismo muscular e adiposo, características 

reprodutivas e sistema imunológico. Os resultados encontrados podem auxiliar o 

avança das pesquisas na raça Nelore, como o estudo de associação ampla do genoma 

das regiões significativas com os fenótipos das características de interesse. 

 
Palavras-Chave: Bos indicus, desequilíbrio de ligação, gado de corte, genotipagem, 

REHH, SNPs 
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IDENTIFICATION OF SELECTION SIGNATURES AND GENOME ANNOTATION IN 
NELLORE CATTLE 

 
ABSTRACT - One way to identify genomic regions controlling complex traits 

under selection is by genotyping on high density platforms of single nucleotide 

polymorphisms (SNPs). Selection signatures can be identified mainly by allele 

frequencies, unusual high, of adjacent loci to favorable mutations. With the purpose to 

detect evidence of recent selection signatures in Nellore cattle genome, 796 individuals 

were genotyped with the Illumina BovineHD BeadChip, which has more than 777,000 

SNPs and, after that, phase of SNPs were inferred by AlphaPhase 1.1. Haplotypes 

reconstruction and detection of recent selection signatures were realized using Sweep 

v1.1, applying Extended Haplotype Homozygosity methodology (EHH). Gene 

identification was performed by the location of selection signatures regions through the 

Gbrowse UMD 3.1 platform and the functional annotation was made using the tool of the 

functional classification of genes, available in the software DAVID. We detected more 

than 2,000 possible regions of recent selection signatures and 545 positional genes. 

Several genes were related to growth, muscle and fat metabolism, immune and 

reproductive characteristics. These results may help the progress of research in Nellore 

cattle, as the study of genome-wide association of significant regions with the 

phenotypes of interest. 

 
Keywords: Beef cattle, Bos indicus, genotyping, linkage disequilibrium, REHH, SNPs 
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Introdução 
  

A seleção artificial é capaz de promover a fixação de fenótipos desejáveis na 

população em um curto período de tempo, quando comparada à seleção natural 

(INNAN & KIM, 2008). Nesse contexto, a intensificação dos sistemas de produção 

animal foi viabilizada pela combinação de três fatores: melhoramento genético, nutrição 

e sanidade, necessários ao desenvolvimento dos indivíduos com genótipos superiores 

(BRADLEY & CUNNINGHAM, 1999).  

O rebanho bovino brasileiro, composto principalmente por animais da raça 

Nelore (Bos indicus), vem sendo selecionado há décadas, por diversos programas de 

melhoramento genético, que focaram os esforços na seleção de características de 

crescimento e, mais recentemente, também em características reprodutivas, 

importantes para a eficiência econômica que no geral apresentam baixas 

herdabilidades. O ganho genético ao longo das gerações pode ser comprovado, por 

exemplo, pelos estudos de tendência genética de pesos, ganhos de peso, idade ao 

primeiro parto e perímetro escrotal (LAUREANO et al., 2011).  

Grande parte das características de importância econômica tem herança 

complexa, ou seja, são influenciadas por inúmeros loci e por fatores ambientais 

(ANDERSSON & GEORGES, 2004), o que dificulta a busca pelos genes que as 

controlam. Assim, a identificação de regiões do genoma que controlam caracteres que 

estejam sob seleção, por meio da análise dos padrões dos dados genômicos, sem a 

necessidade de informações fenotípicas, pode ser mais viável que a busca por esses 

genes (SIMIANER et al., 2010).  

Além disso, a detecção dessas assinaturas de seleção permite a mineração de 

genes que tiveram papel importante nas mudanças genéticas recentes (INNAN & KIM, 

2008). Isso torna possível um melhor entendimento da evolução e da biologia de 

fenótipos específicos, que pode ser utilizado no desenvolvimento de ferramentas para 

aumentar a eficiência de seleção (STELLA et al., 2010).  

A disponibilidade da genotipagem dos indivíduos em plataformas de alta 

densidade de SNPs permite a varredura do genoma por assinaturas de seleção. Para 
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tal, é necessária a análise estatística dos dados, que avalia, principalmente, o rápido 

aumento nas frequências alélicas dos loci adjacentes às mutações favoráveis 

(QANBARI et al., 2010), pois, em função do LD, os mesmos tendem a ser transmitidos 

juntos, causando um efeito carona (FAY & WU, 2000).  

Dentre as diversas metodologias desenvolvidas, a estatística EHH - Homozigose 

do Haplótipo Estendido – (SABETI et al., 2002) é a que se aplica melhor a um conjunto 

de dados composto por um único grupo genético e sem informações dos genótipos de 

alelos ancestrais (QANBARI et al., 2010).  

Assim, os objetivos desse trabalho foram detectar evidências de assinaturas de 

seleção recente no genoma de bovinos da raça Nelore por meio da metodologia EHH, e 

identificar genes correspondentes a essas regiões. 

 

 

Material e Métodos 
 
 

Amostras 

 

Foram utilizados 796 animais, sendo 762 novilhos machos, descendentes de 34 

touros Nelore registrados, pertencentes às principais linhagens de uso comercial mais 

frequente no país, escolhidos com base nos coeficientes de parentesco de cerca de 

600 touros com sêmen disponível, com o objetivo de minimizar o grau de parentesco e 

representar a variabilidade genética da raça no país. Além disso, não foram levados em 

consideração os valores genéticos para características de importância econômica. Os 

produtos foram gerados em três estações de monta, nos anos de 2007, 2008 e 2009, 

por meio de inseminação artificial em tempo fixo (IATF) e criados na Embrapa Pecuária 

Sudeste, localizada na cidade de São Carlos-SP, na Embrapa Gado de Corte, situada 

no município de Campo Grande-MS e em três propriedades particulares dos Estados de 

Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. A média de idade dos touros foi de 13 anos, sendo 

variando entre 5 e 32 anos. Além disso, o número médio de filhos/touro foi de 21, com  
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variação entre 2 e 42.Em resumo, as etapas de coleta de material, extração de DNA e 

genotipagem ocorreram da seguinte maneira: para obtenção do DNA dos touros foram 

utilizadas as palhetas de sêmen congelado, provenientes das centrais de inseminação 

artificial e a extração do DNA foi realizada pelo método de desproteinação com 

solventes orgânicos (fenol, clorofórmio e álcool isoamílico). Para os novilhos, foram 

coletados 5  mL de sangue, por punção da veia jugular, em tubos para coleta a vácuo 

contendo EDTA potássico. As extrações de DNA foram realizadas a partir de leucócitos, 

por meio do método “salting out”. Após a extração, para avaliar a concentração, pureza 

e integridade do DNA, as amostras foram quantificadas em NanoDrop® e submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed.  

 

 

Genotipagem e Controle de Qualidade 

 

A genotipagem foi realizada no Laboratório de Genômica Funcional do “United 

States Department of Agriculture” (BFGL/USDA/EUA) financiada pelo projeto Rede Bife 

de Qualidade, Macroprograma 1 da Embrapa. Foi utilizado o chip “Illumina BovineHD 

BeadChip”, que possui mais de 777 mil SNPs em sua plataforma, com espaçamento 

médio de 3,4 kb. Após a genotipagem, um arquivo contendo informações dos 

indivíduos, SNPs e um escore correlacionado com a qualidade da genotipagem de cada 

SNP (“GC Score”) foi criado. Esse escore é uma qualidade métrica que indica a 

confiabilidade dos genótipos de cada marcador em cada amostra. Para que as análises 

posteriores, baseadas em relações de parentesco, não fossem prejudicadas, foi 

aplicado um teste de paternidade com base nos SNPs selecionados pelo algoritmo 

implementado por MUDADU et al. (2011), que identificou as incompatibilidades com a 

genealogia disponível. TEO (2008) já havia destacado a importância desse tipo de 

análise em estudos baseados em famílias.  

Após as correções de paternidade, os dados foram submetidos a análises de 

controle e garantia de qualidade, em relação aos indivíduos e também aos loci, a fim de 

evitar, ao máximo, resultados espúrios (LAURIE et al., 2010). Para tal, foi o utilizado o 
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pacote “snpMatrix” (CLAYTON & LEUNG, 2011), do programa estatístico R (R 

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).  

Foram selecionados os SNPs que apresentavam “GC Score” maior ou igual a 

0,2. Esse limiar foi escolhido com base na quantidade de SNPs removidos e na 

diminuição do número de inconsistências mendelianas proporcionadas. Em seguida, os 

dados foram filtrados utilizando os seguintes parâmetros: indivíduos com “call rate” > 

90% (porcentagem do genoma genotipado corretamente), SNPs com “call rate” > 95% 

(porcentagem de genotipagem de cada SNP em toda a população), excluindo 

resultados de baixa qualidade, o que contribui para o aumento da acurácia dos dados 

(OLIPHANT et al., 2002), pois erros de genotipagem podem interferir no estudo de 

haplótipos (GABRIEL et al., 2002). A MAF foi estabelecida em 1%. Foram excluídos 

ainda os SNPs localizados no cromossomo X, genoma mitocondrial e aqueles sem 

informação de posição no genoma ou considerados ambíguos. 

   

 

Inferência da fase de ligação dos polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) 

 

As análises posteriores dependiam da formação de haplótipos e, portanto, a fase 

de ligação dos SNPs deveria ser inferida, ou seja, determinar, por probabilidade, as 

combinações de alelos que são transmitidas ao longo das gerações. Como os animais 

eram provenientes de famílias de meio-irmãos, optou-se por utilizar um algoritmo 

desenvolvido para indivíduos relacionados e aparentemente não relacionados, 

disponível no programa AlphaPhase 1.1 (HICKEY et al., 2011). Resumidamente, o 

AlphaPhase 1.1 combina dois importantes métodos: “long-range phasing” (LRP), que 

infere a fase dos marcadores com base nos haplótipos compartilhados por indivíduos 

relacionados (chamados de possíveis pais) e “haplotype library imputation” (HLI), 

biblioteca de haplótipos criada a partir do próprio banco de dados, que aumenta o 

rendimento da inferência, corrige erros criados pela definição equivocada de possíveis 

pais e/ou erros de genotipagem. As etapas são executadas em cada cromossomo e, 

em regiões delimitadas dos arquivos, para aumentar a acurácia da inferência. Para tal, 
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devem ser definidos os tamanhos dos núcleos (cadeias consecutivas de SNPs) e das 

caudas (cadeias consecutivas de SNPs adjacentes a cada uma das extremidades dos 

núcleos). 

Os parâmetros utilizados foram: 

 Tamanho do núcleo: 100 SNPs; 

 Tamanho das caudas para ambos os lados: 100 SNPs; 

 Número de indivíduos analisados antes de inferir a fase: 10; 

 Proporção máxima de discordância entre os indivíduos analisados: 10%;  

 Proporção máxima de genótipos perdidos ou incorretos: 1%. 

 

 

Visualização dos haplótipos e aplicação da metodologia da homozigose do haplótipo 

estendido (EHH) em regiões de genes candidatos posicionais 

 

Para observar se a metodologia escolhida era eficaz, primeiramente observou-se 

os resultados em regiões que continham genes relacionados com crescimento, 

deposição de gordura, reprodução e sistema imune (Tabela 1). Os blocos foram 

analisados no programa Haploview v4.1 (BARRET et al., 2005) para estimar o LD entre 

os pares de SNPs e  observar o padrão dos haplótipos formados e no programa Sweep 

v1.1 para identificar evidencias de assinaturas de seleção. Para representar a região, o 

bloco que continha o SNP mais próximo de cada gene candidato foi escolhido. Foram 

então calculadas as estatísticas EHH e REHH dos dois haplótipos mais frequentes 

contidos em cada bloco e, para observar o declínio da homozigosidade nos genes, o 

EHH foi plotado contra a distância, em cM, do haplótipo núcleo. 
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Aplicação da metodologia da homozigose do haplótipo estendido (EHH) em todo o 

genoma  

 

Essa abordagem, desenvolvida por SABETI et al. (2002) para a detecção de 

assinaturas de seleção, parece ser a mais utilizada para estudos com um único grupo 

genético. A metodologia proporciona uma maneira de detectar seleções positivas 

recentes por meio da análise da estrutura dos haplótipos dos indivíduos.  

O teste foi aplicado por meio do programa Sweep 1.1 (SABETI et al., 2002) e, 

para tal, foram utilizados os arquivos de inferência das fases dos SNPs, gerados pelo 

AlphaPhase. Cada arquivo contendo 100 SNPs foi chamado de núcleo e, abrangia 

diversos blocos, definidos pelo algoritmo proposto por GABRIEL et al. (2002), que 

considera um par de SNPs em forte LD se a estatística D’ estiver dentro de um intervalo 

de confiança de 95%, ou seja, aqueles com limite inferior maior que 0,7 e limite superior 

acima de 0,98. Foi especificado ainda que um bloco tivesse no mínimo 3 e, no máximo, 

20 SNPs.  

De acordo com SABETI et al. (2002), alelos comuns são geralmente antigos e 

têm LD de curto alcance. Já alelos raros podem ser antigos ou recentes e ter LD de 

longo ou curto alcance. Assim, o que caracteriza uma assinatura de seleção recente é o 

rápido aumento na frequência alélica, que ocorre num espaço de tempo curto o 

suficiente para que a recombinação não quebre o haplótipo no qual a mutação ocorreu. 

Uma assinatura de seleção positiva é então um haplótipo que apresenta LD de longo 

alcance e não usual, além de alta frequência, quando comparado aos outros haplótipos 

do mesmo locus.  

O poder de detecção de assinaturas recentes é muito superior aos testes que 

levam em consideração somente as frequências alélicas, pois é baseado na associação 

entre um SNP com múltiplos loci a diversas distâncias. A homozigose do haplótipo 

estendido é definida como a probabilidade que dois cromossomos escolhidos 

aleatoriamente e que carreguem o haplótipo de interesse, sejam idênticos por 

descendência, o que permite a detecção da transmissão de um haplótipo sem 
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recombinação (SABETI et al., 2002). O EHH de um haplótipo núcleo testado (t) foi 

matematicamente calculado como: 

 
onde ct é o número de amostras de um haplótipo núcleo particular (em teste), eti é o 

número de amostras de cada haplótipo estendido presente no bloco e s é o número de 

haplótipos estendidos do bloco. 

A metodologia foi inicialmente desenvolvida para dados do genoma humano e, 

na época, como não havia boas estimativas de taxas de recombinações locais, os 

autores elaboraram uma correção para a estimativa EHH. Sabe-se que em bovinos, as 

taxas de recombinação também não são constantes ao longo do genoma (KHATKAR et 

al., 2006), portanto, a Homozigose Relativa do Haplótipo Estendido (REHH), proposta 

por SABETI et al. (2002) foi utilizada para corrigir o EHH para as variações nas taxas de 

recombinação. Primeiramente foi calculada a homozigose relativa do cromossomo: 

 
 

que é definido como o declínio do EHH em todos os outros haplótipos núcleos 

combinados e, n é número de diferentes haplótipos núcleos no cromossomo (em 

relação ao t). Em seguida, o REHH foi definido por: 
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O teste foi aplicado a uma distância de 0,25 cM para ambos os lados do 

haplótipo núcleo, devido ao menor LD observado em relação a raças taurinas. Para 

determinar a significância dos valores de REHH, os haplótipos formados foram 

ordenados em 20 classes de frequência na população e, cada um foi comparado com 

os outros igualmente freqüentes no cromossomo. Para obter uma distribuição próxima 

da normal, os valores de REHH foram transformados por escala logarítmica (-Log10). 

Em seguida foi obtida a distribuição de probabilidade, calculados a média, os desvios-

padrão e os P-valores, que também foram transformados para –Log10(P). Assim, 

aqueles haplótipos com P-valores extremos foram considerados significativos.  

 

 

Anotação do Genoma 

 

Para a anotação dos genes, foram consideradas somente as regiões com -Log10 

(P) superiores a 3 (P<0,001). Além disso, estendeu-se a área de busca 250 kb para 

ambos os lados do haplótipo núcleo, distância menor que aquela utilizada por 

QANBARI et al. (2010) em bovinos Holstein, justamente pelo menor LD observado nos 

animais na raça Nelore. A ferramenta GBrowse  versão 1.71, carregada com o genoma 

bovino versão UMD 3.1, foi utilizada para visualizar os genes nas regiões de interesse. 

Buscou-se também informações de QTLs no banco de dados CattleQTLdb (HU et al., 

2010), para observar se as regiões identificadas como assinaturas de seleção estavam 

sobrepostas a QTLs previamente relacionados com características de importância 

econômica em bovinos de corte. Porém, para tal etapa, foram utilizadas somente 

aquelas regiões que apresentaram os P-valores mais extremos (P<0,0001).  

A etapa seguinte consistiu em analisar a lista de genes no programa DAVID 

(“Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery”) (DENNIS JR. et al., 

2003). Os genes foram submetidos à classificação funcional disponível na plataforma, 

que os agrupa de acordo com a similaridade funcional. Essa etapa utiliza mais de 75 mil 

termos derivados de fontes de anotação funcional e, parte do princípio que genes com 

perfis de anotação semelhantes devem ser funcionalmente relacionados, o que facilita a 
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interpretação biológica dos mesmos (HUANG et al., 2007). Os autores explicam que 

esse agrupamento é realizado com base em uma medida de probabilidade corrigida de 

co-ocorrência entre dois conjuntos de dados categorizados, chamada de estatística 

“kappa”, que varia de 0 (co-ocorrência ao acaso) a 1 (co-ocorrência relacionada). Essa 

associação funcional entre dois genes é calculada com base nos perfis de anotação 

dos genes m e n, mais especificamente nas suas co-ocorrências observadas (Omn) e as 

chances de co-ocorrência (Amn):  

 
A análise foi conduzida utilizando os parâmetros padrões do programa, 

adequados para a maioria dos estudos (HUANG et al., 2007), definidos da seguinte 

forma: 

 Sobreposição de termos similares: eram necessários, no mínimo, 4 termos 

sobrepostos entre um par de genes para qualificá-los para o cálculo de estatística 

“kappa”;  

 Limiar de similaridade: o valor mínimo da estatística kappa considerado 

biologicamente significativo foi de 0,35; 

 Membros do grupo inicial: um grupo inicial deveria ser formado por, no mínimo, 4  

genes; 

 Membros do grupo final: após a análise, os grupos deveriam ter, ao menos, 4 . 

Isso evita a formação de muitos grupos de tamanho pequeno; 

 Limiar de multi-ligação: dois grupos que compartilhavam mais de 50% dos genes 

passavam a ser um único grupo.  

A análise final consistiu na construção de redes associadas aos processos 

biológicos, funções moleculares e componentes celulares dos genes incluídos nos 

grupos com o auxílio do software GOrilla (“Gene Ontology enrichment analysis and 

visualization  tool”) (EDEN et al., 2009). De acordo com os autores, essa ferramenta 

realiza o enriquecimento de termos super expressos do “Gene Ontology” a partir de 

uma lista de genes ordenados. A significância dos termos foi definida por meio de 
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distribuição de probabilidade hipergeométrica e, para isso, um escore denominado 

mHG é calculado. Esse escore pode ser definido como: a probabilidade mínima 

encontrada, com base em todas as configurações possíveis, dado o ranqueamento dos 

genes, corrigida para múltiplos testes. No presente trabalho, essa lista foi formada com 

base no agrupamento realizado pela ferramenta DAVID.  

 

 

Resultados e Discussão 
 

 

Marcadores e haplótipos 

 

A Tabela 2 apresenta uma descrição resumida dos SNPs e blocos formados no 

conjunto de dados. Após o controle de qualidade, restaram 789 indivíduos e 560.565 

SNPs cobrindo 2.522,54 Mpb (Mega bases) do genoma bovino (versão UMD 3.1), com 

espaçamento médio entre eles de 4,5 kb. A MAF média (± erro-padrão) desse conjunto 

de marcadores foi de 0,26 ± 0,0002, estimativa próxima a observada recentemente para 

a raça Nelore, de 0,20 (THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009). Além disso, 

66% dos SNPs apresentaram MAF ≥ 0,1.  Foram formados 68.054 blocos, com 

tamanho médio (± desvio-padrão) de 15,69 kb (± 17,94 kb), abrangendo 1,07 Mpb 

(42%) dos 29 cromossomos estudados. O desvio-padrão reflete a alta variação no 

tamanho dos blocos, que apresenta amplitude de 0,65 a 491,27 kb. Dos SNPs 

utilizados, 330.262 (58,91%) participaram da formação dos blocos.   

O teste do desvio do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW), que elimina SNPs 

acima de um desvio pré-determinado, não foi utilizado por diversas razões, sendo que a 

principal é o fato de que o teste EHH, que identifica as regiões de assinaturas de 

seleção depende da alta homozigose dos haplótipos e, consequentemente, dos SNPs. 

Além disso, de acordo com CHAN et al. (2008), de 13,6% a 23,6% dos SNPs desviam 

do EHW e isso pode ser consequência da ancestralidade compartilhada. Os filtros de 

“call rate” e MAF já proporcionam um conjunto de marcadores com genótipos 
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suficientemente acurados (TEO, 2008). Outra questão importante é a possibilidade que 

os desvios do EHW aconteçam em consequência das correlações genéticas entre 

indivíduos da mesma família e não por erros de genotipagem (FINNER et al., 2010). 

Nesse caso, SNPs em alta homozigose por conta da estrutura de pedigree e/ou seleção 

seriam excluídos das análises posteriores, comprometendo os resultados.  

Em relação à caracterização dos blocos, mais de 50.000 tinham no máximo 20 

kb de comprimento e, mais de 40.000 continham até quatro marcadores (Figura 1). Isso 

pode ser consequência da menor extensão do LD observado em indivíduos da raça 

Nelore, além do declínio mais intenso a curtas distâncias, quando comparados com 

animais Bos taurus (VILLA-ANGULO et al., 2009), resultando em blocos menores e 

formados por poucos marcadores.  
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Figura 1. Distribuição do tamanho (A) e número de SNPs formando os blocos (B) no genoma de bovinos 

da raça Nelore. 
 
 

Após análise dos blocos foram identificados 237.378 haplótipos. A Figura 2 

representa a distribuição das classes de frequência desses haplótipos na população. É 

possível observar que há mais haplótipos freqüentes na classe de 51 a 55% em relação 

às classes de 26 a 50%. Esse resultado pode ser explicado pelo número de haplótipos 

representados nos blocos. Aqueles com até quatro haplótipos são mais comuns e, para 

verificar como isso poderia influenciar a distribuição da Figura 2, as frequências 

A

B
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haplotípicas foram verificadas no conjunto de dados. Notou-se que, geralmente, com 

três haplótipos, existe um mais frequente (acima de 50%), um segundo mais frequente 

(em torno de 40%) e um terceiro com frequência menor que 10%. Quando são quatro 

haplótipos no bloco, existe um com frequência maior que 60% e três entre 10 e 20%. 

Dessa forma, ao juntar todas as informações em um único gráfico, fica visível o maior 

número de haplótipos frequentes em mais de 51% da população. Além disso, os 

haplótipos com baixa frequência (até 10%) são mais comuns, condizente com uma 

população que apresentou diminuição do Ne recentemente, devido a deriva genética 

(TAJIMA, 1989). De acordo com VILLA-ANGULO et al. (2009), estima-se que nas 

últimas cem gerações, o Ne da raça Nelore tenha passado de mais de 400 para menos 

de 100 animais. Corroborando essa hipótese, os resultados encontrados por FARIA et 

al. (2009) mostram que o Ne da raça no Brasil diminui de 85 para 68 animais em quatro 

gerações (de 1979 a 1998).  

 
Figura 2. Distribuição do número de haplótipos em relação à frequência na população. Foram formadas 

20 classes de frequência com intervalos de 5%.  
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Análises nas regiões dos genes candidatos posicionais 

 

Inicialmente, regiões que continham genes relacionados ao sistema imunológico, 

crescimento e deposição de gordura foram avaliadas. Observou-se o LD entre os 

marcadores bem como o padrão de frequência e homozigose dos haplótipos, para 

detectar possíveis evidências de seleção.  

Na Tabela 3 são apresentados os resultados da aplicação do teste EHH nos 

haplótipos observados em cada gene candidato e a informação do SNP mais próximo. 

Partiu-se do pressuposto que a medida de REHH é um indicativo do LD ao redor do 

haplótipo em estudo e, valores superiores a 1 significam alta homozigosidade daquele 

haplótipo em relação aos outros de igual frequência (SABETI et al., 2002).  

A análise dos resultados sugere que os genes relacionados ao sistema imune 

não apresentam indicativos de assinatura de seleção recente. Indivíduos da raça Nelore 

são mais bem adaptados as condições ambientais em que estão inseridos e são mais 

resistentes a patógenos, quando comparados aos animais Bos taurus (BRADLEY & 

CUNNINGHAM, 1999). Provavelmente esses genes estejam sob pressão de seleção 

natural, que não causa aumento rápido das frequências alélicas como a seleção 

artificial (FAY & WU, 2000) e por isso não é detectável com a metodologia utilizada.   

O gene da miostatina (MSTN) é membro da super família dos fatores de 

crescimento, sendo que sua inativação pode resultar em um expressivo 

desenvolvimento muscular (WIENER et al., 2009). McPHERRON & LEE (1997) já 

haviam relatado que mutações não silenciosas nesse gene causam hipertrofia muscular 

e, como consequência, o fenótipo chamado de dupla musculatura, que pode ser 

observado em várias raças européias, com destaque para Belgian-Blue e Piemontês. 

Em indivíduos da raça Nelore, GRISOLIA et al. (2009) encontraram 37 polimorfismos no 

gene MSTN, todos diferentes daqueles observados nas raças que apresentam dupla 

musculatura. Os autores argumentam que a identificação desses polimorfismos pode 

indicar uma alta taxa de mutação nesse gene. Dessa forma, a metodologia aplicada, 

baseada principalmente na diminuição da variabilidade genética pode não ter sido 

capaz de identificar evidências de assinatura de seleção nesse gene.  
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 Em relação aos genes do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1) e 

de seu receptor (IGF1R), esperava-se algum indicativo de seleção, pois eles podem 

estar associados a características de crescimento (ROGBERG-MUÑOZ et al., 2011; 

MICKE et al., 2011) e com a idade à puberdade (FORTES et al., 2012). GE et al. (2001) 

observaram, por meio da utilização da técnica de PCR-RFLP, um polimorfismo no gene 

IGF1 em bovinos da raça Angus que dava origem a dois genótipos. Os autores 

concluíram que o genótipo BB conferia maior ganho de peso quando comparado ao AA. 

Em contrapartida, em uma população de indivíduos Nelore, CURI et al. (2005) 

verificaram que o genótipo BB estava fixado. No presente estudo, a metodologia foi 

capaz de detectar assinatura de seleção somente no gene do hormônio do crescimento 

1 (GH1), que é o principal regulador do metabolismo e do crescimento (BREIER, 1999) 

e integra o eixo somatotrópico, juntamente com o gene IGF1, proteínas e receptores 

associados (CURI et al., 2006). 

O mesmo pode ter ocorrido com os genes da leptina (LEP) e seu receptor 

(LEPR), pois somente o segundo apresentou evidências de assinatura de seleção. A 

leptina está envolvida com mudanças no apetite, metabolismo e partição de nutrientes e 

age através de receptores (TARTAGLIA, 1997). Já o gene LEPR está associado ao 

balanço energético, características de deposição de gordura e crescimento em bovinos 

(GUO et al., 2008).    

Outros dois genes apresentaram evidências de assinaturas de seleção. O gene 

da somatostatina (SST), hormônio protéico que apresenta regulação negativa sobre o 

GH1 (MARTIN & MILLARD, 1986), já foi relacionado a QTLs para características como 

marmoreio, área de olho-de-lombo e espessura de gordura subcutânea em animais da 

raça Angus (MORSCI et al., 2006), além de apresentar SNPs associados com altura e 

comprimento em Bos taurus (GAO et al., 2011). 

A proteína ligante de ácidos graxos 4 (FABP4) parece exercer papel importante 

no metabolismo de lipídios e na homeostase dos adipócitos em bovinos (HOASHI et al., 

2008) e, juntamente com a lipase, media o processo de transporte de lipídios durante a 

lipólise (SHEN et al., 1999). Dois polimorfismos no gene FABP4 foram associados com 

marmoreio e deposição de gordura subcutânea em indivíduos Bos taurus (MICHAL et 
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al., 2006). Já os estudos com a raça Nelore indicaram a fixação dos alelos previamente 

descritos e nenhuma associação com as características relacionadas a deposição de 

gordura (AYRES et al., 2010; CURI et al., 2011). Anteriormente, BARENDSE et al. 

(2009), avaliando indivíduos Bos taurus e Bos indicus, concluíram que possíveis 

resultados não significativos de associação entre polimorfismos do gene FABP4 e 

marmoreio poderia ser explicada pelo pequeno efeito que o gene apresenta sobre os 

fenótipos de interesse e, por esse motivo, as análises deveriam contemplar um maior 

número de indivíduos. Como a metodologia utilizada no presente trabalho não leva em 

consideração os polimorfismos no gene, e sim a homozigose e a frequência do 

haplótipo em relação as outros da mesma região do genoma, foi possível observar 

indícios de assinatura de seleção margeando esse gene. 
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Pode-se observar na Figura 3 que para os genes SST, LEPR, FABP4 e GH1 a 

homozigosidade não se estende além de 0,2 cM, evidenciando que o LD na raça Nelore 

é menor que o observado em bovinos da raça Holstein por QANBARI et al. (2010). 

BOLORMAA et al. (2011) também haviam relatado que a extensão do LD em indivíduos 

Bos indicus é menor quando comparada a animais Bos taurus ou cruzados.  
 

 
Figura 3. EHH x distância para os genes SST (A), LEPR (B), FABP4 (C) e GH1 (D), mostrando o declínio 

da homozigosidade dos dois haplótipos mais freqüentes, em função da distância do haplótipo 
núcleo, medida em cM. As legendas representam a frequência de cada haplótipo para cada 
gene.     

 

A Figura 4 apresenta a visualização dos blocos, bem como o LD entre os 

marcadores, quantificado por meio da estatística r2, que varia de 0 (ausência de LD) a 1 

(completo LD). O quadrado do coeficiente de correlação entre dois marcadores (r2) é 

corrigido para as respectivas frequências alélicas e é indicativo da quantidade de 

informação de um locus que é explicada pelo outro (ARDLIE et al., 2002). O 

comprimento dos blocos variou de 1 a 38 kb, o que  sugere a pequena extensão do LD 

já observada anteriormente. 

 

A 

B 

C 

D 
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Figura 4. Visualização dos blocos e do desequilíbrio de ligação (LD) para os genes SST (A), LEPR (B), 

FABP4 (C) e GH1 (D). O LD foi mensurado pela estatística r2 (em %). Cor branca representa r2 
= 0 (ausência de LD), preta r2 = 1 (ou 100% - completo LD) e cores intermediárias representam 
valores intermediários. Os SNPs circulados são aqueles mais próximos ao gene candidato. 

A 

B C 

D 
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Aplicação do teste EHH no genoma 

 

Para os 68.054 blocos formados, foram realizados 193.944 testes EHH. Somente 

aqueles haplótipos com frequência e homozigosidade maiores que 30% foram incluídos 

nas etapas posteriores, pois valores inferiores poderiam ser indicativos de eventos de 

recombinação (SABETI et al, 2002). A Tabela 4 mostra a descrição do número de 

testes e das regiões significativas por cromossomo. O teste indicou mais de 2.000 

regiões que podem estar sob seleção recente, porém apenas as significativas ao 

menos a 0,1% de probabilidade (P<0,001) foram utilizadas para a anotação do genoma 

(n = 269).  

 
Tabela 4. Estatística da aplicação do teste EHH no genoma de bovinos da raça Nelore 

Cromossomo Testes nos haplótipos (n) P<0,01 (n) P<0,001 (n) P<0,0001 (n) 
1 10741 113 22 4 
2 10510 105 8 1 
3 9762 107 17 1 
4 9417 107 10 0 
5 8429 90 12 2 
6 9644 125 14 3 
7 8729 91 12 0 
8 9483 92 15 2 
9 8989 91 15 3 

10 8060 86 11 0 
11 8262 96 14 0 
12 6349 66 8 2 
13 6202 65 9 4 
14 7108 78 11 0 
15 6656 65 8 0 
16 6631 85 10 1 
17 5939 67 1 0 
18 4615 36 2 0 
19 4526 50 6 1 
20 5746 76 15 2 
21 5724 54 4 0 
22 4405 41 2 0 
23 4264 33 2 0 
24 5162 69 17 0 
25 3164 37 5 2 
26 4286 38 5 1 
27 3667 43 4 0 
28 3774 48 5 2 
29 3700 49 5 0 

Total 193944 2103 269 31 
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QANBARI et al. (2010) utilizaram a metodologia EHH em indivíduos da raça 

Holstein genotipados com painel de 50 mil SNPs e identificaram 702 regiões indicativas 

de assinaturas de seleção (P<0,05). No presente trabalho, a utilização da plataforma 

com mais de 770 mil SNPs pode ter influenciado o número de blocos formados ao 

longo do genoma e, consequentemente, da quantidade de regiões significativas.   

A Figura 5 apresenta a distribuição da estatística REHH em função da frequência 

dos haplótipos, com distinção entre os P-valores. Pode-se observar que o gráfico tem 

padrão semelhante a distribuição dos haplótipos em função das frequências (Figura 2). 

A homozigosidade relativa dos haplótipos decresce até o limite de cerca de 50%. A 

partir dessa classe de frequência a homozigosidade relativa deve ser superior para ser 

considerada significativa. A alta homozigose presente nos haplótipos de alta frequência 

na população pode ser consequência da diminuição da variabilidade genética aditiva 

(ALLENDORF, 1986), consequência da seleção artificial baseada na disseminação de 

material genético de poucos reprodutores (VISSCHER et al, 2008).   

 

 
Figura 5. Distribuição dos valores de REHH em função da frequência dos haplótipos em bovinos da raça 

Nelore. São representados os haplótipos significativos a 0,001% (triângulos vermelhos), 0,01% 
(quadrados azuis) e 0,1% (losangos verdes). Somente foram considerados nas análises 
aqueles com frequência maior que 30% (linha vertical tracejada).  
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Para melhor visualização da distribuição das assinaturas de seleção ao longo 

dos cromossomos, foram plotados os P-valores transformados (-Log10) da estatística 

REHH contra a posição do haplótipo no cromossomo (Figura 6). É possível observar 

que a distribuição não é uniforme ao longo do genoma, porém assinaturas de seleção 

foram identificadas em todos os cromossomos, resultado consistente com a hipótese de 

que as características sob seleção são complexas e controladas por diferentes regiões 

do genoma.  

Os cromossomos 1, 3, 8, 9, 20 e 24 apresentaram, ao menos, 15 regiões 

significativas cada um (P<0,001). QTLs relacionados com características reprodutivas já 

haviam sido identificados nos cromossomos 1, 3, 9, 20 e 24 em bovinos da raça 

Holstein (SAHANA et al., 2010), sendo que 15 regiões identificadas no presente 

trabalho estão sobrepostas a eles. Além disso, BOLORMAA et al. (2011) encontraram 

SNPs associados ao consumo alimentar residual, medida relacionada à eficiência 

alimentar, nos cromossomos 3, 5, 7 e 8 em uma população composta por indivíduos 

Bos taurus e Bos indicus.  

Algumas regiões significativas (P<0,0001) estavam ainda sobrepostas a diversos 

QTLs (Tabela 5) relacionados a características reprodutivas, crescimento, eficiência, 

qualidade de carne, perfil de ácidos graxos e imunidade. Embora nenhum dos estudos 

tenha sido realizado em animais da raça Nelore, a identificação de QTLs sobrepostos 

às assinaturas de seleção pode ser utilizada como informação inicial para a exploração 

de regiões do genoma que controlam características de importância econômica 

específicas. Existe ainda a possibilidade de estudar regiões que podem ter sido 

alteradas em função da resposta correlacionada, como por exemplo, QTLs relacionados 

ao perfil de ácidos graxos, já que esse fenótipo específico não é contemplado nos 

programas de melhoramento genético. 
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Anotação de genes posicionais nas regiões significativas  

 

Para identificação dos genes, foi realizado o alinhamento das regiões de 

assinaturas de seleção por meio da plataforma “Gbrowse”. Como os resultados de 

tamanho de haplótipos sugerem que o LD na raça Nelore pode ser menor quando 

comparado à raça Holstein, cada região foi estendida somente 250 kb para cada lado e, 

os genes presentes nesse intervalo foram anotados. Ao final, foram identificados 545 

genes. 

A anotação funcional foi conduzida com o auxílio da ferramenta de classificação 

funcional de genes, disponível no programa DAVID (DENNIS JR et al., 2003). A análise 

resultou em 287 genes distribuídos em 20 grupos. Os outros 258 genes foram 

considerados órfãos e não participam de nenhum grupo. Os grupos foram ordenados 

em função de sua importância biológica no conjunto de genes disponível, mensurada 

pelo escore de enriquecimento, que é a média geométrica do escore EASE 

(“Expression Analysis Systematic Explorer”) de todos os termos anotados (HUANG et 

al., 2007). Por sua vez, o escore EASE é uma modificação do teste Exato de Fisher, 

aplicado após a remoção de um gene de cada vez de um determinado grupo (HOSACK 

et al., 2003). De acordo com os autores, ele penaliza a significância dos termos comuns 

a poucos genes e favorece categorias mais robustas. Sendo assim, os genes do grupo 

1 compartilhavam um maior número de termos que aqueles do grupo 2 e assim 

sucessivamente.      

Semelhante aos resultados observados por QANBARI et al. (2011), o presente 

estudo identificou vários genes envolvidos com processos biológicos referentes ao 

crescimento, metabolismo muscular e adiposo e características reprodutivas, além 

daqueles relacionados ao sistema imunológico (Tabela 6). 
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Alguns genes identificados como atuantes do sistema imune também 

desempenham funções em processos envolvendo o desenvolvimento e viabilidade de 

folículos e oócitos, além da manutenção da gestação em mamíferos.  O gene 

RPS6KA5 (ribosomal protein S6 kinase alpha-5) foi associado à reprogramação na fase 

de blastocisto de embriões bovinos provenientes da técnica de transferência nuclear, ou 

clonagem (SMITH et al., 2005). Já o gene PTAFR (platelet-activating factor receptor) 

está envolvido com a regulação do ciclo celular, mais especificamente com as 

alterações no ciclo das células da granulosa, reduzindo o número de células nas fases 

de replicação de DNA e divisão (S, G2 e M) e aumentando aquelas nas fases de 

manutenção ou crescimento (G0/G1) (VIERGUTZ & LOHRKE, 2007). 

O gene POLB (polymerase DNA directed beta) foi expresso após a maturação in 

vitro de oócitos de bovinos (DALBIES–TRAN & MERMILLOD, 2003). MURDOCH & 

VAN KIRK (2001) já haviam observado que essa regulação é mediada por estradiol e 

confere viabilidade aos oócitos em ovinos. Estudando animais Bos taurus, DORJI et al. 

(2012) observaram que o gene PAX6 (paired box 6) era um dos que apresentavam 

maior expressão  em oócitos de fêmeas adultas, em relação a outras que não haviam 

atingido a puberdade, e também é um potencial candidato associado à viabilidade dos 

oócitos e ao desenvolvimento embrionário precoce. Já o gene SLK (STE20-like kinase) 

é parte de uma rede envolvida no processo final de maturação dos oócitos após a fase 

dependente do hormônio luteinizante (LH) (ASSIDI et al., 2010).  

Os transcritos do gene FADD (Fas TNFRSF6-associated via death domain), 

considerados pró-apoptóticos, apresentam níveis decrescentes nas células da 

granulosa de folículos dominantes em crescimento (MIHM et al., 2006), enquanto que 

nos folículos subordinados, os níveis crescentes causam diminuição da secreção de 

estradiol, ativação da apoptose, inibição da proliferação celular e consequente artresia 

folicular (EVANS et al., 2004; YANG et al., 2011). Em contrapartida, os transcritos anti-

apoptóticos do gene TNFSF8 foram encontrados em blastocistos bovinos tratados com 

um importante regulador da função embrionária, o CSF2 (Colony-stimulating factor 2), e 

estão relacionados com a inibição da apoptose e garantes a pré implantação do 

embrião (LOUREIRO et al., 2011).      
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O gene PDGFB (platelet-derived growth factor beta polypeptide) e seu receptor 

são expressos no corpo lúteo de ratos e inibem a secreção de esteróides estimulada 

por LH (TAYLOR, 2000). Podem estar relacionados também com a migração e 

proliferação das células da teca e na microvascularização do parênquima luteal, após a 

fase dependente de LH (SLEER et al., 2007). A expressão no endométrio pode estar 

relacionada com a participação no recrutamento de macrófagos, importantes na 

gestação para a regulação imune, remodelamento do tecido e angiogênese e, no 

período pós parto, para a apoptose (OLIVEIRA et al., 2010). 

Além disso, dos genes relacionados com a idade à puberdade em bovinos 

encontrados por FORTES et al. (2010), oito também foram identificados no presente 

estudo (ADAMTS3, ALDH7A1, FSHR, FYN, MSRA, RTL1, SPATA6 e  TRIO), além de 

outros membros das mesmas famílias identificadas pelos autores. Considerando os 

ganhos genéticos que vêm sendo observados em características reprodutivas, 

principalmente idade ao primeiro parto, em bovinos da raça Nelore no Brasil, é possível 

considerar que o aumento da homozigose ao redor desses genes seja consequência 

dos programas de seleção.  

Foram identificados ainda 18 genes envolvidos no transporte e/ou ligação de 

íons cálcio (C1R, C1S, CACNA1C, CACNA1E, CACNA1I, CALM1, CDH19, CDH2, 

CHGA, CLSTN3, DLK1, FKBP7, FKBP9, FYN, MAN1A1, PLEK, RCN1, SNTB1) e 

alguns deles já foram relacionados com características de importância econômica em 

bovinos de corte. Por exemplo, o gene CACNA1C (calcium channel, voltage-dependent, 

L type, R 1C subunit) foi correlacionado significativamente com maciez e suculência da 

carne em indivíduos da raça Charolês (BERNARD et al., 2007). O gene CALM1 

(calmodulin 1) foi mais expresso em células adiposas, após a indução da adipogênese 

(TAN et al., 2006) e também no músculo Psoas major (filé mignon) quando comparado 

ao Flexor digitorum (músculo) (MORENO-SÁNCHEZ et al., 2010). SHACKELFORD et 

al. (1995) já haviam observado que, de 10 músculos estudados em animais cruzados 

(Bos indicus x Bos taurus), o Psoas major apresentava maior maciez e, a mesma 

decaia com o aumento da proporção de Bos indicus. Desta forma, pode-se sugerir a 
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investigação desses genes e de suas vias metabólicas para futuros estudos de 

qualidade de carne na raça Nelore.    

Para visualizar a interação dos processos biológicos, funções moleculares e 

componentes celulares relacionados com os 287 genes que formaram os 20 grupos, a 

lista em ordem de importância, disponibilizada pela ferramenta DAVID (DENNIS JR et 

al., 2003) foi processada na plataforma GOrilla (EDEN et al., 2009). Os processos 

biológicos foram classificados no nível de maior hierarquia em metabolismo, resposta a 

estímulos, processos celulares, regulação biológica, morte celular e desenvolvimento. 

Dentro de cada classificação, inúmeras ramificações foram observadas, corroborando a 

hipótese de que as características sob seleção artificial são, não só controladas por 

muitos genes e regiões do genoma, como também envolvem diversos processos 

biológicos no organismo animal, incluindo a regulação de processos metabólicos, 

biossíntese, regulação da expressão gênica e apoptose. O mesmo padrão pôde ser 

observado em relação às funções moleculares e aos componentes celulares 

determinados pelos genes analisados. 

 

 

Conclusões 
 

Os haplótipos formados por polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) no 

genoma de bovinos Nelore apresentam tamanho relativamente pequeno, 

provavelmente pela menor extensão do desequilíbrio de ligação existente nesse grupo 

genético. A aplicação da metodologia da homozigose relativa do haplótipo estendido 

(REHH) identificou mais de 2.000 possíveis regiões de assinaturas de seleção, 

distribuídas de forma não uniforme ao longo do genoma, sugerindo que as 

características sob pressão de seleção são poligênicas.  

Os padrões de assinaturas de seleção observados nos genes testados 

previamente evidenciam os efeitos que os programas de melhoramento genético têm 

causado no genoma de bovinos da raça Nelore, uma vez que alguns genes 
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relacionados com as características selecionadas ao longo dos anos apresentam 

padrões de homozigose e frequência compatíveis com assinaturas de seleção recente.  

Os resultados encontrados no presente trabalho podem auxiliar o avanço das 

pesquisas na raça Nelore em diferentes aspectos, já que a população estudada foi 

escolhida de modo a representar o rebanho brasileiro. Primeiramente, a identificação 

das regiões que estão sob pressão de seleção artificial pode direcionar estudos para 

regiões ou grupos de genes específicos. Além disso, os polimorfismos e haplótipos 

observados podem ser utilizados em estudos de associação e validação em diferentes 

sub-populações da raça Nelore, com o intuito de viabilizar, futuramente, a seleção 

genômica de indivíduos superiores para características específicas, diminuindo a 

necessidade de genotipar todos os indivíduos em painéis de larga escala.  
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