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METODOLOGIA DE ATRIBUIÇÃO DOS ESCORES VISUAIS E ESTUDO DE

ASSOCIAÇÃO GENÔMICA PARA OS ESCORES DE CONFORMAÇÃO,

PRECOCIDADE E MUSCULOSIDADE EM BOVINOS NELORE

RESUMO- Os escores visuais são usados como critério de seleção com o ob-

jetivo de melhorar as características de carcaça. Estas características têm a particu-

laridade de serem atribuídas com base em uma referência relativa, e não absoluta, o

que pode trazer dificuldades na estimação de parâmetros e valores genéticos. Dada

a importância dos escores, dois estudos foram conduzidos com os seguintes objeti-

vos: 1) determinar se a forma de atribuir os escores, tem consequências na estimação

de parâmetros e valores genéticos; e 2) identificar as regiões do genoma associadas

com os escores de conformação, precocidade e musculosidade em bovinos da raça

Nelore. Para o primeiro objetivo foi realizado um estudo de simulação, considerando

populações com e sem seleção e três tamanhos de grupo de atribuição dos escores

(10, 40 e 100 animais), as populações foram acasaladas ao longo de 12 gerações so-

brepostas. A cada geração parâmetros e valores genéticos foram estimados usando

um modelo de limiar. Os resultados indicaram que as estimativas de parâmetros e

valores genéticos não são afetadas pela forma de atribuir os escores, entretanto os

valores genéticos estimados são afetados pelo tamanho do grupo, sendo desejável a

formação de grupos de avaliação superiores a 40 animais. Para o segundo objetivo

foi realizado um GWAS usando dois modelos, BayesC e LASSO Bayesiano com duas

classes de variáveis dependentes, o fenótipo dos escores e os valores genéticos des-

regredidos (dEBV). Nas análises foram utilizados 2873 registros de machos e fêmeas

Nelore. Os animais foram genotipados com o painel BovineHD da Illumina, após o

controle de qualidade restaram 309.865 SNPs. O critério de associação foi a porcen-

tagem de variância genética explicada por janelas de 1 Mb de comprimento. Após as

análises, o modelo BayesC foi o que se ajustou melhor aos dados, porque explicou

uma maior proporção de variância fenotípica para os três escores nas duas variáveis

dependentes. Os resultados mostraram que os escores são de natureza poligênica,

uma vez que não houve janelas explicando grandes porcentagens de variância gené-

tica, no entanto, nos cromossomos 1, 3, 5, 7, 14, 15, 16, 20 e 23 foram identificadas as

regiões que explicaram a maior porcentagem de variância genética para conformação,

precocidade e musculosidade.

Palavras-chave: BayesC, GWAS, LASSO Bayesiano, modelo de limiar, parâmetros

genéticos, simulação
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ATTRIBUTION METHODOLOGY OF VISUAL SCORES AND WHOLE-GENOME

ASSOCIATION STUDY FOR CONFORMATION, FINISHING PRECOCITY AND

MUSCLING VISUAL SCORES IN NELLORE CATTLE

ABSTRACT- The visual scores are used as selection criteria in Brazilian cattle

and aiming to improve the carcass traits. These traits have the particularity of being

attributed depending on relative data and not on absolute references. This property

could lead to difficulties in the estimation of genetic parameters and breeding values as

well. Considering the importance of the visual scores, two studies were performed with

the following objectives: 1) determine if the forms in which these scores are attributed

have consequences in the genetic parameters and breeding values estimation, and,

2) identify regions of the genome that are associated with the scores of conformation,

finishing precocity and muscling in Nellore cattle. For the first objective, a simulation

study was conducted considering populations with and without selection, and three

sizes of group attribution scores (10, 40 and 100 animals), these populations were ma-

ted for 12 overlapping generations. Genetic parameters and breeding values for each

generation were estimated using a threshold model. The results indicate that the esti-

mates of genetic parameters and breeding values are not affected by how the scores

are attributed; however, the estimated breeding values are affected by the group size,

being recommended the formation of evaluation groups more than 40 animals. For the

second objective, a GWAS was conducted using BayesC and Bayesian LASSO mo-

dels with two types of dependent variable. These variables were the phenotype and

the deregressed breeding values (dEBV). In the analyses, a total of 2873 records of

males and females from Nellore cattle were used. The animals were genotyped using

the chip BovineHD of Illumina, after the quality control, a total of 309,865 SNPs were

maintained. The association criterion was the proportion of genetic variance explained

by 1 Mb genome windows. After the analyses, the BayesC model was the best fitted

the data, as it explained a greater proportion of the phenotipyc variance for the three

scores in the two dependent variables. The results show that the visual scores have a

polygenic nature, given that there were not genome windows explaining large percen-

tages of the genetic variance. However, there were identified regions on the 1, 3, 5, 7,

14, 15, 16, 20 and 23 chromosomes that may explain the highest proportion of genetic

variance for conformation, precocity and muscling.

keywords: BayesC, Bayesian LASSO, genetic parameters, GWAS, threshold model,

simulation
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS

1.1 Escores visuais

Os primeiros esforços em melhoramento genético na bovinocultura começaram

com a avaliação visual, tentando associar biótipos morfológicos com animais mais

produtivos, considerando-se o olho humano como a ferramenta capaz de identificar os

animais superiores para seu posterior acasalamento (BERG; BUTTERFIELD, 1976).

Nos dias atuais, a avaliação visual continua sendo utilizada, porém de uma forma

mais padronizada, mediante a implementação de metodologias de avaliação visual

nos programas de melhoramento genético animal.

No Brasil, as avaliações visuais em programas de melhoramento genético de

bovinos, começaram a ser formalmente utilizadas a partir de 1974 no PROMEBO (pro-

grama de melhoramento de bovinos) (FRIES, 1996), que exigia, além das pesagens

às idades padrão, a avaliação visual dos animais com base em duas metodologias:

escore de conformação (EC) do USDA (Departamento de Agricultura dos Estados

Unidos) (BIF, 1974), e o sistema de avaliação Ankony (LONG, 1971).

A incorporação de medidas de escores visuais nos programas de melhora-

mento genético buscam auxiliar a seleção de animais mais eficientes, sem que seja

limitada somente às medidas de peso em diferentes idades (MAIWASHE et al., 2002;

AFOLAYAN et al., 2007; KOURY FILHO et al., 2010). Os escores objetivam estimar

a proporção dos diferentes tecidos da carcaça (músculo, osso e gordura) dos ani-

mais no momento do abate, bem como identificar os animais de acabamento precoce

(quantidade de gordura mínima necessária para o abate), ajudando a melhorar as

características de carcaça (JÚNIOR et al., 2001).

Para atingir o objetivo, diferentes metodologias de avaliação dos escores visuais

têm sido propostas. Inicialmente, eram atribuídos valores inteiros com base em uma

referência absoluta, como é o caso das características lineares de tipo em gado de

leite (ZINK; ŠTÍPKOVÁ; LASSEN, 2011). Posteriormente, Fries (1996) propôs que os

escores fossem atribuídos com base em uma referência relativa, neste caso o grupo

de animais avaliados seria o referencial, sendo que o escore atribuído a cada animal

dependera da média do grupo, e não mais de uma referência absoluta. Esse proce-

dimento objetiva aumentar a variabilidade fenotípica nas avaliações, visto que com a

metodologia anterior a distribuição dos fenótipos era concentrada em torno de poucos

escores.

A avaliação das características de carcaça por meio de escores visuais apre-

senta várias vantagens: facilidade, ao permitir avaliar um grande número de animais
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em pouco tempo; baixo custo, porque é feito por avaliadores treinados sem o uso

de equipamentos; e finalmente, não é invasiva nem deixa resíduos no animal, via-

bilizando a inclusão dos escores nos programas de melhoramento genético. Por ou-

tro lado, também apresenta desvantagens que deixam dúvida, se realmente ajudam

a melhorar a qualidade de carcaça. A principal desvantagem é a baixa correlação

com características de qualidade de carcaça. A maioria dos trabalhos mostram baixas

correlações fenotípicas (BERG; BUTTERFIELD, 1976; CONROY et al., 2009), prin-

cipalmente quando os escores são avaliados em idades que não são próximas do

abate. Para as correlações genéticas, os resultados têm sido semelhantes (FARIA et

al., 2009; YOKOO et al., 2009; GORDO et al., 2012; GORDO, 2014). Outra crítica im-

portante é a subjetividade das avaliações, uma vez que ao serem medidas atribuídas

através da interpretação do olho humano, erros podem ser produzidos.

Parâmetros genéticos para escores visuais e correlações genéticas com outras

características de importância econômica, foram estimados em várias populações de

bovinos no Brasil (FARIA et al., 2008b; FARIA et al., 2008a; KOURY FILHO et al., 2009;

SHIOTSUKI et al., 2009; YOKOO et al., 2009; BARICHELLO et al., 2010; KOURY FI-

LHO et al., 2010; GORDO et al., 2012). Os resultados mostram que existe suficiente

variabilidade genética que permite progressos genéticos por seleção, uma vez que

apresentam estimativas de herdabilidade moderadas, variando de 0,1 até 0,65. As

correlações genéticas com características de crescimento apresentam-se altas, espe-

cialmente com os pesos corporais , isto porque, a avaliação visual leva em conside-

ração o tamanho do animal e o desenvolvimento das massas musculares. O objetivo

principal dos escores visuais é melhorar as características de carcaça, no entanto,

as correlações genéticas se apresentam baixas a moderadas, principalmente para a

espessura de gordura. Para a área de olho de lombo as correlações genéticas foram

maiores e com grande variabilidade nos estudos, variando de 0,11 até 0,91 (FARIA et

al., 2009; YOKOO et al., 2009; GORDO et al., 2012). Apesar da literatura indicar que

nem sempre os escores são preditores adequados da qualidade de carcaça, eles con-

tinuam sendo incluídos nos programas de melhoramento genético, porque auxiliam a

seleção de animais mais harmoniosos e produtivos.

A natureza do fenótipo dos escores visuais é categórico, variando no número

de níveis dependendo da metodologia empregada na avaliação. Na maioria dos traba-

lhos essa natureza não é levada em consideração e é tratada como uma característica

continua (KOURY FILHO et al., 2009; YOKOO et al., 2009; BARICHELLO et al., 2010;

KOURY FILHO et al., 2010; GORDO et al., 2012), o que pode trazer erros de esti-

mação, porque algumas propriedades do BLUP não são mantidas, como a habilidade

de maximizar o ranqueamento dos animais (FERNANDO; BILLINGSLEY; GIANOLA,
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1983), também pode trazer problemas na estimação da variância residual (GIANOLA,

1982). Faria et al. (2008a) compararam os modelos de limiar e linear na estimação de

parâmetros genéticos e componentes de variância para escores visuais e concluíram

que os dois modelos foram próximos nas estimativas, no entanto, as propriedades

estatísticas do modelo de limiar permitem estimações mais robustas.

Como descrito por Koury Filho et al. (2009) os escores são atribuídos com base

em uma referência relativa, que neste caso é a média do grupo de animais avaliado, o

que não permite que animais com o mesmo escore, pertencentes a diferentes grupos

de avaliação, possam ser comparados fenotipicamente, o que pode trazer dificulda-

des na estimação de parâmetros e valores genéticos. Duitama et al. (2014) em um

estudo de simulação, estimaram parâmetros e valores genéticos para escores visuais

e encontraram subestimação em populações sob seleção.

1.2 Estudos de associação genômica GWAS

Os estudos de associação genômica ampla (GWAS) ganharam importância ra-

pidamente nos últimos anos, sendo utilizados nos diferentes campos das ciências bio-

lógicas, tornando-se a principal ferramenta para a identificação de regiões do genoma

associadas com características complexas ou associadas às doenças nos humanos

(ZIEGLER; KÖNIG; THOMPSON, 2008; CRUCHAGA et al., 2013; YUNG, 2013) e de

características de interesse econômico nas espécies de produção zootécnica (FOR-

TES et al., 2012; UTSUNOMIYA et al., 2013; UTSUNOMIYA et al., 2014; BUZANSKAS

et al., 2014).

Os GWAS exploram o desequilíbrio de ligação (LD), que é o nível de associação

não aleatória entre os marcadores e as variantes causais (“quantitative trait loci-QTL”).

Esta associação ocorre, porque, segmentos de cromossomos são herdados desde um

ancestral comum, mantendo-se idênticos por descendência, indicando que a taxa de

recombinação é baixa. Se existem QTLs e marcadores no segmento, estes estarão

em LD, sendo possível identificar o QTL através dos marcadores (GONDRO; WERF;

HAYES, 2013).

Os resultados obtidos com o uso de GWAS mostram que os processos bioló-

gicos que controlam a expressão de uma característica ou risco de doença, são mais

complexos do que se pensava (VISSCHER et al., 2012) . Em alguns casos os GWAS

conseguiram identificar com sucesso a variante genética que está associada com o

fenótipo e descobrir o mecanismo de ação; em outros casos, os estudos evidenciaram

que a característica é poligênica, tendo a influência de milhares de genes ao invés de

alguns poucos (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010).
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Inicialmente, os estudos de associação genômica eram feitos considerando

marcadores moleculares tipo microssatélites ou RFLP, usados em baixo número por

seu alto custo, limitando-se a cobrir regiões específicas do genoma. Delineamentos

experimentais específicos eram desenvolvidos para reduzir o impacto do pequeno nú-

mero de marcadores sobre o poder dos testes estatísticos (DAETWYLER et al., 2008).

Com o sequenciamento do genoma bovino (ELSIK et al., 2009) e o desenvolvimento

de painéis contendo milhares de SNPs, novas oportunidades e desafios surgiram.

Com os novos marcadores foi possível aumentar a densidade e cobrir a totalidade do

genoma, assim como aumentar o número de animais utilizados, dado o menor custo

quando comparado com os outros tipos de marcadores. No entanto, o grande volume

de dados e de variáveis preditoras trouxeram desafios computacionais e estatísticos

que precisaram ser superados (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010; ZIEGLER;

KÖNIG; THOMPSON, 2008).

Muitas metodologias estatísticas foram propostas para abordar a nova infor-

mação e contornar o problema da dimensionalidade (número de variáveis preditoras

maior do que observações p > n), quando considerados todos os SNPs na análise. As

metodologias usadas com maior frequência são:

1.2.1 Regressão por marcador

Esta metodologia utiliza uma regressão simples para cada marcador, sendo

necessário fazer tantas regressões quanto o número de SNPs a testar, e depois definir

quais SNPs foram significativos (associados com o fenótipo). A associação entre o

marcador e o fenótipo pode ser testada seguindo o modelo:

Y = Wb+ Xg + e

em que: Y é o vetor de fenótipos; W é uma matriz que associa os efeitos fixos com

as observações; b é o vetor de soluções para os efeitos fixos (sexo, manejo, estrutura

da população etc.); X é a matriz que armazena o genótipo do marcador para todos os

animais (codificado como 0 para o primeiro homozigoto, 1 para o heterozigoto e 2 paro

segundo homozigoto); g contém o efeito do marcador, e e é um vetor aleatório de des-

vios e ∼ N(0,σ2

e
), onde σ2

e
é a variância do resíduo. Neste modelo, o efeito do marcador

é tratado como fixo. A pressuposição é que o marcador só afetará a característica se

estiver em LD com o QTL (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010), sendo que a hi-

pótese nula (H0) indica que o marcador não tem efeito sobre a característica, enquanto

que a hipótese alternativa (H1) indica que existe um efeito do marcador associado a

característica.
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Uma questão importante é definir o nível de significância (p-value) dos múlti-

plos testes, dado que o nível definido para um único teste não é o mesmo para o

experimento inteiro, sendo necessários ajustes do nível de significância dos testes

individuais. Uma opção é usar o ajuste de Bonferroni para obter o nível de significân-

cia desejado no experimento inteiro, porém, a correção assume que os testes são

independentes o que não é verdade, dado que os marcadores estão em LD (DUD-

BRIDGE; GUSNANTO, 2008), outras possíveis correções são a técnica de permuta-

ção (CHURCHILL; DOERGE, 1994), e a taxa de descoberta de falsos positivos (FDR)

que monitora o número de falsos positivos relativo ao número de resultados positivos

(FERNANDO et al., 2004).

1.2.2 Regressão por haplótipos

As análises de GWAS também podem ser feitas utilizando haplótipos ao invés

de marcadores. Nesta abordagem blocos de vários SNPs são testados para saber se

estão associados com o fenótipo. A justificativa para usar haplótipos é que eles estão

em maior LD com os QTLs, o que aumenta o poder dos testes estatísticos (ZHAO;

FERNANDO; DEKKERS, 2007; BARENDSE, 2011).

O modelo para testar os haplótipos em um estudo de associação pode ser como

o modelo anterior.

Y = Wb+ Xg + e

neste caso, g é agora um vetor de soluções para os haplótipos e não dos marcado-

res. Os haplótipos podem ser tratados como aleatórios uma vez que, provavelmente,

exitem muitos deles e alguns aparecem em baixa frequência. Assim, g segue uma

distribuição normal g∼N(0,Iσ2

h
), onde I é uma matriz identidade e σ2

h
é a variância

do efeito do haplótipo. X é uma matriz que contém o número de cópias de cada ha-

plótipo em cada animal. Neste modelo a estimação dos parâmetros não é feita por

mínimos quadrados, e sim por máxima verossimilhança, que por sua vez não permite

fazer teste F para testar a hipóteses e, consequentemente, usa-se o teste da razão de

verossimilhança.

Apesar da abordagem de haplótipos parecer atrativa, por oferecer um maior

poder estatístico, há vários fatores que limitam seu uso em favor da abordagem de ge-

nótipos por SNPs. Entre eles, a necessidade de classificar os genótipos em haplótipos

o que pode não ser uma tarefa fácil; outro fator limitante é o número de efeitos que

tem que ser estimados, uma vez que cada bloco de haplótipos tem múltiplas varian-

tes, as quais incrementam-se na medida que o número de SNPs no haplótipo é maior

(PRYCE et al., 2010).
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1.2.3 Regressão múltipla para os marcadores

Os métodos anteriormente descritos consideram um marcador ou um bloco de

haplótipo por vez, não sendo possível considerar toda a informação disponível no mo-

delo, o que se transforma em desvantagem. As principais desvantagens desses mo-

delos são: 1) alta taxa de falsos positivos, porque os múltiplos testes são dependentes

por causa do LD existente entre os marcadores, o que conduz a identificar marcadores

que realmente não estão associados com o fenótipo; 2) sobrestimação dos efeitos dos

marcadores, uma vez que os marcadores mais prováveis a exceder o nível de signifi-

cância são aqueles com erros favoráveis, conduzindo a que marcadores significativos

tenham efeitos sobrestimados (FERNANDO; GARRICK, 2013); 3) diferentes genes

podem interagir com outros, formando uma complexa rede de interações, situação

que não pode ser levada em consideração com as análises de regressão por mar-

cador (CORDELL, 2009); e 4) regressões simples por marcador não tem poder nem

precisão suficiente para identificar interações genótipo-ambiente (CANTOR; LANGE;

SINSHEIMER, 2010)

Para contornar as desvantagens anteriormente descritas, foram propostas dife-

rentes alternativas que ajustam todos os SNPs em uma única regressão, e que podem

considerar interações gênicas. Estas metodologias vão desde regressões de seleção

de variáveis (“stepwise”) até metodologias mais complexas, como abordagens Baye-

sianas (STEPHENS; BALDING, 2009) e o uso de aprendizado de máquina (“machine

learning”) (SZYMCZAK et al., 2009).

1.2.3.1 Regressão “stepwise”

A regressão “stepwise”, é um método que seleciona os SNPs que estão asso-

ciados com o fenótipo por meio da adição de variáveis no modelo base, testando se

a nova variável é significativa. O processo é repetido para todas as variáveis predito-

ras (neste caso os SNPs). Porém, sua aplicação em GWAS é limitada dado o grande

número de SNPs a serem testados o que leva a aumentar o tempo das análises (CAN-

TOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010). Ayers e Cordell (2010), em um estudo de simu-

lação, compararam vários métodos de regressão, e encontram que “forward stepwise”

teve menor poder na detecção de SNPs associados com o fenótipo. Este método é

utilizado principalmente em associação com outros métodos que diminuem a quanti-

dade de SNPs e, posteriormente, a regressão “stepwise” é implementada (MOTYER

et al., 2011).
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1.2.3.2 Regressão Bayesiana

Métodos Bayesianos têm sido aplicados com sucesso em GWAS nas espécies

de interesse zootécnico (LI et al., 2011; HE; LIN, 2011; SUN et al., 2011; BODDICKER

et al., 2012; PETERS et al., 2012). Os modelos utilizados são uma solução para o

problema da dimensionalidade (o número de observações é menor que o número

de variáveis preditivas), conseguindo predições simultâneas para milhares de SNPs

ao considerar os efeitos como aleatórios. Funções de penalização são consideradas

dentro do modelo para controlar o nível de “shrinkage” sobre os efeitos, de forma que

os efeitos são regredidos para zero, sendo mais forte a regressão para aqueles SNPs

com pouco ou nenhum efeito (AYERS; CORDELL, 2010).

Embora, estes métodos tenham sido desenvolvidos para a predição de valores

genéticos (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001), eles também podem ser usados

para GWAS. Além dos efeitos aditivos, eles também podem levar em consideração

efeitos não aditivos (GAO et al., 2014). O ponto de partida destes métodos é um

modelo linear misto da seguinte forma.

Y = Xβ+Zα+e

em que: Y é um vetor n× 1 de fenótipos; X é uma matriz n× p que relaciona o vetor

β de efeitos fixos com o fenótipo Y; Z é uma matriz n× k de genótipos (0 para o

primeiro homozigoto, 1 para o heterozigoto e 2 para o segundo homozigoto) de k

SNPs; α é um vetor k× 1 de coeficientes aleatórios de regressão para os SNPs (efeito

de substituição alélica dos marcadores) e e é um vetor de resíduos (FERNANDO;

GARRICK, 2013).

Em estimação Bayesiana, distribuições a priori devem ser atribuídas para cada

parâmetro. Para β é atribuída uma distribuição não informativa (“flat”); e segue uma

distribuição normal N∼(0,Iσ2

e
), onde σ2

e
é a variância do resíduo e é considerada como

desconhecida, com uma distribuição a priori Qui-quadrado escalonada invertida. A

diferença entre os modelos Bayesianos está na distribuição a priori marginal que é

assumida para o vetor de parâmetros α.

• Em RR-BLUP(“Ridge Regression”) uma distribuição normal N∼(0,σ2

αi
) é atribuída

como priori para α, e para a variância σ2

αi
é usada uma distribuição Qui-quadrada

escalonada invertida.

• Em BayesA, a priori para α é uma distribuição univariada t com média zero.

Neste modelo é assumida uma variância diferente para cada marcador (MEUWIS-

SEN; HAYES; GODDARD, 2001).
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• Em BayesB, a priori assumida para os marcadores é uma mistura de distribui-

ções, tendo um ponto de massa em zero com probabilidade π e uma distribuição

univariada t com probabilidade 1 − π e média zero. Assim BayesA é um caso

especial de BayesB, quando π = 0 (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001).

• Em BayesC, a priori assumida para os efeitos dos marcadores é uma mistura

de distribuições, tendo um ponto de massa em zero com probabilidade π e uma

distribuição normal univariada N∼(0,σ2

α
) com probabilidade 1 − π, a variância

σ2

α
segue uma distribuição Qui-quadrada escalonada invertida. RR-BLUP é um

caso especial de BayesC quando π = 0 (HABIER et al., 2011). Em BayesB e

BayesC, π pode ser tratado como desconhecido e ser inferido a partir dos dados,

atribuindo uma distribuições beta a priori para π.

• No LASSO Bayesiano, a distribuição a priori atribuída para α é a dupla exponen-

cial, que tem uma maior concentração de massa em zero quando comparada

como as distribuições normal e t. Este modelo usa o parâmetro λ que controla o

nível do “shrinkage” aplicado aos efeitos dos SNPs. O valor de λ pode ser defi-

nido por validação cruzada ou inferido a partir dos dados. Para este ultimo caso,

uma distribuição beta ou gama é atribuída como priori ao parâmetro λ (PARK;

CASELLA, 2008; De los CAMPOS et al., 2009).

1.2.3.3 Machine learning

Métodos não paramétricos, como “machine learning”, são utilizados tanto para

predizer o valor genético (NEVES; CARVALHEIRO; QUEIROZ, 2012) como para GWAS

(GONZÁLEZ-RECIO; FORNI, 2011; WANG et al., 2013; BOTTA et al., 2014), por-

que permitem modelar a arquitetura da característica ao tornar possível incluir intera-

ções entre os marcadores e interações marcador-ambiente, sem precisar especificar

um modelo (SZYMCZAK et al., 2009). “Machine learning” usa os computadores para

aprender sobre o problema com base em amostras. Independentemente do algoritmo

aplicado, a construção do modelo segue os mesmos passos básicos 1) Construção

do conjunto de dados para o treinamento; 2) seleção de características e variáveis, 3)

construção do modelo; e 4) validação do modelo. Estes passos são repetidos várias

vezes até obter o melhor modelo (GONDRO; WERF; HAYES, 2013). Os dois méto-

dos mais utilizados em GWAS são “boosting” e “Random Forest” (LEE et al., 2011;

GONDRO; WERF; HAYES, 2013; YAO et al., 2013).

Até agora não existe um método que seja superior na estimação dos efeitos

dos SNPs e na detecção de regiões associadas com o fenótipo. O melhor método
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depende da arquitetura genética da característica e da estrutura da população em

estudo (GONZÁLEZ-RECIO; FORNI, 2011).

1.3 Objetivos

Objetivos Gerais

• Determinar as consequências de atribuir os escores com base em uma referên-

cia relativa, sobre a estimação de parâmetros e valores genéticos.

• Identificar as regiões do genoma que estão associadas com os escores visu-

ais de conformação (C), precocidade (P) e musculosidade (M), mensurados à

desmama em bovinos Nelore, por meio de estudos de associação genômica

(GWAS).

Objetivos Específicos

• Avaliar o efeito da seleção e do tamanho de grupo de atribuição dos escores,

sobre a estimação de parâmetros e valores genéticos em escores visuais.

• Comparar a utilização dos modelos BayesC e LASSO Bayesiano para GWAS.

• Identificar os genes localizados nas regiões associadas com os escores visuais.
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CAPÍTULO 2 - ESTIMAÇÃO DE PARÂMETROS E VALORES GENÉTICOS EM

CARACTERÍSTICAS DE ESCORES VISUAIS: ESTUDO DE SIMULAÇÃO

RESUMO: Os escores visuais são medidas subjetivas de características morfológicas,

amplamente usadas nos programas de melhoramento genético animal no Brasil. Uma

particularidade dos escores é a forma como eles são atribuídos, dado que cada grupo

avaliado usa uma referência de comparação diferente, que depende do grupo. Assim,

a referência é o perfil médio da característica observado no grupo de animais avaliado.

Esta particularidade pode trazer dificuldades na estimação de parâmetros e valores

genéticos. Objetivou-se com este estudo determinar as consequências de atribuir os

escores usando diferentes referências, sobre a estimação de parâmetros e valores

genéticos. Um estudo de simulação foi conduzido, considerando 6 cenários formados

pela combinação de duas populações (com seleção e sem seleção) e 3 tamanhos de

grupo na atribuição dos escores (10, 40 e 100 animais). A característica categórica

do escore, foi gerada a partir de uma característica contínua não observável, subja-

cente ao escore, com herdabilidade de 0,4. Os parâmetros e valores genéticos foram

estimados usando dois modelos de limiar que diferiram só na correção para os efeitos

ambientais. As estimativas de herdabilidade para as duas populações foram próxi-

mas quando o modelo corrigiu para os efeitos ambientais. No entanto, houve grande

diferença quando o modelo não considerou os efeitos ambientas, sendo que nas popu-

lações com seleção houve uma queda da herdabilidade ao longo das gerações, como

consequência da falta de correção para o efeito da seleção. O tamanho de grupo de

avaliação teve efeito principalmente na acurácia de predição dos valores genéticos,

uma vez que acurácias maiores estiveram relacionadas com maiores tamanhos de

grupo de avaliação. A queda de acurácia quando grupos pequenos são utilizados está

associada com a heterogeneidade de variância fenotípica entres os grupos de avalia-

ção, o que viola as pressuposições de homogeneidade de variâncias na metodologia

BLUP. Em conclusão a forma de atribuição dos escores visuais não afeta a estimação

de parâmetros e valores genéticos, no entanto, é desejável que sejam formados gru-

pos de avaliação superiores a 40 animais para obter maiores acurácias e progressos

genéticos.

Palavras-chave: modelo de limiar, parâmetros genéticos, simulação
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2.1 Introdução

Medidas de escores visuais em gado de corte buscam auxiliar a seleção de

animais mais produtivos e adaptados ao ambiente, uma vez que os escores estão

correlacionados geneticamente de forma positiva, com características de importância

econômica, principalmente de crescimento (MAIWASHE et al., 2002; AFOLAYAN et

al., 2007; KOURY FILHO et al., 2010; BERTIPAGLIA et al., 2012). Os principais pro-

gramas de melhoramento genético incluem DEPs (Diferença esperada da progênie)

para estas características, usando alguma das metodologias existentes. As metodolo-

gias se baseiam na avaliação de características morfológicas, por meio da apreciação

visual, atribuindo escores para diferentes níveis de expressão do fenótipo. Estas ava-

liações são feitas por avaliadores treinados, minimizando a subjetividade do processo

(JÚNIOR et al., 2001).

Desde a incorporação dos escores nos programas de melhoramento genético,

a metodologia tem sofrido modificações, e na atualidade os escores visuais são atri-

buídos como sugerido por Fries (1996). O processo pode ser dividido em dois passos.

• O primeiro passo é formar grupos de animais provenientes das mesmas condi-

ções de criação, de forma que as diferenças observadas dentro de cada grupo

por causas ambientais sejam minimizadas.

• Em um segundo passo, os escores são atribuídos dentro de grupo, usando como

referência o fenótipo médio do grupo, cada animal é comparado com o perfil

médio para atribuir o escore. Para evitar que os escores dentro de grupo fiquem

concentrados em poucos níveis da escala de avaliação, a metodologia exige que

dentro de grupo todos os escores sejam atribuídos.

Dado o processo usado na atribuição dos escores, dois aspectos devem ser

levados em consideração no momento da estimação de parâmetros e valores ge-

néticos. O primeiro é o fenótipo categórico (5 ou 6 níveis), formado por uma escala

ordinal, que se aproxima a uma distribuição normal, tendo maior massa nos níveis

intermediários da escala. Dada a proximidade com a distribuição normal, muitos estu-

dos consideram o fenótipo como contínuo e usam o modelo linear na estimação dos

parâmetros genéticos (KOURY FILHO et al., 2009; SHIOTSUKI et al., 2009; YOKOO

et al., 2009; BARICHELLO et al., 2010; KOURY FILHO et al., 2010; GORDO et al.,

2012; BERTIPAGLIA et al., 2012). No entanto, Fernando, Billingsley e Gianola (1983),

alertaram que, quando um modelo linear é usado, a invariância do BLUP em popula-
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ções sob seleção não é garantida, afetando a classificação dos animais para seleção,

principalmente, quando o número de níveis da escala categórica e a herdabilidade

diminuem (MEIJERING; GIANOLA, 1985; ABDEL-AZIM; BERGER, 1999). Faria et al.

(2008) compararam estimativas de parâmetros genéticos usando os modelos linear e

de limiar para escores visuais, não encontrando diferença significativa nos parâmetros

estimados. No entanto, o modelo de limiar deve ser preferido, dadas suas proprieda-

des estatísticas que garantem a correta estimação.

O segundo aspecto que torna os escores visuais diferentes de qualquer outra

característica é a forma como eles são atribuídos, dado que não é feita com base

em uma referência absoluta, como feito em características lineares de tipo em gado

leiteiro (SHORT; LAWLOR, 1992; ZINK; ŠTÍPKOVÁ; LASSEN, 2011). Neste caso, a

referência de avaliação é diferente para cada grupo, e depende só da composição do

grupo (animais no grupo), não sendo possível comparar fenotipicamente animais per-

tencentes a grupos de avaliação diferentes (KOURY FILHO et al., 2009). Fatores que

modifiquem a composição do grupo de avaliação, como o tamanho do grupo (número

de animais), podem afetar a atribuição dos escores visuais. Duitama et al. (2014), em

um estudo de simulação, reportaram que a seleção também afeta a atribuição dos

escores, uma vez que os parâmetros genéticos foram subestimados.

Devido às particularidades apresentadas pelo processo de atribuição dos es-

cores visuais, este trabalho teve por objetivo, determinar as consequências, de atribuir

os escores com base em uma referência relativa sobre a estimação de parâmetros

e valores genéticos, por meio de um estudo de simulação, considerando populações

com e sem seleção e três tamanhos de grupo de avaliação (10, 40 e 100 animais).

2.2 Material e métodos

Um estudo de simulação foi conduzido, considerando três tamanhos de grupo

de avaliação (10, 40 e 100 animais) em duas populações, uma sem seleção e a outra

com seleção. Para a simulação das populações foi usado o software QMSim (SAR-

GOLZAEI; SCHENKEL, 2009), que faz o processo em dois passos. Em um primeiro

passo, uma população histórica é simulada para estabilizar o equilíbrio entre as taxas

de deriva genética e mutação, e em um segundo passo é construída a estrutura da

população desejada. Na simulação, a população histórica foi formada por 1000 gera-

ções. Da última geração, foram escolhidos aleatoriamente 2000 fêmeas e 50 machos,

que foram a base para as populações simuladas.
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O Genoma simulado foi constituído por 29 pares de cromossomos autossômi-

cos, com comprimento variando de 40 até 145 cM, simulando o genoma bovino, com

um total de 2333 cM (SNELLING et al., 2007). O número de “QTLs” controlando a

característica foi de 500, distribuídos aleatoriamente ao longo do genoma. Os QTLs

foram bialélicos e trialélicos, e seus efeitos foram amostrados de uma distribuição nor-

mal. Toda a variância genética aditiva foi atribuída aos efeitos dos QTLs.

Dada a natureza categórica dos escores, foi assumido que o fenótipo obser-

vável no animal é o resultado de uma característica subjacente não observável com

distribuição normal padrão N ∼ (0, 1), conhecida como “liability” (FALCONER; MAC-

KAY, 1996). Assim, a resposta categórica observável, é o resultado de um animal

exceder o limite de um ponto específico (“threshold”) sobre a “liability”.

O modelo utilizado para simular a característica subjacente foi:

y =µ+gc+ a+ e

em que y é a “liability”; µ é a média populacional que foi igual a zero; gc é o efeito fixo

de grupo contemporâneo, formado por sexo e ano de nascimento, o qual foi simulado

a partir de uma distribuição normal com média zero e variância 0,2, equivalente a

20% da variância total da “liability”; a é o efeito genético aditivo do animal, o qual foi

calculado como o somatório dos efeitos alelicos dos QTLs para cada animal; e e é o

resíduo, simulado a partir de uma distribuição normal com média zero e variância 0,6.

A herdabilidade da característica subjacente foi de 0,4.

Como a “liability” na população segue uma distribuição normal, é de se esperar

que dentro de grupos de avaliação a distribuição normal se mantenha. Assim, a carac-

terística subjacente foi categorizada em 5 níveis dentro de cada grupo de avaliação,

simulando a metodologia empregada pelos avaliadores (KOURY FILHO et al., 2009).

Os “threshold” dentro de grupo, foram definidos com base na distribuição normal da

“liability” no grupo, os pontos foram -1,3, -0,5, 0,5 e 1,3 desvios-padrão em relação

à média da distribuição, de forma que a distribuição dos escores dentro de grupo se

assemelha aos encontrados em dados reais (Figura 2.1).

Os animais das populações simuladas foram acasalados por 12 vezes, a pro-

porção fêmea/macho foi mantida constante. A taxa de reposição por ciclo de acasa-

lamento para fêmeas e machos foi de 15% e 20% respectivamente. Os critérios de

descarte foram a idade nas populações sem seleção, e a idade e os valores genéticos

estimados (VGEs) para as populações sob seleção, sendo descartados os animais

mais velhos e de menores VGEs.



21

Liability

N ~(0,1)

t1 t2 t3 t4

S1 S2 S3 S4 S5

S1 S2 S3 S4 S5

Frequência dos  escores

Figura 2.1 – Representação do escore visual e a característica subjacente dentro de
grupo de avaliação. Em cima, a “liability” com os 4 “thresholds” que defi-
nem os 5 fenótipos. Em baixo, a frequência observada para cada catego-
ria fenotípica.

A cada ciclo de acasalamento parâmetros e valores genéticos foram estima-

dos usando um modelo de limiar, que modela a característica subjacente ao fenótipo

observável. O modelo utilizado, em forma matricial, foi:

λ = Ft+ Xβ+Zu+ e

em que: λ é o vetor não observável da “liability”; t vetor de m-1 “threshold”, onde m

é o número de categorias do fenótipo, neste caso 5; β é o vetor de soluções para os

efeitos sistemáticos de ambiente; u vetor aleatório de efeitos genéticos aditivos; e vetor

de erros; X e Z são as matrizes de incidência que relacionam os vetores β e u com

a “liability” e, F a matriz que define a probabilidade de um animal estar nas distintas

categorias do fenótipo observável, as probabilidades dependem dos “threshold” e da

função Φ, que é a distribuição acumulada normal padrão.

Para todos os cenários dois modelos foram utilizados, diferindo apenas na inclu-

são do efeito de grupo contemporâneo. O primeiro modelo considerou o grupo contem-

porâneo como efeito fixo e no segundo modelo o efeito não foi incluído, considerando

que a atribuição dos escores visuais dentro de grupo corrige para os efeitos ambientais

usados para agrupar os animais no momento da atribuição dos escores (DUITAMA et
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al., 2014). Na tabela 2.1 é apresentada a combinação entre as populações simuladas

e os modelos de avaliação utilizados.

Tabela 2.1 – Combinação entre as populações simuladas e os modelos utilizados na
estimação de parâmetros e valores genéticos.

Com Seleção Sem Seleção

Nome TG Modelo Replicas Nome TG Modelo Replicas

CS10_M1 10 M1 10 SS10_M1 10 M1 10

CS10_M2 10 M2 10 SS10_M2 10 M2 10

CS40_M1 40 M1 10 SS40_M1 40 M1 10

CS40_M2 40 M2 10 SS40_M2 40 M2 10

CS100_M1 100 M1 10 SS100_M1 100 M1 10

CS100_M2 100 M2 10 SS100_M2 100 M2 10

TG= tamanho de grupo de avaliação; M1 e M2= modelo sem e com grupo contemporâneo como

efeito fixo, respectivamente.

Nas populações sem seleção, a cada ciclo de acasalamentos 15% e 20% das

fêmeas e machos mais velhos eram substituídos por animais nascidos no ciclo an-

terior, sendo escolhidos de forma aleatória, mantendo assim, um tamanho constante

na população. Para as populações sob seleção a mesma quantidade de fêmeas e

machos foram substituídos, porém, os animais escolhidos foram os de maior valor

genético estimado (VGEs).

Os componentes de variância e valores genéticos, foram estimados usando in-

ferência Bayesiana com o algoritmo de amostragem de Gibbs, as prioris para os com-

ponentes de variância foram não informativas. A distribuição a posteriori dos compo-

nentes de variância e valores genéticos foram construídas a partir de uma cadeia de

100.000 amostras, da qual foram retiradas as primeiras 20.000 (“burn-in”). O tamanho

da cadeia foi definido com base na análise de convergência dos testes Geweke (1992)

e Heidelberger e Welch (1983), implementados no pacote Coda do software R (PLUM-

MER et al., 2006). A estimação dos componentes de variância e valores genéticos foi

feita usando o software THRGIBBS1F90 (MISZTAL et al., 2002), que implementa o

modelo de limiar sob estimação Bayesiana. Para simplificar a estimação dos parâme-

tros, a variância residual foi fixada em 1, os “threshold” t1 e t2, foram fixados em 0 e 1

e, os restantes foram estimados a partir dos dados (WANG; QUAAS; POLLAK, 1997).

Os critérios usados para determinar o efeito que tem o tamanho de grupo e a

seleção, sobre a estimação de parâmetros e valores genéticos em características de

escores visuais foram:
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• Erro Quadrático Médio (EQM), foi usado como indicador da qualidade na es-

timação da herdabilidade. O EQM foi calculado como descrito por (CASELLA;

BERGER, 2002)
1

n

n︁

i=1

(ĥ2
i
− h2)2

em que: n é o numero de replicas de cada cenário simulado, neste caso 10;

ĥ2
i

é a herdabilidade estimada para cada replica e, h2 é o valor verdadeiro da

herdabilidade.

• Correlações de Pearson entre os valores genéticos verdadeiros (VGVs) e os esti-

mados (VGEs), como indicador da acurácia de predição (FALCONER; MACKAY,

1996; MRODE, 2005).

• Porcentagem de coincidência (só nos cenários com seleção), entre os 10 ma-

chos selecionados e os 10, 20 e 30 machos candidatos à seleção com os maio-

res VGVs.

• Eficiência da seleção (só nos cenários com seleção), definida como a porcenta-

gem de ganho genético verdadeiro e estimado com referência ao máximo ganho

genético possível. O ganho genético por ano foi calculado por meio da regressão

dos valores genéticos verdadeiros e estimados ao longo dos anos. Foi assumido

que um ciclo de acasalamento equivale a 1 ano de tempo. O máximo ganho

genético é obtido quando a acurácia é igual a 1, e foi calculado como:

máx
∆G

Ano
=

(im + if) ∗ râa∗σa

IGm + IGf

em que: ∆G

Ano
é o ganho genético por ano; im intensidade de seleção dos machos;

if intensidade de seleção das fêmeas; râa acurácia; σa desvio padrão genético;

IGm intervalo de gerações dos machos e IGf intervalo de gerações das fêmeas.

Assim, o máximo ganho genético esperado nas populações sob seleção foi:

máx
∆G

Ano
=

(2, 66+ 1, 15) ∗ 1 ∗ 0, 64

4+ 4, 5
= 0, 286 unidades da “liability”

2.3 Resultados e discussão

Na Figura 2.2 é apresentado o comportamento médio da herdabilidade ao longo

dos ciclos de acasalamentos para os cenários simulados. A inclusão do efeito fixo de

grupo contemporâneo no modelo melhorou as estimativas de herdabilidade nas duas

populações, principalmente para os cenários com seleção, onde a inclusão do efeito

fixo corrigiu para o processo de seleção, uma vez que, considerar grupos de animais
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(grupo contemporâneo) com diferentes méritos genéticos, equivale a incluir no modelo

uma função linear que descreva o processo de seleção (HENDERSON, 1973). Como

consequência de não corrigir para o efeito da seleção, as estimativas de herdabilidade

diminuem rapidamente, como observado quando o efeito fixo de grupo contemporâneo

não foi considerado no modelo para os cenários com seleção.
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Figura 2.2 – Estimativas de herdabilidade ao longo dos acasalamentos para os cená-
rio simulados, usando dois modelos na estimação de parâmetros genéti-
cos (com grupo contemporâneo a esquerda e sem grupo contemporâneo
a direita). Cs e Ss indicam populações com e sem seleção, respectiva-
mente; 10, 40 e 100 representam o tamanho do grupo de avaliação.

Nos cenários sem seleção a diferença entre os modelos de avaliação foi menor.

No modelo que não considerou o efeito fixo de grupo contemporâneo as estimativas

de herdabilidade foram se aproximando ao valor verdadeiro à medida que a informa-

ção utilizada na estimação aumentava, especialmente quando o tamanho de grupo de

avaliação foi grande. Esse comportamento ocorreu, porque, no momento de atribuir

os escores visuais dentro de grupo, estes dependem da variância genética e resi-

dual contida no grupo, enquanto que a variabilidade causada pelos efeitos ambientais

(grupo contemporâneo) não é levada em consideração, uma vez que a atribuição é

feita dentro de grupo e os animais dentro de grupo de avaliação estão sob os mesmo

efeitos ambientais. Portanto, pode-se inferir que o escore atribuído a cada animal esta-

ria corrigido para os efeitos ambientais utilizados na formação do grupo de avaliação.

Sob esse ponto de vista, animais com o mesmo escore pertencentes a diferentes gru-
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pos de avaliação seriam comparáveis, uma vez que o escore reflete o desempenho

dos animais se estivessem sob as mesmas condições ambientais.

O tamanho do grupo de avaliação influenciou a estimativa da herdabilidade prin-

cipalmente no modelo que não considerou o efeito de grupo contemporâneo (Figura

2.2). Estas diferenças são consequência da heterogeneidade da variância fenotípica

existente entre os grupos contemporâneos, de forma que quando o grupo de avaliação

é menor, a heterogeneidade é maior como indicado na Figura 2.3. Uma das pressu-

posições do BLUP nas avaliações genéticas é a homogeneidade de variâncias entre

os níveis dos efeitos fixos e aleatórios, quando isto não se verifica, os parâmetros e,

em maior medida, os valores genéticos são afetados (HILL, 1984; VISSCHER; HILL,

1992). A inclusão do efeito fixo de grupo contemporâneo diminuiu as diferenças das

estimativas de herdabilidade entre os diferentes tamanhos do grupo de avaliação, in-

dicando que a inclusão deste efeito corrige o viés na estimação dos componentes de

variância quando há heterogeneidade de variâncias.
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Figura 2.3 – Distribuição dos desvios padrão fenotípicos dos grupos contemporâneos
para os diferentes tamanhos de grupo de avaliação (10, 40 e 100 animais)
no fenótipo observável (escore) e subjacente (“liability”). Dados tomados
de uma replica.

Na Tabela 2.2 são apresentadas a médias da herdabilidade e os EQM para

os cenários simulados, pode-se notar a importância de incluir o efeito fixo de grupo

contemporâneo no modelo quando há seleção e, ou heterogeneidade de variâncias,

uma vez que as estimativas de herdabilidade ficam mais próximas do valor verdadeiro

e a variabilidade das estimativas diminuem (menor EQM). Em ausência de seleção e

heterogeneidade (cenários SS100_M1 e SS100_M2) as diferenças entre os modelos
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utilizados é miníma.

Tabela 2.2 – Média das 10 replicas de cada cenário para a herdabilidade verdadeira
(h2), estimada (ĥ2) e o erro quadrático médio (EQM).

Com Seleção Sem Seleção

Cenário h2 ĥ2 EQM Cenário h2 ĥ2 EQM

CS10_M1 0,397 0,172 0,0075 SS10_M1 0,408 0,359 0,0005

CS10_M2 0,390 0,407 0,0004 SS10_M2 0,402 0,418 0,0008

CS40_M1 0,387 0,224 0,0071 SS40_M1 0,404 0,400 0,0002

CS40_M2 0,389 0,418 0,0003 SS40_M2 0,397 0,418 0,0003

CS100_M1 0,379 0,247 0,0029 SS100_M1 0,399 0,418 0,0003

CS100_M2 0,383 0,416 0,0004 SS100_M2 0,399 0,421 0,0002

CS e SS = populações com e sem seleção; 10, 40 e 100= tamanho de grupo de avaliação;

M1 e M2 = modelo sem e com grupo contemporâneo como efeito fixo, respectivamente.

Na Tabela 2.3, são apresentadas as correlações entre os valores genéticos es-

timados (VGEs) e os verdadeiros (VGVs), para os cenários simulados. A inclusão do

efeito de grupo contemporâneo no modelo aumentou a acurácia de predição dos va-

lores genéticos nas duas populações (com e sem seleção) a menor diferença entre os

modelos foi observada para os cenários SS100, concordando como os resultados ob-

tidos na estimação de componentes de variância. O tamanho de grupo teve influência

na acurácia porque, como indicado anteriormente, grupos pequenos têm maior hete-

rogeneidade de variâncias fenotípicas, o que leva principalmente a perda de acurácia

e incremento do viés nas predições de valores genéticos (VISSCHER; HILL, 1992;

CARVALHEIRO et al., 2002).

Tabela 2.3 – Média das 10 replicas de cada cenário para as correlações entre os va-
lores genéticos verdadeiros e os estimados (raâ) com o erro padrão (EP).

Com seleção Sem Seleção

Cenário raâ EP Cenário raâ EP

CS10_M1 0,576 0,0014 SS10_M1 0,612 0,0007

CS10_M2 0,652 0,0018 SS10_M2 0,656 0,0012

CS40_M1 0,631 0,0011 SS40_M1 0,676 0,0008

CS40_M2 0,688 0,0014 SS40_M2 0,694 0,0010

CS100_M1 0,651 0,0011 SS100_M1 0,702 0,0009

CS100_M2 0,700 0,0011 SS100_M2 0,715 0,0008

CS e SS = populações com e sem seleção; 10, 40 e 100= tamanho de grupo;

M1 e M2 = modelo sem e com grupo contemporâneo como efeito fixo.
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A eficiência da seleção foi avaliada nos cenários com seleção, por meio de dois

critérios, o primeiro, a porcentagem de coincidência entre os melhores machos can-

didatos a seleção e os selecionados (Tabela 2.4). O segundo foi a porcentagem de

ganho genético obtido com referência ao máximo ganho possível (Tabela 2.5). Para

o primeiro critério, de uma forma geral, a porcentagem de coincidência foi baixa e,

como esperado, aumentou quando foi avaliada em um número maior de melhores ma-

chos. Quando o tamanho de grupo de avaliação aumentou, a coincidência foi maior,

indicando que os valores genéticos foram estimados com maior acurácia, como apre-

sentado na Tabela 2.3. Novamente existiram diferenças entre os modelos, sendo que o

modelo que considerou o efeito fixo de grupo contemporâneo apresentou maiores por-

centagens de coincidência, como consequência da correção para o efeito da seleção

feito ao considerar o efeito fixo de grupo contemporâneo.

Tabela 2.4 – Média das 10 replicas dos cenários com seleção, para a porcentagem de
coincidência entres os melhores machos candidatos a seleção com os
selecionados em cada ciclo de acasalamentos

% Coincidência

Melhores Machos

Cenário 10 20 30

CS10_M1 10,73 18,00 23,27

CS10_M2 16,64 27,82 34,36

CS40_M1 14,18 21,64 29,91

CS40_M2 21,64 32,00 39,82

CS100_M1 17,73 28,55 36,55

CS100_M2 21,45 33,27 43,27

CS = populações com seleção; 10, 40 e 100= tamanho de grupo; M1 e

M2= modelo sem e com grupo contemporâneo como efeito fixo.

A porcentagem de ganho genético verdadeiro (Tabela 2.5) foi alta, apesar da

porcentagem de coincidência dos machos selecionados ter sido baixa, indicando que

os machos escolhidos foram de alto valor genético, mesmo sem ser os melhores. O

ganho genético estimado ficou próximo do verdadeiro quando o modelo utilizado con-

siderou o efeito de grupo contemporâneo, enquanto o modelo sem o efeito fixo subes-

timou o ganho genético estimado com referência ao verdadeiro, como consequência

da menor variância genética estimada ao não corrigir para o efeito da seleção (Figura

2.2). O tamanho do grupo de avaliação influenciou a resposta à seleção, sendo maior

a resposta quando maiores tamanhos de grupos de avaliação são utilizados, isto era

esperado uma vez que a acurácia de predição foi maior para estes cenários.
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Tabela 2.5 – Média das 10 replicas dos cenários com seleção, para a eficiência da
seleção medida no ganho genético verdadeiro e estimado, expressada
como porcentagem do máximo ganho genético possível

% Ganho genético

Cenário ∆G Verdadeiro ∆G Estimado

CS10_M1 51,39 3,50

CS10_M2 61,99 63,59

CS40_M1 58,16 5,38

CS40_M2 66,34 71,38

CS100_M1 65,08 6,76

CS100_M2 70,33 78,08

CS = populações com seleção; 10, 40 e 100= tamanho de grupo; M1 e

M2= modelo sem e com grupo contemporâneo como efeito fixo.

Os resultados indicam que a atribuição dos escores visuais, com referência

ao perfil médio de animais avaliados, corrige para os efeitos ambientais utilizados na

formação do grupo, porém, o efeito fixo de grupo contemporâneo deve ser mantido nos

modelos, porque este permite corrigir para o efeito da seleção, levando à estimação

de valores genéticos mais acurados, e por conseguinte, maior progresso genético.

Em dados reais o efeito de grupo contemporâneo também corrige para o efeito de

avaliador, uma vez que os grupos não são avaliados pelo mesmo avaliador. O tamanho

de grupo de avaliação influenciou principalmente a acurácia de estimação dos valores

genéticos, sendo desejável a formação de grupos maiores que 40 animais para obter

valores genéticos mais acurados.

2.4 Conclusões

As estimativas de parâmetros e os valores genéticos não são afetadas pela

atribuição dos escores com referência ao grupo de avaliação, no entanto, deve-se ter

cuidado quando grupos de avaliação com menos de 40 animais são utilizados, uma

vez que estes diminuem a acurácia de predição dos valores genéticos.
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CAPÍTULO 3 - ESTUDO DE ASSOCIAÇÃO GENÔMICA PARA ESCORES VISUAIS

MENSURADOS À DESMAMA EM BOVINOS NELORE

RESUMO: Os estudos de associação genômica ampla (GWAS) são amplamente uti-

lizados em bovinos para identificar regiões ou variantes genéticas que estão asso-

ciadas com os fenótipos de interesse, e assim, desenhar estratégias que permitam

aumentar a frequência dos alelos favoráveis. Os escores visuais são caraterísticas im-

portantes na bovinocultura do Brasil, porque são utilizados como critério de seleção,

ajudando a escolher animais mais harmoniosos. Apesar de sua importância, ainda

não há estudos de associação genômica para estas características. O objetivo do

presente estudo foi identificar as regiões do genoma associadas com as caracterís-

ticas de conformação, precocidade e musculosidade, mensuradas à desmama. Para

o GWAS foram utilizados fenótipos de 2873 animais da raça Nelore com os modelos

BayesC e LASSO Bayesiano. Os animais foram genotipados com o painel BovineHD

da Illumina, sendo que, após o controle de qualidade um total de 309.865 SNPs foram

utilizados. Nas análises, o fenótipo e os valores genéticos desregredidos foram utiliza-

dos como variável dependente, no primeiro caso foi utilizado um modelo “threshold”,

e no segundo foi utilizado um modelo linear. As análises foram feitas no pacote BGLR

do software R, usando cadeias de 600.000 ciclos após 200.000 ciclos de “burn-in”. O

critério de associação foi a porcentagem de variância genética explicada pelos SNPs

contidos em janelas de 1 Mb de comprimento. O modelo BayesC foi o que se ajus-

tou melhor aos dados porque conseguiu explicar uma maior proporção de variância

fenotípica nas duas variáveis dependentes. De acordo com os resultados não houve

janelas com grandes efeitos para os escores visuais, indicando que são de natureza

poligênica. No entanto, foram identificadas nos cromossomos 1, 3, 5, 7, 14, 15, 16, 19,

20 e 23 regiões que explicaram maior variância genética para os escores visuais de

conformação, precocidade e musculosidade.

Palavras-chave: BayesC, genes crescimento, LASSO Bayesiano
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3.1 Introdução

Com o sequenciamento do genoma bovino (ELSIK et al., 2009), novas informa-

ções se tornaram disponíveis para auxiliar a predição de valores genéticos através da

seleção genômica (GS) e para localizar regiões ou genes associados com o fenótipo

de interesse, utilizando os estudos de associação genômica ampla (GWAS) (HAYES;

GODDARD, 2010; DEKKERS, 2012).

Nas análises de GWAS os modelos de regressão simples são frequentemente

utilizados, no entanto, este método apresenta duas limitações. A primeira é a sobresti-

mação da proporção de variância explicada pelo marcador, uma vez que não leva em

consideração o LD existente entre os marcadores (GIANOLA; VERRIER; VERRIER,

2013) e a segunda é a alta taxa de falsos positivos se a estrutura da população não é

levada em consideração (HAYES et al., 2010). Uma solução a estas dificuldades são

os modelos Bayesianos de regressão simultânea dos SNPs, propostos inicialmente

para GS (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001). Entre os modelos Bayesianos

mais usados em GWAS encontram-se o LASSO Bayesiano (PARK; CASELLA, 2008)

e BayesC (HABIER et al., 2011). Os dois modelos diferem na distribuição a priori para

os efeitos dos QTLs, o primeiro, assume que exitem poucos genes de grande efeito

e muitos com efeito pequeno ou zero, enquanto o segundo, assume que a grande

maioria dos SNPs não estão associados com o fenótipo, e só uma pequena porção

π tem algum efeito sobre a característica. O melhor modelo a ser usado depende da

arquitetura genética da característica, a qual não é conhecida, principalmente quando

as características têm sido pouco estudadas (GONZÁLEZ-RECIO; FORNI, 2011).

Em bovinos, estudos de associação foram conduzidos para a maioria de carac-

terísticas de importância econômica (GODDARD; HAYES, 2009; HAYES et al., 2010;

BOLORMAA et al., 2011; HAWKEN et al., 2012; UTSUNOMIYA et al., 2014). No en-

tanto, características como os escores visuais, que são de relevância na pecuária

brasileira, ainda não têm sido estudadas com as novas informações e metodologias

disponíveis. Estas características são usadas como critérios de seleção pelos produto-

res, porque ajudam na identificação de animais harmoniosos e estão correlacionadas

com características de interesse econômico, principalmente de crescimento (FARIA et

al., 2008; KOURY FILHO et al., 2010; BOLIGON; ALBUQUERQUE, 2010). Um dos

objetivos dos escores é servir como critério de seleção para melhorar a qualidade da

carcaça, porém, os estudos de genética quantitativa mostram baixas correlações ge-

néticas entre os escores visuais e estas características (YOKOO et al., 2009; FARIA

et al., 2009; GORDO et al., 2012; GORDO, 2014).

Para características morfológicas, estudos de associação têm sido feitos em
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gado leiteiro para as avaliações lineares de tipo, que avaliam vários caracteres exte-

riores do animal e índices que ponderam as características avaliadas (KOLBEHDARI

et al., 2008; ALAM et al., 2011; COLE et al., 2011; BOLORMAA et al., 2011; WU et

al., 2013). De forma geral, para estas características não foram identificadas regiões

de grande efeito, indicando que são de natureza poligênica, controladas por múlti-

plos genes de pequeno efeito, como mostrado por Hayes et al. (2010). Conhecer a

distribuição dos efeitos dos QTLs para as características é importante porque é um

dos fatores que influenciam a acurácia de predição de valores genéticos genômicos

em seleção genômica, sendo que a acurácia será maior se existem QTLs de grande

efeito (GODDARD, 2009; HAYES et al., 2010).

Dada a importância dos escores visuais na pecuária brasileira, por serem usa-

dos como critérios de seleção, é desejável que as regiões envolvidas no controle ge-

nético tenham efeitos pleiotrópicos sobre outras características de importância econô-

mica e que existam QTL de grande efeito, levando assim, a maiores ganhos genéticos

quando usados como critério de seleção. Este trabalho objetivou identificar as regiões

do genoma que estão associadas com os escores visuais de conformação (C), preco-

cidade (P) e musculosidade (M) mensurados à desmama em bovinos Nelore e, com-

parar o usando dos modelos BayesC e LASSO Bayesiano em estudo de associação

genômica.

3.2 Material e métodos

Os dados são provenientes de animais da raça Nelore, machos e fêmeas nas-

cidos entre 2007 e 2011, pertencentes a dois programas de melhoramento genético,

DeltaGen e Paint. O fenótipo para os escores visuais foi avaliado a desmama de

acordo com o seguinte procedimento: primeiramente observou-se todo o lote, que

caracteriza o grupo de contemporâneos, visualizando-se o perfil médio do lote para

cada característica avaliada, o que serviu de base de comparação para atribuir os

escores, que variaram de 1 a 5, sendo 5 a maior expressão e 1 a menor expressão

da característica. Segundo Júnior et al. (2001) cada escore objetiva: Conformação (C),

avaliar o animal em termos de produção de carne se abatido naquele momento, sendo

que o tamanho e o grau de musculosidade influenciam o valor do escore. Precocidade

(P), avalia a capacidade do animal em acumular a quantidade de gordura mínima ne-

cessária para o abate com peso vivo não elevado, sendo observado no momento da

avaliação a profundidade de costelas e a deposição de gordura na virilha e na cauda

do animal. Musculosidade (M), avalia a quantidade de massa muscular, usando como

referência o desenvolvimento muscular na paleta, antebraço, lombo, garupa e traseiro.
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Um total de 2021 fêmeas e 1416 machos com registros para C, P e M com

informação genotípica foram utilizados nas análises. Paras os estudos de associação

genômica o fenótipo do escores visual e os valores genéticos desregredidos (dEBV)

foram usados como variável dependente. No primeiro caso, após o controle de quali-

dade 2873 registros foram utilizados, enquanto no segundo caso, o número de regis-

tros foi menor (Tabela 3.1), porque na desregressão dos EBVs só foram considerados

animais com acurácia acima de 0,7.

Tabela 3.1 – Número de registros usados por variável dependente nas analises de
associação genômica, para os escores visuais de conformação (C), pre-
cocidade (P) e musculosidade (M)

Escore
Variável Registros Média/

Dependente Machos Fêmeas Total Moda

C
Fenótipo 1977 896 2873 3

dEBV 1266 601 1867 0.2327

P
Fenótipo 1977 896 2873 3

dEBV 1132 569 1701 0.2938

M
Fenótipo 1977 896 2873 3

dEBV 1118 553 1671 0.3543

Para a estimação dos valores genéticos (EBVs) foi utilizado um modelo “th-

reshold” como descrito por Mrode (2005). O modelo considerou os efeitos do animal

e o resíduo como aleatórios, enquanto que os efeitos fixos incluíram o grupo con-

temporâneo (grupo de manejo a desmama, fazenda, ano de nascimento e sexo) e a

idade a mensuração do escore, considerada como covariável. Para a estimação de

parâmetros e valores genéticos foi utilizado o software THRGIBBS1F90 que imple-

menta o modelo de limiar sob estimação Bayesiana (MISZTAL et al., 2002). Um total

de 177.520 animais nascidos entre 1985 e 2012 foram incluídos na matriz de paren-

tesco. A acurácia dos EBVs foi calculada como descrito por González-Recio et al.

(2006) e desregredidos usando a metodologia descrita por Garrick et al. (2009).

3.2.1 Dados genotípicos

Os animais foram genotipados com o painel BovineHD BeadChip de alta densi-

dade (Illumina, San Diego, CA, USA), segundo protocolo da Illumina. O BovineHD Be-

adChip contém 777.962 marcadores do tipo SNP espalhados pelo genoma, com uma

distância média entre marcadores de 3,43 kb. Os critérios de inclusão usados para o

controle de qualidade dos genótipos foram: SNPs localizados nos autossomos, “call
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rate” por SNP superior a 0,95; “call rate” por animal superior a 0,90; “minor allele fre-

quency” maior que 0,05; p-value para o teste de equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE)

maior que 1x10−5 (desvios extremos do equilíbrio sugerem potenciais erros de geno-

tipagem); SNPs altamente correlacionados (r2 > 0,98) foram excluídos. O processo foi

realizado iterativamente até que nenhum SNP nem amostra fossem excluídas, resul-

tando em 309.865 SNPs para as análises que consideraram o fenótipo como variável

dependente, e de 308.861, 308.561 e 308.481 SNPs para C, P e M, respectivamente,

quando a variável dependente foi o dEBV. O controle de qualidade e a imputação

dos genótipos faltantes foram realizados com software R usando o pacote snpStats

(CLAYTON, 2013).

3.2.2 Análises de associação

Para estimar os efeitos dos marcadores foram utilizados os modelos BayesC e

LASSO Bayesiano, estes dois modelos diferem nas distribuições a priori assumidas

para os efeitos dos marcadores. De foma geral, os modelos podem ser representados

em forma matricial como:

y = Xβ+Zα+e

em que y é um vetor n× 1 de fenótipos ou dEBVs de n animais para os escores vi-

suais de C, P e M; X é uma matriz n× p que relaciona o vetor β de p efeitos fixos

com y; Z é uma matriz n× k de genótipos (0 para o primeiro homozigoto, 1 para o

heterozigoto e 2 para o segundo homozigoto) de k SNPs; α é um vetor k× 1 de coefi-

cientes aleatórios de regressão para os SNPs (efeito de substituição alélica), e e é um

vetor de resíduos com uma distribuição Normal N ∼ (0, Iσ2
e), onde σ2

e é a variância do

resíduo, considerada como desconhecida com uma distribuição a priori Qui-quadrado

escalonada invertida (FERNANDO; GARRICK, 2013).

A diferença entre os modelos está na distribuição a priori marginal assumida

para α, que determina o tipo de “shrinkage” nas estimativas dos efeitos dos SNPs.

Para o LASSO, a distribuição assumida para os efeitos é dupla exponencial. Esta

distribuição tem maior densidade em zero e caudas mais grossas que uma distribuição

Normal, o que leva a um “shrinkage” efeito-dependente, porque SNPs com efeitos

pequenos são regredidos para o zero com maior força que aqueles SNPs com grande

efeito (PARK; CASELLA, 2008; GIANOLA, 2013). O grau do “shrinkage” é controlado

pelo hiperparâmetro λ, o qual foi inferido a partir dos dados, usando uma distribuição

Gamma a priori. Para BayesC a distribuição dos efeitos a priori é uma mistura de um

ponto de massa em zero e uma distribuição Normal (HABIER et al., 2011). A proporção

de SNPs com efeito diferente do zero é controlada pelo hiperparâmetro π, o qual foi

fixado em 0,01 ao invés de ser inferido a partir dos dados, uma vez que Berg, Fritz
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e Boichard (2013) encontraram problemas de convergência quando o π foi inferido a

partir dos dados.

Quando o fenótipo dos escores foi considerado como variável dependente, um

modelo “threshold” com função de ligação probit foi utilizado. O modelo assume que

há uma variável aleatória subjacente ao fenótipo observável, conhecida como “liabi-

lity”, que segue uma distribuição Normal padrão. Para facilitar a estimação, a variância

residual foi fixada em 1. Os efeitos fixos considerados no modelo foram: o grupo con-

temporâneo (formado pelo grupo de manejo à desmama, fazenda, ano de nascimento

e sexo) e à idade a desmama considerada como covariável. Quando os dEBV foram

a variável dependente, um modelo linear foi utilizado e só o efeito da média foi consi-

derado no modelo como efeito fixo.

As análises foram realizadas com o pacote BGLR do software R (de los CAM-

POS; PEREZ, 2013), que implementa “Gibbs sampler” para amostrar as distribuições

a posteriori dos parâmetros. Foram amostradas cadeias de 800.000 ciclos, dos quais

os primeiros 200.000 foram descartados (“Burn-in”), restando 600.000 amostras para

a inferência dos parâmetros.

3.2.3 Critério de associação

Com o uso de um chip de alta densidade o efeito de um QTL pode ser dis-

tribuído ao longo de vários SNPs que estejam em LD com o QTL, resultando em

efeitos de SNPs individuais não significativos (BODDICKER et al., 2012; ONTERU et

al., 2012), por tal motivo os SNPs foram agrupados em janelas de 1 Mb de compri-

mento, sobrepostas a cada 100 Kb, totalizando 25.250 janelas. A quantidade de SNPs

por janela variou de 1 até 336, com média de 122 ± 25,2 SNPs. O critério usado para

identificar janelas associadas com os escores foi a porcentagem de variância genética

explicada por cada janela, a qual foi calculada como segue.

%σ2
j =

σ2
j

σ2
SNP

×

h2

h2SNP

em que: %σ2
j é a porcentagem de variância genética explicada pela janela j; σ2

j é a

variância genética da janela j; σ2
SNP é a variância genética explicada pelos SNPs; h2 é

a herdabilidade da característica e h2SNP é a proporção de variância fenotípica explicada

pelos marcadores (herdabilidade dos marcadores). σ2
j e σ2

SNP foram calculadas como

a variância dos valores genéticos genômicos (GEBV) de cada janela ou de todo o

genoma em todos os animais, respectivamente. O GEBV para o animal i na janela j foi

calculado como:

GEBVij =
K︁

k=1

Xikα̂k



39

em que: k é o número de SNPs contidos na janela j; xik é o genótipo do animal i para

o SNP k e α̂k é o efeito de substituição alélica para o SNP k. Para janelas de 1 SNP,

este método é equivalente a 2pk(1− pk)α̂k
2 (FALCONER; MACKAY, 1996). O modelo

que explicou a maior proporção de variância fenotípica foi escolhido para identificar as

regiões do genoma associadas com o fenótipo, sendo que para as janelas que expli-

caram valores superiores a 0,25% da variância genética aditiva foram identificados os

genes e proposto um gene candidato, como responsável pela variância explicada pela

janela.

3.2.4 Identificação dos genes

Para a identificação dos genes contidos nas janelas foi utilizada a bases de da-

dos “National Center for Biotechnology Information” NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

carregada com o genoma bovino versão UMD 3.1. A classificação dos genes quanto

à função biológica foi realizada por meio da base de dados “The Database for Anno-

tation, Visualization and Integrated Discovery” DAVID (DENNIS JR et al., 2003) dispo-

nível em http://david.abcc.ncifcrf.gov/.

3.3 Resultados e discussão

De forma geral, a proporção de variância fenotípica explicada pelos SNPs foi

menor que a herdabilidade da característica (Tabela 3.2), diferença conhecida como

herdabilidade perdida (MANOLIO et al., 2009). Esta diferença pode ser explicada por

vários fatores, entre eles a falta de LD entre os marcadores e os QTLs. Outra causa

é o tamanho da amostra, uma vez que para capturar QTLs de pequenos efeitos é

necessário aumentar o número de animais genotipodos, como mostrado por Wood

et al. (2014) que capturaram maior variância fenotípica na medida que aumentou o

tamanho da amostra.

Entre os modelos utilizados o BayesC foi o que maior variância fenotípica ex-

plicou, indicando que conseguiu descrever melhor a distribuição dos efeitos dos mar-

cadores sobre a variável dependente. Entre as variáveis dependentes, o fenótipo foi

superior aos dEBV, apesar dos valores genéticos estimados (EBV) serem considera-

dos por alguns autores como a melhor variável dependente para análises de GWAS

(BECKER et al., 2013) uma vez que estes são a melhor estimativa do verdadeiro valor

genético. A menor variância fenotípica capturada pelos modelos que usaram os dEBV

pode ser consequência da baixa acurácia na estimação, uma vez que a maioria dos

animais utilizados tinham pouca ou nenhuma descendência, o que levou a que 75%

dos EBVs utilizados tiveram uma acurácia entre 0,7 e 0,8.
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Tabela 3.2 – Proporção de variância fenotípica explicada pelos modelos BayesC e
LASSO Bayesiano, e número de janelas que explicam 10% da variân-
cia genética para os escores visuais de conformação (C), precocidade
(P) e musculosidade (M)

Escore h2 Modelo Variável depend. σ2
SNP σ2

e h2SNP 10% σ2
a

C 0,44

BayesC
dEBV 1,031 0,619 0,275 [0,625] 139

Fenótipo 0,503 1,00 0,335 87

LASSO
dEBV 0,970 0,711 0,254 [0,577] 175

Fenótipo 0,412 1,00 0,292 101

P 0,43

BayesC
dEBV 0,992 0,735 0,247 [0,574] 172

Fenótipo 0,390 1,00 0,281 82

LASSO
dEBV 0,824 0,921 0,203 [0,472] 198

Fenótipo 0,322 1,00 0,244 99

M 0,42

BayesC
dEBV 0,902 0,753 0,229 [0,545] 159

Fenótipo 0,416 1,00 0,294 86

LASSO
dEBV 0,850 0,834 0,212 [0,504] 205

Fenótipo 0,355 1,00 0,262 104

dEBV= valores genéticos estimados desregredidos; h2= herdabilidade estimada usando modelo “th-

reshold”; σ2
SNP= variância explicada pelos SNPs; σ2

e= variância residual; h2SNP = proporção de variância

fenotípica explicada pelos SNPs, valores entre colchetes [ ] indicam a proporção com referência à vari-

ância genética aditiva; 10% σ
2
a = número de janelas que capturam 10% da variância genética.

O grande número de janelas necessárias para explicar 10% da variância ge-

nética (Tabela 3.2), indica que não existem QTLs de grande efeito, assim, os esco-

res visuais avaliados em bovinos Nelore são de natureza poligênica, influenciados

por muitos genes de pequeno efeito. Como relatado para características morfológicas

avaliados em gado leiteiro, onde não têm sido identificadas regiões de grande efeito

e na maioria dos casos as regiões identificadas não são comuns entre os estudos

(KOLBEHDARI et al., 2008; ALAM et al., 2011; COLE et al., 2011; WU et al., 2013).

Para identificar as regiões associadas com os escores visuais foi escolhido o

modelo BayesC com o fenótipo como variável dependente, uma vez que, este foi o

que explicou a maior proporção de variância fenotípica nos três escores visuais. Nas

Tabelas 3.3, 3.4, 3.5 e Figura 3.1 são apresentadas as janelas que explicaram porcen-

tagens superiores a 0,25% da variância genética aditiva, para conformação, precoci-

dade e musculosidade. Dado o grande número de janelas necessárias para explicar

10% da variância genética, o número de janelas que superaram o limiar de 0,25% fo-

ram poucas, motivo pelo qual, janelas que estiveram muito próximas do limiar também

foram incluídas. Para estas janelas foram identificados os genes e proposto genes
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candidatos responsáveis pela variância genética explicada pela janela.

Um total de 191 genes foram localizados nas 14 janelas associadas com o fe-

nótipo dos escores visuais, 150 foram genes que codificaram proteínas, 16 ncRNA

(RNA não codificante), 4 miRNA (microRNA), 6 tRNA (RNA transportador) e 15 pseu-

dogenes. Na identificação dos genes candidatos foram considerados só genes que

codificam proteínas. Assim, foram identificados 18 genes candidatos, classificados em

4 grupos de acordo com a função que desempenham no organismo: metabolismo ba-

sal e celular (TBC1D5, LPAR2, TMEM9, NDUFA13, GSTA3 e FBXL17), regulação e

transcrição de outros genes (CREG1, POU2F1, MAPK11, MAPK12, ESRRG e STK3),

metabolismo de lípidos (SORL1 e ASCF2) e genes relacionados com o crescimento e

o músculo esquelético (C1QTNF3, PPP1R39, WFIKKN2 e IGFBP6).
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Figura 3.1 – Porcentagem da variância genética explicada pelas janelas do modelo
BayesC, com o fenótipo como variável dependente para os escores vi-
suais de conformação, precocidade e musculosidade. A linha pontilhada
marca o limiar de 0,25% de variância genética explicada pelas janelas



42

Tabela 3.3 – Identificação dos genes e porcentagem de variância genética explicada
pelas janelas associadas com o escore visual de conformação, usando o
modelo BayesC com o fenótipo como variável dependente

BTA Mb % σ2
a Genes Candidato Descrição

3 0,4-1,4 0,41
10 Proteínas

1 tRNA

3 Pseudogene

CREG1

POU2F1

Cellular repressor of E1A-

stimulated; POU class 2

homeobox 1

5 26,7-27,7 0,29 30 Proteínas IGFBP6
Insulin-like growth factor

protein 6

5 118,7-119,7 0,29
3 Proteínas

4 ncRNA

MAPK11

MAPK12

Mitogen-activated protein

kinase 11 e 12

7 108,8-109,8 0,32
2 Proteínas

1 tRNA

1 ncRNA

FBXL17
F-Box And Leucine-Rich

Repeat Protein 17

16 20,7-21,7 0,26
2 Proteínas

1 tRNA
ESRRG

Estrogen-related receptor

gamma

16 80,7-81,7 0,30 7 Proteínas TMEM9 Transmembrane protein 9

Total 1,87

BTA= cromossomo bovino, Mb= posição da janela em megabases; %σ
2
a= % de variancia genética ex-

plicada por cada janela.

A presença de genes relacionados ao metabolismo basal e celular, localiza-

dos em janelas significativas é explicado pelo fato desses genes atuarem em vários

tecidos, afetando o desenvolvimento celular e corporal como um todo, e assim, contri-

buindo para o desempenho geral. Esses genes têm um efeito pleiotrópico importante

já que não são tecido-específicos e atuam nas mais diversas células do corpo e em

diversas vias metabólicas que incluem: sinalização entre células, síntese e transporte

de proteínas, proliferação e sobrevivência de células, transporte e formação da mem-

brana celular e seus receptores, etc. Neste grupo de genes, encontra-se, por exemplo,

a proteína do gene NDUFA13 (conhecido também como GRIM-19) que é um com-

ponente funcional do complexo mitocondrial I, que está envolvido em processos de

apoptose e produção de energia celular (FEARNLEY et al., 2001), modificações neste

gene poderiam levar a uma menor disponibilidade de energia para os processos ce-

lulares, diminuindo o crescimento dos tecidos. Outro exemplo, é o gene FBXL17 que

intervém em processos de reciclagem de proteínas ao fazer parte do proteossoma

26S, atuando desta forma em diversos processos celulares. Sadkowski et al. (2006)

encontraram diferentes níveis de expressão para este gene em músculo esquelético
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de bovinos entre 8 e 12 meses de idade, indicando que está associado com o desen-

volvimento muscular nestas idades.

Tabela 3.4 – Identificação dos genes e porcentagem de variância genética explicada
pelas janelas associadas com o escore visual de precocidade, usando o
modelo BayesC com o fenótipo como variável dependente

BTA Mb % σ2
a Genes Candidato Descrição

5 118,7-119,7 0,26
3 Proteínas

4 tRNA

MAPK11

MAPK12

Mitogen-activated protein

kinase 11 e 12

14 67,5-68,5 0,27
11 Proteínas

1 tRNA

2 ncRNA

STK3 Serine/threonine kinase 3

15 31,7-32,7 0,27
5 Proteínas

miRNA
SORL1

Sortilin-related receptor,

L(DLR class)

16 20,7-21,7 0,24
2 Proteínas

1 tRNA
ESRRG

Estrogen-related receptor

gamma

19 36,0-37,0 0,23
23 Proteínas

3 ncRNA

4 Pseudogene

WFIKKN2

ACSF2

Follistatin/kazal, immuno-

globulin, kunitz and netrin

domain; Hypothetical pro-

tein LOC768237

23 24,1-25,1 0,35

16 Proteínas

1 tRNA

2 ncRNA

2miRNA

3 Pseudogene

GSTA3
Glutathione S-transferase,

alpha 3

Total 1,62

BTA= cromossomo bovino, Mb= posição da janela em megabases; %σ
2
a= % de variancia genética ex-

plicada por cada janela.

Os genes que regulam a transcrição podem ser divididos em dois subgrupos,

o primeiro formado pelos genes STK3, MAPK11 e MAPK12 que pertencem à família

das quinases (subgrupo “serine/threonine-protein”), e o segundo que inclui os genes

POU2F1, CREG1 e ESRRG, que têm como função principal modular a expressão ge-

nica (“transcription factor”). As quinases são enzimas que catalisam a fosforilação de

proteínas, através da transferência de um grupo fosforila de ATP, mudando a confi-

guração das proteínas o que ocasiona sua ativação ou desativação. As quinases são

a maior família de proteínas em eucariotos e estão envolvidas em múltiplos proces-

sos celulares, incluindo mecanismos de sinalização celular e ativação de fatores de
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transcrição (MANNING et al., 2002). Lee et al. (2011) encontraram que o gene STK3

(conhecido em humanos como MST2) atua como um repressor dos genes envolvidos

na deposição de gordura em bovinos Hanwoo, uma vez que altos níveis de expres-

são deste gene estiveram associados com baixo nível de gordura intramuscular, mos-

trando que este gene inibe a proliferação de adipócitos. Os genes MAPK11 e MAPK12

fazem parte da via metabólica p38 MAPK que é um mecanismo preservado de res-

posta celular a uma ampla variedade de sinais extracelulares, sendo proposto como

regulador da diferenciação, proliferação e desenvolvimento celular (SEGER; KREBS,

1995). O fato do p38 MAPK não ser tecido-específico explicaria porque esta região

esteve associada com o fenótipo para conformação, precocidade e musculosidade.

Tabela 3.5 – Identificação dos genes e porcentagem de variância genética explicada
pelas janelas associadas com o escore visual de musculosidade, usando
o modelo BayesC com o fenótipo como variável dependente

BTA Mb % σ2
a Genes candidato Descrição

1 155,9-156,9 0,25 1 Proteínas TBC1D5
TBC1 domain family,

member 5

3 0,5-1,5 0,29
10 Proteínas

1 tRNA

3 Pseudogen

CREG1

POU2F1

Cellular repressor of E1A-

stimulated; POU class 2

homeobox 1

5 118,7-119,7 0,24
3 Proteínas

4 ncRNA

MAPK11

MAPK12

Mitogen-activated protein

kinase 11 e 12

7 3,0-4,0 0,32
23 Proteínas

5 Pseudogene

2 ncRNA

LPAR2

NDUFA13

Lysophosphatidic acid re-

ceptor 2; NADH dehydro-

genase 1 alpha, 13

7 59,0-60,0 0,27
9 Proteínas

2 ncRNA
PPP1R39 SH3 domain ring finger 2

20 39,4-40,4 0,26
8 Proteínas

1 tRNA
C1QTNF3

C1q factor related protein

3

23 24,1-25,1 0,24

16 Proteínas

1 tRNA

2 ncRNA

2 miRNA

3 Pseudogene

GSTA3
Glutathione S-transferase

alpha 3

Total 1,87

BTA= cromossomo bovino, Mb= posição da janela em megabases; %σ
2
a= % de variancia genética ex-

plicada por cada janela.
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No segundo subgrupo, os genes POU2F1 e CREG1 são fatores de transcrição

que regulam a atividade de múltiplos genes que atuam em diversas vias metabólicas,

entre eles, genes envolvidos nos processos de crescimento, proliferação e diferencia-

ção celular. Pérez-Montarelo et al. (2014) identificaram POU2F1 como um dos fatores

de transcrição que regula os genes associados com características de crescimento e

deposição de gordura em suínos Ibericos x Landrace, enquanto que, Moreno-Sánchez

et al. (2010) encontram diferença no nível de expressão gênica para CREG1 nos mús-

culos Psoas major e Flexor digitorium em bovinos, indicando que os dois genes agem

no músculo esquelético e tecido adiposo. O gene ESRRG é membro da família de

receptores relacionados ao estrógeno (ESRR) que agem como ativadores de transcri-

ção para o gene PERM1 envolvido no metabolismo energético do músculo esquelético

e cardíaco (CHO et al., 2013), o que leva a que este gene possa estar associado como

a deposição de tecido adiposo e muscular.

Os dois genes envolvidos no metabolismo de lípidos estiveram associados com

o escore de precocidade, que avalia a capacidade do animal para depositar gordura.

O gene SORL1 pertence à família de receptores de lipoproteínas de baixa densidade

(LDLR) envolvidos no metabolismo do colesterol, enquanto que, ACSF2 está associ-

ado com o metabolismo de lípidos e a diferenciação de adipócitos. Estes dois genes

têm sido associados com a deposição de gordura intramuscular em suínos e bovinos

(WANG et al., 2013; NEUSTAETER et al., 2014).

Dos 4 genes relacionados com crescimento, 3 estiveram associados com pre-

cocidade e musculosidade, sendo que a região do gene da miostatina (GDF8) não

mostrou associação como os escores visuais. O gene da miostatina é importante no

desenvolvimento muscular e é um dos responsáveis pela presença de musculatura

dupla em raças como Belgian Blue e Limousin. O gene PPP1R39 (conhecido também

como SH3RF2) ao igual que o gene da miostatina regula de forma negativa o cresci-

mento do tecido muscular, uma vez que, baixos níveis de expressão estão associados

com hipertrofia muscular. Rubin et al. (2010), estudando linhas de crescimento rápido

e lento em frango de corte, encontram que para o gene SH3RF2, tinha sido fixada uma

deleção na linha de crescimento rápido, sendo identificada como a causa do maior

crescimento. Em bovinos, Boitard e Rocha (2013) encontraram que este gene esteve

sob seleção na raça Blonde d’Aquitane, sendo um dos responsáveis pela presença de

musculatura dupla nos animais.

O gene WFIKKN2 é uma proteína inibitória dos genes GDF8 (miostatina) e

GDF11 implicados no desenvolvimento muscular, o que leva a que a sobrexpressão

deste gene produza hipertrofia muscular, uma vez que o gene da miostatina regula

de forma negativa o crescimento muscular, como observado em ratos e em ovinos
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(MONESTIER et al., 2012; WANG et al., 2014). Os genes IGFBP6 e C1QTNF3 regu-

lam de forma positiva o crescimento muscular em bovinos, sendo que altos níveis de

expressão estão associados com crescimento celular no músculo esquelético. O gene

C1QTNF3 também está envolvido na deposição de gordura subcutânea e intramuscu-

lar (ZHANG et al., 2011; SHENG et al., 2014).

As janelas localizadas nos cromossomos 3 (0,4-1,4 Mb), 5 (118,7-119,7), 16

(20,7-21,7) e 23 (24,1-25,1) estiveram associadas com pelo menos dois escores (Ta-

belas 3.3, 3.4 e 3.5) . Isto era esperado uma vez que as correlações genéticas entre os

escores foram altas 0,80 até 0,92 (dados no apresentados), indicando que os mesmos

genes estão controlando os escores visuais. Os resultados deste estudo auxiliarão no

processo de seleção dos escores visuais, uma vez que o aumento das frequências

dos alelos favoráveis para os genes identificados, trará maiores ganhos genéticos.

3.4 Conclusões

De acordo com os resultados pode-se dizer que os escores visuais são de na-

tureza poligênica, uma vez que não foram encontradas regiões explicando grandes

porcentagens de variância genética. No entanto, foram identificadas regiões associ-

adas com os escores visuais nos cromossomos 1, 3, 5, 7, 14, 15, 16, 19, 20 e 23,

contendo genes que fazem parte de processos biológicos e funções moleculares im-

portantes no desenvolvimento corporal.
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