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no resultado obtido. O esforgo total é
a plena vitoria.”

Mahatma Gandhi

"N&o importa onde vocé parou,
em que momento da vida vocé cansou,
0 que importa é que sempre é possivel

e necessario recomecar."

Carlos Drummond de Andrade

“Suba o primeiro degrau com fé.
Vocé ndo tem que ver toda a escada.
Vocé so precisa dar o primeiro

>

passo.’

Martin Luther King Jr.






SUMARIO
RESUMO ....cciiiieeeiiiittee ettt e e e e e e e sttt e e e e e e e e e s bbbt et e e eeeeeesansssbbreeeeeeeeeenanns 11
AB STRACT ittt e e e e e e e e st ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e aanrrrr et aaeaeeeeaans 13
L INTRODUGAO ...ttt eaennanis 15
0 o 1T o0 (=TT PP RPN 16
1.2 ODJELIVOS ... 16
RS (=T =] T = L 17
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 19
2.1 Selegao e associagcao gendmica ampla ... 19
2.2 Controle de qualidade dos dados...........cooeeeeeiieiieeeeee 20
2.2.1 Controle de qualidade por amOSLra ...........ccovvviiiiiiiiiiie e 21
2.2.2 Controle de qualidade dos marcadores genétiCos ............cceuvvveeieieeeeeeeeevvnnnnnnn. 23
2.3 DesequIlibrio de lIgAGA0 ........cooiiiiiiiiiiie e 24
2.4 Métodos de predicao dos efeitos dos marcadores..........ccccvvvveeeeeeeeeniiiiciiiiieeeeenn. 26
2.4.1 GBLUP € SSGBLUP ....oeiiiiiiiiiiiite ettt e e 27
2.4.2 MEt0dO0S DAYESIANOS. ......uuiiiii e 29
2.5 Analises dos efeitos dOS MArCadoresS..........ooocuuuiiiiiieeeee e 32
] (=] (=] o = LR 34

3 SELECAO E ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA CONSIDERANDO
SITUACOES REAIS DE PROGRAMAS DE MELHORAMENTO GENETICO ANIMAL

.................................................................................................................................. 41
RESUIMO ... et r et e et e e e e e e et e e ea e e eaanaees 41
Y 013 1 = Lo PP 41
G 200 I 111 {0 T (3o T LU PTT 42
I\ = 1 (=T = L= 0 0 T= o o [0 1 43

3.2.1 Avaliagcdo da importancia das informacdes de pedigree, coeficiente de

herdabilidade e efeito POIGENICO ........ccoiviiiiiiiii e 43
3.2.1.1 DAdOS SIMUIAAOS .....cceviiiiiie et e e e e e e e s 44
3.2.1.2 Predicdo dos valores genéticos gendmicos e dos efeitos de marcadores
genéticos por meio dos métodos GBLUP € SSGBLUP ...........ccoovvvviiiiiiiiceeeeeeiiiinn, 46
3.2.1.3 Predicao dos valores genéticos genémicos via métodos bayesianos........... 48

3.2.2 Avaliagdo da importancia de diferentes nimeros de QTL e pressdes de

selecao para SeleGao gENOMICA .........uuuuuiii e e e e e e e e e e e e e 49



10

3.3 RESUIAA0S € QISCUSSEO .....cceeviiiiiiiiieeeeeeeeeeiie e e et e e e e e e eeaaaa e e e e e e eeeeanes 50
3.3.1 Avaliagdo da importancia das informacdes de pedigree, coeficiente de

herdabilidade e efeito poligénico na selecdo gendmica via métodos ssGBLUP e

3.3.2 Avaliagdo da importancia das informacdes de pedigree, coeficiente de
herdabilidade e efeito poligénico nas andlises de associacdo gendmica ampla via
MELOAOS SSGBLUP € GBLUP........ccoiiiiiiiiiiii et 55
3.3.3 Selecdo genbmica ampla via método GBLUP e abordagem bayesiana para
fenotipos com diferentes coeficiente de herdabilidade e efeito poligénico................ 61
3.3.4 Avaliacdo da importancia de diferentes ndmeros de QTL e pressfes de

7] (= ox= T 1RSSR 64
B CONCIUSDES ... e e e e e 65
Y (=1 (=] [T K TP 66

4 ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA PARA COMPOSICAO DE GORDURA
INTRAMUSCULAR E CARACTERISTICAS DE QUALIDADE DA CARNE E

CARCACA EM OVINOS DA RACA SANTA INES ......oovicieeeeeeeeeeeeeeeeee e 69
RESUIMO ..ot e e e et e e et e et e e e e e e e et e e e e e eaaas 69
Y 0111 7> Vo 69
Nt (0T [ [>T N 70
v AV F= (=T == 0 0 T=3 (0T [0 1N 71
N R @] o[V ] (o I e (=T F= To [ 1= TSR 71
4.2.2 Extrac8o de DNA € genNOtiPAgEM.......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiibeeeeieeeeeeeenenaeees 73
4.2.3 Controle de qualidade e andlise de associacdo gendmica ampla ................... 73
VARG S =T W] 1= To [0 S =T o U1 7= Lo 75
N @ [ [ 1T 0 2SRRI 83
] (=] (=] [0 = L 84

ANEX O S e 87



11

RESUMO

Selecdo e analise de associacdo gendémica em dados simulados e da qualidade
da carne de ovinos daracga Santa Inés

Informacdes de milhares de marcadores genéticos tém sido incluidas nos
programas de melhoramento genético, permitindo a selecdo dos animais
considerando estas informac0fes e a identificacdes de regides gendmicas associadas
as caracteristicas de interesse econémico. Devido ao alto custo associado a esta
tecnologia e as coletas de dados, os dados simulados apresentam grande
importéancia para que novas metodologias sejam estudadas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia do método ssGBLUP utilizando pesos para os
marcadores genéticos, informacbes de genoétipo e fendtipos, com ou sem as
informacdes de pedigree, para selecdo e associacdo gendmica ampla, considerando
diferentes coeficientes de herdabilidade, presenca de efeito poligénico, diferentes
nameros de QTL (quantitative trait loci) e pressdes de selecdo. Adicionalmente,
dados de qualidade da carne de ovinos da raca Santa Inés foram comparados com a
0s padrdes descritos para esta raga. A populacdo estudada foi obtida por simulagéo
de dados, e foi composta por 8.150 animais, sendo 5.850 animais genotipados. Os
dados simulados foram analisados utilizando o método ssGBLUP com matrizes de
relacionamento com ou sem informacdes de pedigree, utilizando pesos para 0s
marcadores genéticos obtidos em cada iteracdo. As caracteristicas de qualidade da
carne estudadas foram: area de olho de lombo, espessura de gordura subcutanea,
cor, pH ao abate e apds 24 horas de resfriamento das carcacas, perdas por coc¢ao
e forca de cisalhamento. Quanto maior o coeficiente de herdabilidade, melhores
foram os resultados de selecdo e associacdo gendmica. Para a identificacdo de
regibes associadas a caracteristicas de interesse, ndo houve influéncia do tipo de
matriz de relacionamento utilizada. Para as caracteristicas com e sem efeito
poligénico, quando considerado o mesmo coeficiente de herdabilidade, ndo houve
diferencas para selecdo gendémica, mas a identificacdo de QTL foi melhor nas
caracteristicas sem efeito poligénico. Quanto maior a pressdo de selecdo, mais
acuradas foram as predicdes dos valores genéticos gendmicos. Os dados de
qualidade da carne obtidos de ovinos da raca Santa Inés estdo dentro dos padrdes
descritos para esta raca e foram identificas diversas regides genémicas associadas
as caracteristicas estudadas.

Palavras-chaves: Bayesiana; Coeficiente de herdabilidade; ssGBLUP; Validacéo
cruzada
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ABSTRACT

Genomic selection and association analysis in simulated data and meat quality
of Santa Inés sheep breed

Thousands of genetic markers data have been included in animal breeding
programs to allow the selection of animals considering this information and to identify
genomic regions associated to traits of economic interest. Simulated data have great
importance to the study of new methodologies due to the high cost associated with
this technology and data collection. The objectives of this study were to evaluate the
efficiency of the ssGBLUP method using genotype and phenotype information, with
or without pedigree information, and attributing weights for genetic markers, for
selection and genome-wide association considering different coefficients of
heritability, the presence of polygenic effect, different numbers of quantitative trait loci
and selection pressures. Additionally, meat quality data of Santa Ines sheep breed
were compared with the standards for the breed. The population of simulated data
was composed by 8.150 individuals and 5.850 genotyped animals. The simulated
data was analysed by the ssGBLUP method and by two relationship matrix, with or
without pedigree information, and weights for genetic markers were obtained in every
iteration. The traits of meat quality evaluated were: rib eye area, fat thickness, color,
pH at slaughter and 24 hours after the carcass cooling, cooking losses and shear
force. The results of selection and genomic association were better for the traits with
the highest heritability coefficients. For traits with the greater selection pressure,
more accurate predictions of the genomic breeding values were obtained. There was
no difference between the relationship matrix studied to identify the regions
associated with traits of interest. For the traits with and without polygenic effect,
considering the same heritability coefficient, they did not show differences in genomic
selection, but the identification of the QTL was better for traits without polygenic
effect. The meat quality data obtained from Santa Ines sheep breed are in
accordance with the standards for this breed and different genomic regions
associated to the studied characteristics were identified.

Keywords: Bayesian; Heritability coefficient; ssGBLUP; Cross-validation
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura € uma atividade agropecuaria em expansao no Brasil, pelo
aumento no numero de animais produzidos, melhorias na produtividade e aumento
no consumo de carne ovina no pais. Esta expansao tem ocorrido na maioria dos
estados brasileiros, dentre os quais o estado da Bahia apresenta destaque, o qual
possuia um rebanho em 2013 de 2.926.601 cabecas de ovinos, tendo um rebanho
inferior apenas ao do estado do Rio Grande do Sul, o qual possuia 4.250.932 neste
ano, enquanto que o Brasil possuia 17.290.519 cabecas, segundo 0 senso pecuario
do IBGE (2013).

Paralelo a este cenério, ainda ha demanda do mercado consumidor para que
haja crescimento na producdo de carne ovina no pais. Além disso, os consumidores
buscam produtos com melhor qualidade, especialmente nutricional, devido a recente
procura dos consumidores por alimentos que contribuam positivamente na qualidade
da alimentacéo e, consequentemente, a saude dos consumidores.

Para atingir tais objetivos, no melhoramento genético classico, a identificagdo
dos gendtipos superiores é realizada a partir de informacdes de pedigree e gendtipo.
Recentemente, Meuwissen et al. (2001) propuseram um método denominado
selecdo genbmica, o qual trata-se da selecdo assistida por marcadores genéticos do
tipo SNP (single nucleotide polymorphism), considerando uma escala gendémica
ampla (MEUWISSEN, 2007); neste caso a selecdo € simultanea para dezenas ou
centenas de milhares marcadores SNPs, os quais podem cobrir de modo denso e
amplo todo o genoma de uma referida espécie. Assim, a partir da estimacdo dos
efeitos dos SNPs, pode-se predizer os valores genéticos dos individuos para
caracteristicas complexas.

Além da selecdo gendmica, as informacdes genotipagem obtidas a partir de
chips de marcadores genéticos de alta densidade podem ser utilizadas para estudos
de associacdo destes SNPs com caracteristicas de interesse (GWAS), tornando
possivel desvendar parte da arquitetura geneética que atua no controle destas
caracteristicas de heranca complexa (DAETWYLER et al., 2010), pela identificacao
de regibes associadas com estas caracteristicas.

Visando melhorias na aplicacdo dos meétodos estatisticos de selecdo e
associacdo gendomica ampla, a simulacdo de dados pode ser uma excelente

alternativa, principalmente pelo alto custo relacionado as coletas de dados e a
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tecnologia de genotipagem com chips de alta densidade de marcadores, e por
permitir a obtencdo dos valores genéticos reais dos individuos da populagéo
estudada (HICKEY; GORJANC, 2012).

1.1Hipoteses

— Nas analises de selecdo e associacdo gendmica ampla, o uso das informacdes
de pedigree, por meio da matriz de relacionamento H e em substituicdo da
matriz G, ocasionam em maiores acuracias na predicdo dos valores genéticos
gendmicos e melhorias na identificagcdo de QTL (quantitative trait loci), quando
utilizado o método ssGBLUP;

— Quanto maior o coeficiente de herdabilidade da caracteristica, maior sera a
acuracia da predicdo dos valores genéticos genémicos, melhorando também a
identificacdo de regides associadas ao fenotipo;

— Os valores genéticos gendmicos preditos utilizando abordagem bayesiana
possuem maiores acuracias do que os preditos pelo método ssGBLUP;

— A presenca de efeito poligénico, como componente da variancia genética
aditiva de um fenétipo, quando utilizado o método ssGBLUP, nédo influéncia na
predicdo dos valores genéticos gendmicos e nas analises de GWAS;

— O numero de regibes do genoma associadas a um fendtipo influencia na
predicdo dos valores genéticos gendmicos utilizado no método ssGBLUP,
assim como a pressao de selecao na populacdo estudada;

— Os dados de qualidade da carne obtidos para ovinos da raca Santa Inés estao
dentro dos padrbes descritos na literatura para machos inteiros desta raca;

— Hé& mudltiplas regides do genoma associadas com as caracteristicas de carcaca,

gualidade da carne e composicao de gordura intramuscular em ovinos.

1.20Dbjetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do método GBLUP utilizando
informacéo de gendtipo e fendtipos, com ou sem as informacdes de pedigree, para

selecdo e associacdo gendomica ampla, considerando diferentes coeficientes de



17

herdabilidade, presenca de efeito poligénico, diferentes numeros de marcadores
SNPs e pressfes de selecdo. Adicionalmente, foram estudados os beneficios do
método ssGBLUP com processo iterativo, utilizando pesos para dos marcadores
genéticos, e foram comparadas as acuracias obtidas pelo método GBLUP com
métodos bayesianos. Em relacdo aos dados de ovinos da ragca Santa Inés, os
objetivos deste estudo foram comparar os dados de qualidade obtidos com os
padrdes descritos para esta raca e identificar regides gendmicas associadas a estas

caracteristicas, via método GBLUP.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Selecao e associacdo gendmica ampla

A eficiéncia de um programa de melhoramento genético depende da
identificacdo precisa dos genoétipos superiores, visando 0s objetivos do programa de
selecdo. Para isto, no melhoramento genético classico, sdo preditos os valores
genéticos dos individuos, utilizando registros de fendtipo e de pedigree, ou seja,
pelos dados fenotipicos e de pedigree pretende-se fazer inferéncias nos genotipos
dos animais.

As estimativas de valores genéticos dos individuos sédo obtidas
frequentemente a partir dos fendtipos analisados sob modelos estatisticos e
genéticos, sendo menos eficiente em caracteristicas de dificil mensuragdo, como de
qualidade da carne, que exigem o abate do animal. Portanto, para melhorar essas
caracteristicas seria vantajoso e util identificar os genes para realizar a selecédo de
animais portadores de alelos desejaveis (GODDARD; HAYES, 2007).

Neste contexto, o uso de informacdes obtidas a partir de técnicas de genética
molecular no melhoramento genético animal tem como principal vantagem a
utilizacdo direta da informacdo do material genético na selecdo, permitindo
melhorias na eficiéncia de selecdo e diminuicdo no tempo de avaliacdo, em
comparacdo com a tradicional selecdo baseada essencialmente em dados
fenotipicos. O uso de informacdes genéticas moleculares e fenotipicas para as
avaliacbes caracteriza a selecdo assistida por marcadores genéticos. As
informacdes genéticas utilizadas na sele¢éo assistida por marcadores eram oriundas
de estudos de alguns genes individuais ou de poucos loci associados as
caracteristicas quantitativas (DEKKERS; HOSPITAL, 2002; DEKKERS, 2004).

Nos ultimos anos, informacdes de milhares de marcadores genéticos, 0s
guais cobrem de forma densa o genoma, tém sido utilizadas a partir de um método
proposto por Meuwissen et al. (2001), pelo qual pressupde-se que 0s genes de
interesse provavelmente apresentardo desequilibrio de ligagdo com parte importante
dos marcadores genéticos. A partir deste método, espera-se obter melhorias na
selecao dos animais (GWS) e na identificacdo de genes de interesse (GWAS).

A selecao genomica (MEUWISSEN et al., 2001) tem como objetivo aumentar

a eficiéncia da selecdo genética que tem sido praticada com base apenas em dados
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fenotipicos avaliados a campo. Tal método surge como um complemento ao
melhoramento genético classico, contribuindo para que os produtores selecionem do
seu rebanho, o mais breve possivel, animais com potenciais produtivos que sao
desejaveis, podendo reduzir gastos com a manutencdo de animais improdutivos,
proporcionando maior progresso geneético, a partir de maior velocidade e preciséo
dos processos seletivos.

No mesmo contexto, os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS)
possuem vantagens quando comparados com a selecéo assistida por marcadores,
devido ao fato de que a maioria dos genes candidatos ou QTL (Quantitative trait loci)
capturavam apenas uma proporcao pequena da variacdo genética total.

Em relac&o ao tipo de marcadores genéticos utilizados nos estudos de GWS
e GWAS, a variancia genética pode ser mais bem explicada pelos marcadores
genéticos SNPs (single nucleotide polymorphism) em especial por sua abundancia e
abrangéncia genomica. Assumindo que esses marcadores sao densos o suficiente
para estarem em desequilibrio de ligacdo com os QTL, os marcadores podem ser
utilizados para selecionar o alelo favoravel em cada QTL, sem a necessidade de
realmente identificar o QTL ou o polimorfismo funcional. Além disso, a partir dos
dados desses marcadores, o valor genético de um individuo pode ser obtido com
alta acuracia, utilizando registros de marcadores genéticos e fendtipos em uma
populacdo (GODDARD, 2009).

Os marcadores genéticos do tipo SNPs sdo a forma mais abundante de
variacdo do DNA genbmico e sdo preferidos em relagdo a outros marcadores
genéticos devido a sua baixa taxa de mutacdo e facilidade de genotipagem
(RESENDE et al., 2008).

2.2 Controle de qualidade dos dados

O sucesso dos estudos de GWS e GWAS esta relacionado com o cuidado
adequado dos dados ap0s a genotipagem, ou seja, controle de qualidade dos dados,
predicdo dos efeitos dos SNPs e estabelecimentos de niveis adequados de sele¢éo
dos marcadores com efeitos significativos ou ndo. Apds a obtencdo dos dados de

genotipagem, o primeiro passo € a realizacdo do controle de qualidade destes,
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utilizando critérios como call rate, MAF (minor allele frequency), aderéncia ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg, ocorréncia de individuos repetidos, corre¢cdo de
parentesco, entre outros. A importancia do controle de qualidade dos dados de
genotipagem esta no aumento na confiabilidade dos efeitos dos marcadores SNPs e
valores genéticos gendmicos preditos, pois a acuracia € reduzida quando este
controle ndo é realizado ou é ineficiente (WIGGANS et al., 2009). Adicionalmente,
segundo 0s mesmos autores, marcadores SNPs que ndo contribuem para a
acuracia das avaliacbes podem ser eliminados, reduzindo assim esforcos
computacionais. Mesmo quando a taxa de erro ou viés é baixa, manter marcadores
que ndo atendam aos critérios de qualidade pode ser prejudicial, pelo nimero de

marcadores estudados (ANDERSON et al., 2010).

2.2.1 Controle de qualidade por amostra

O controle de qualidade das amostras deve ser realizado pela: (i) identificacao
de individuos com informacédo sexual discordante, o qual pode ser verificado pela
homozigoze do cromossomo X; (ii) identificacdo de individuos com gendtipos
faltando (call rate) ou desvios de heterozigosidade; (iii) identificacdo de individuos
duplicados; (iv) a identificacdo de individuos de ascendéncia divergentes, (v)
estratificacdo da populacdo (ANDERSON et al., 2010; ZANELLA, 2011).

A eficiéncia da genotipagem ou call rate € uma medida de qualidade da
amostra de DNA, concentracdo de DNA, falhas no processo de genotipagem,
contaminac@o por altos niveis de proteina e RNA. Neste critério de controle de
qgualidade, amostras que apresentarem call rate abaixo de um limiar, estabelecido de
acordo com o tamanho da populacdo, devem ser retiradas das analises (SETTLES
et al., 2009).

A heterozigosidade é definida como uma a relacdo entre o numero de
heterozigotos esperados e observados, sendo considerada uma média dos loci
estudados de um individuo e a média da populagcdo. Assim, uma amostra que
apresenta baixo numero de marcadores SNPs em heterozigose em relacdo a média
da populagédo pode ser indicativo de endogamia, e caso contrario, um alto niamero
de heterozigotos apresentado por uma amostra pode indicar contaminagcdo. Dessa

forma, a heterozigosidade média pode ser calcula pela formula (N-O) /N, em que N é
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0 numero total de gendtipos observados; e O é o numero de gendétipos homozigotos
observados para dado individuo, sendo que 0S cromossomos sexuais nao Sao
considerados neste calculo. Como os desvios de heterozigosidade sdo analisados
em relacdo a média da populacdo, amostras com heterozigosidade da ordem de 3
desvios-padrdo acima ou abaixo da média devem ser excluidos da andlise
(ANDERSON et al., 2010).

A correcdo de parentesco é realizada apds a comparacao entre 0s genotipos
do pai e da progénie. Esta correcao é feita a partir dos coeficientes de parentesco
calculados por métodos tradicionais, propostos por Malécot (1969) e Wright (1922).
O primeiro a propor um coeficiente de parentesco eficiente a partir da genealogia foi
Wright, o qual foi generalizado por outros autores, tais como Malécot (1969), e
definido como a probabilidade de que dois alelos de um mesmo gene presentes em
um mesmo individuo sejam idénticos por descendéncia, ou seja, quando um alelo de
um individuo é tomado ao acaso, qual a probabilidade deste alelo ser idéntico por
descendéncia ao alelo de outro individuo (FALCONER; MACKAY, 1996). Os valores
de coeficiente de parentesco obtidos por estes métodos poderdo ser comparados
com os obtidos a partir das semelhancas gendmicas do material genético dos
individuos genotipados (WIGGANS et al.,, 2009), permitindo a correcdo de
incoeréncias.

Um dos grandes problemas nos estudos de associacdo genética é a
estratificacdo da populacdo, em que as diferencas genotipicas entre animais sao
geradas devido a diferentes origens de populacdo e ndo devido a qualquer efeito
sobre o fendtipo (CARDON; PALMER, 2003). Assim, a estratificacdo da populacao
ocorre quando individuos pertencentes a populacdo em estudo diferem
sistematicamente em relacdo a ascendéncia genética e ao fendtipo. Assim, as
informacbes de ascendéncia sao indispensaveis para estudos de associacao
gendmica ampla, para o controle da estratificacdo da populagcédo e assim diminuir a
ocorréncia de falsos — positivos (TURNER et al., 2011). Uma alternativa é a adocao
de modelo com inclusdo do vetor de efeitos poligénicos, o qual contempla a matriz
de parentesco e permite correcdo para estrutura de populagcdo (MACLEOD et al.,
2010).

Em estudos utilizando milhares de marcadores, a estratificacdo da populagéao
pode ser avaliada pela propor¢do média de alelos compartilhados entre dois

individuos, em relacao ao total de marcadores genéticos avaliados, desconsiderando
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marcadores genéticos presentes nos cromossomos sexuais (ANDERSON et al.,
2010; PURCELL et al, 2007). Além disso, o grafico de escalonamento
multidimensional (multidimensional scaling, MDS) pode ser utilizado como teste para
estudar a estratificacdo da populacdo, considerando marcadores que nao estejam
em desequilibrio de ligacéo (r2<0,02), no qual a similaridade dos alelos entre os loci
independentes é mensurada dentre todos os animais (ZANELLA, 2011). Outro
método que pode ser utilizado € grafico quantil-quantil (Q-Q plot) (SETTLES et al.
2009; ZANELLA et al. 2011), e por este grafico € possivel verificar a existéncia de
subestrutura na populacédo, pela relacdo entre os valores qui-quadrado esperado
contra os valores qui-quadrado observado (ZANELLA, 2011).

2.2.2 Controle de qualidade dos marcadores genéticos

O controle de qualidade dos SNPs é realizado utilizando as frequéncias
alélicas e genotipicas, para os critérios: propor¢cao de gendtipos perdidos (call rate),
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e frequéncia do menor alelo (ANDERSON
et al., 2010).

A eficiéncia de genotipagem ou call rate é um critério de qualidade indicativo
da quantidade de genotipos perdidos por SNP. A remocdo de marcadores de
qualidade inferior € muito importante para os estudos GWAS, porque eles podem
apresentar-se como os falsos positivos e reduzir a capacidade de identificar
associacOes verdadeiras (ANDERSON et al., 2010). Apesar do valor indicativo da
eficiéncia de genotipagem variar de acordo estudo, especialmente em relacdo ao
namero de individuos avaliados, Tunner et al. (2011) sugeriram que seja
considerado um call rate de 98-99%.

Em relacdo ao critério de Equilibrio de Hardy Weinberg, as frequéncias
alélicas e genotipicas se mantém constantes de geracdo para geragdo, em uma
populacdo onde ndo ha sele¢cdo, mutacdo, migracdo e quando o tamanho
populacional € grande (FALCONER; MACKAY, 1996). Ainda segundo estes autores,
a relacdo matematica entre as frequéncias alélicas e genotipicas, quando
considerados marcadores genéticos ou individuos dipldides, € dada por p2 + 2pg +
%=1, em que p € a frequéncia de um dos alelos e q é a frequéncia do outro alelo.

Assim, a partir das frequéncias alélicas sao calculadas as frequéncias genotipicas
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esperadas, as quais sdo comparadas com as frequéncias genotipicas observadas
na populacdo. Quando verificados desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg, alguma
pressuposicao (selecdo, por exemplo) pode ter sido violada, ou seja, os alelos nao
estdo segregando na populacdo como esperado, pela ocorréncia de um maior
namero de individuos homozigotos ou heterozigotos do que pela lei do Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg também podem estar
relacionados a erros de genotipagem. Além disso, segundo Wiggans et al. (2009),
desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg podem indicar problemas em determinar
acuradamente o gendtipo do SNP.

A avaliacao do critério Equilibrio de Hardy-Weinberg € geralmente feita pela
escolha de um limiar, do qual o valor varia de estudo pra estudo (ANDERSON et al.,
2010; TUNNER et al., 2011). Wiggans et al. (2009) consideraram que se a diferenca
entre as frequéncias genotipicas observadas e esperadas fosse maior 0,15, o SNP
deveria ser excluido.

O critério de selecdo de SNPs conhecido como MAF (minor allele frenquency)
ou frequéncia do menor alelo, utiliza as frequéncias alélicas para verificar a
ocorréncia de alelos com baixa frequéncia ou monomdérficos, os quais ndo sao
informativos, e assim haveria dificuldade em selecionar na populacao alelos que sao
encontrados em poucos individuos. Considerando um alelo de um marcador SNP
com MAF menor que 2%, em uma populacdo de 100 individuos, apenas dois
individuos terdo o alelo. Assim, a escolha do limiar para o critério MAF pode variar

de estudo pra estudo.

2.3 Desequilibrio de ligacéo

O desequilibrio de ligacdo ocorre quando os alelos de dois genes nao
segregam independentemente, ou seja, genes em que os alelos sdo associados
aleatoriamente estdo em equilibrio de ligagédo, caso contrario, quando os alelos ndo
segregam independentemente estes genes estdo em desequilibrio de ligacéao
(HARTL; CLARK, 2007). A partir deste conceito, marcadores geneticos podem ser
utilizados para explicar a parte da variacdo genética de um fendtipo, quando estes

estdo em desequilibrio de ligagdo com o QTL responséavel pela variacao.
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A variacdo genética de caracteristicas poligénicas pode ser explicada por
muitos loci, e assim, para explicar esta variacdo podemos utilizar milhares de
marcadores que cobrem de forma densa todo o genoma. Assumindo que esses
marcadores sao densos o suficiente para estarem em desequilibrio de ligacdo com
0os QTL, os marcadores podem ser utilizados para selecionar o alelo favoravel em
cada QTL, sem a necessidade de realmente identificar o QTL ou o polimorfismo
funcional (GODDARD, 2009). Considerando os marcadores que séo utilizados em
estudos de GWAS, os SNPs apresentam destaque por sua abundancia e
abrangéncia genbmica, sendo Uteis na explicacdo da varidncia genética das
caracteristicas de heranga complexa.

O conceito de desequilibrio de ligacdo esta associado a fracdo de
recombinacdo, em que esta € utilizada para determinar se dois genes estao ligados.
A recombinacdo pode ocorrer durante a meiose, processo a partir do qual células
dipléides dividem-se em quatro células hapldides, as quais sdo 0s gametas. A
meiose € composta por dois ciclos de divisdo celular, sendo que no primeiro ciclo,
mais precisamente na primeira fase deste ciclo (Préfase ) pode ocorrer a troca de
fragmentos entre os cromossomos homologos. A fracdo de recombinacdo € maior
quanto maior a distancia entre os genes, entre marcadores genéticos, e entre estes
e 0 QTL (GRIFFITHS et al., 2000). Assim, quanto mais préximos os loci, maior € a
probabilidade de estes genes segregarem juntos.

A estatistica de desequilibrio de ligacdo proposta por Hill (1981) considera
que o desequilibrio de ligacdo ocorre quando a frequéncias dos gametas em
associacao e repulsao diferem. Assim, considerando dois marcadores com alelos A

e a, e B eb, tem-se:

D = Prob(AB).Prob(ab) — Prob(Ab).Prob(aB)

Este método considera dois loci, sendo muito dependente das frequéncias
individuais dos alelos, ndo sendo adequada para a comparacao de multiplos loci.
Para este segundo caso, uma estatistica mais adequada é o r2 proposto por Hill e
Robertson (1968), na qual os valores variam de zero, quando os pares de loci ndo
tem desequilibrio de ligacdo entre eles, a 1, que representa pares de loci com

desequilibrio de ligagdo completo. Assim, o desequilibrio de ligagdo é dado por:
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r? = D*
T fAF@fBf(b)

em que D=f(AB)-f(A)f(B), e f(AB), f(A), f(a), f(B), f(b), s&o as frequéncias observadas
do haplétipo AB e dos alelos A, a, B, b, respectivamente (SARGOLZAEI et al.,
2008).

Quando considerada a relacdo entre um marcador genético e um QTL néo
observado, a estatistica r2 mede a proporcao da variagdo causada por alelos do QTL
gue é explicada pelos marcadores (PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001). Assim, esta
€ uma medida de correlacédo entre os alelos, a qual nos indica haplétipos herdados
de um Unico ancestral ou haplétipos idénticos por descendéncia (REICH et al. 2001).

Dentre os fatores que podem afetar o desequilibrio de ligacdo estdao a
selecéo, a taxa de recombinacdo e mutacdo (MATUKUMALLI et al., 2009). Assim,
estes fatores, especialmente selecédo e taxa de recombinacdo, tornam necessarias
gue os estudos dos efeitos dos marcadores sejam refeitos apos geracbes de
selecao, pois se espera que 0os marcadores que estejam em desequilibrio de ligacao
com os QTL possam chegar ao equilibrio, pela taxa de recombinagcdo, ou possam

ser fixados na populacéo, pela selecéo.

2.4 Meétodos de predicdo dos efeitos dos marcadores

Na busca do método ideal para a predicdo dos efeitos dos marcadores e dos
valores genéticos gendmicos, a escolha deste deve considerar que este acomode a
arquitetura genética da caracteristica, realizar a regularizacdo do processo de
estimacao, considerando a presenca de multicolinearidade e o grande numero de
marcadores (estimadores do tipo shrinkage), e realizar a selecdo de covariaveis
(marcadores) que afetam a caracteristica em analise (RESENDE et al., 2012). A
escolha do meétodo quanto a arquitetura genética da caracteristica deve ser
realizada pelas pressuposicfes de cada método, por exemplo, se este considera a
presenca de genes de efeito maior.

Diversos meétodos para estimacao dos efeitos dos marcadores sdo descritos
na literatura, possibilitando escolher o melhor método para a estimacéo dos efeitos

dos marcadores para a caracteristica em estudo. Estes métodos envolvem desde a
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incorporacgao de informacdes moleculares na abordagem tradicional para a obtengéo
dos valores GBLUP, no qual a matriz de parentesco probabilistica € substituida por
uma matriz de parentesco real ou genbmica (SCHAEFFER, 2006), métodos
bayesianos, como o BayesA e o Bayes B (MEUWISSEN, et al., 2001; GIANOLA et
al.,, 2009), o BayesC, o BayesD, e mais recentemente, BayesCr e BayesDr
(HABIER et al., 2011), o LASSO Bayesiano (DE LOS CAMPOS et al., 2009; LI et al.,
2011; PARK; CASELLA, 2008; SILVA et al., 2011), entre outros.

Quanto a escolha do método de estimacdo dos efeitos dos marcadores,
alguns problemas podem ocorrer, principalmente pelo niamero de marcadores
superar o nhimero de animais genotipados, isto €, 0 numero de parametros a serem
estimados (efeitos dos marcadores) € muito maior que o nimero de observacdes.
Se, por exemplo, for utilizado o método dos minimos quadrados, havera falta de
graus de liberdade para ajustar simultaneamente todos os efeitos, pois neste caso,
0s graus de liberdade do residuo sdo dados por n — p, em que n é numero de
individuos e p o numero de marcadores, e p € muito maior do que n. Além disso, se
a estimacdo dos efeitos dos marcadores for realizada de forma ndo simultanea,
como por uma analise de regressdo simples para cada marcador, pode ocorrer
superestimacao dos efeitos dos marcadores, reduzindo a acuracia do método e
tornando possivel apenas a identificacdo de QTLs de efeito maior (RESENDE et al.,
2008).

De acordo com Gianola, Perez-Enciso e Toro (2003), contornar o problema de
dimensionalidade, causado pelo nimero de marcadores ser maior que o niumero de
individuos genotipados, demanda a utlizagcdo de métodos estatisticos que
considerem a selecdo de covariaveis (problema de multicolinearidade) e a

regularizacdo do processo de estimacéao (problema de dimensionalidade).

2.4.1 GBLUP e ssGBLUP

A obtencéo das estimativas dos efeitos de marcadores pelo método GBLUP &
caracterizada pela utilizagdo das equacdes de Henderson (HENDERSON, 1984)
para obtencdo dos valores BLUP, que neste caso € dado para o vetor dos efeitos

dos marcadores, sendo que a matriz de parentesco obtida pelos coeficientes de
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Wright substituida pela matriz de parentesco gendmica. Neste método € assumido
gue todos os loci ou genes explicam a mesma variancia, considerando dessa forma,
gue a variancia por loci € dada por uma razdo da variancia genética total e o nimero
de loci (MEUWISSEN et al., 2001). Pressupfe-se que os efeitos dos marcadores
seguem uma distribuicdo normal com média zero e variancia comum a todos
marcadores.

Quando sao utilizadas apenas informacdes de pedigree e fenotipo para obter
os valores genéticos, o modelo linear misto e as soluc¢des, conforme Henderson
(1984) e Mrode (2005), séo:

y=XB+Za+e,

em que:

y € o vetor das observacdes, sendoy ~ N (XB, V), V=2GZ'+ R, R=var(e);

B € o vetor de efeitos fixos;

X é a matriz de incidéncia, associando os elementos de Bay;

a é o vetor de efeito aleatorio, composto pelos valores genéticos dos individuos;
Z é a matriz de incidéncia, associando respectivamente os elementos de a a y;
e é o vetor de residuos aleatérios, NID (0, 16 ).

Assim, no método G-BLUP ou BLUP gendmico, a matriz de parentesco A é
substituida pela matriz de relacionamento genémica ou realizada, e neste caso, 0
vetor de efeitos aleatérios serd o vetor de valores genéticos gendmicos preditos, e
os efeitos do marcadores podem ser obtidos em um segundo passo, considerando a
matriz Z e o vetor da valores genéticos gendmicos.

A matriz de parentesco gendmica pode ser construida a partir das
informacbes dos marcadores genéticos (matriz de relacionamento G, método
GBLUP), ou combinando as informacfes de pedigree e marcadores genéticos
(matriz de relacionamento H, método ssGBLUP), conforme descrito por Aguiar et al.
(2010) e Legarra et al., 2009.

Primeiramente, o método ssGBLUP foi descrito para estudos de selecéo
gendmica. Recentemente, Wang, H. et al. (2012) descreveram uma adaptacédo do
método ssGBLUP para estudos de GWAS, sendo utilizado um processo iterativo
com pesos para 0s marcadores genéticos, e a partir disso sdo obtidos os valores

genéticos gendmicos e os efeitos dos marcadores genéticos. Como o meétodo
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utilizado pelos autores foi o ssGBLUP, a matriz de relacionamento utilizada foi a H,
conforme descrito por Aguilar et al. (2010), em que a inversa da matriz H dada por:
0 0
-1 _ g1
B =7 4 g g g

em que A é o numerador da matriz de relacionamento para todos os animais, 4,, € 0
numerador da matriz de relacionamento para os animais genotipados, e G é a matriz
de relacionamento gendémico. Para obtencdo dos valores genéticos gendmicos e
efeitos dos marcadores do tipo SNP, os pesos para os SNP foram obtidos no
mesmo software em que as analises de associacdo gendmica foram realizadas
(familia BLUPF90), e a cada iteracdo € permitido utilizar os pesos obtidos na
iteracdo anterior para que o0s valores genéticos gendmicos e/ou os efeitos dos
marcadores genéticos sejam recalculados. O processo ocasiona em ganhos na
deteccdo de QTL, por evidenciar regides com a presenca de QTL de maior efeito ou
de maior nimero de QTL de pequeno efeito (WANG, H. et al., 2012).

2.4.2 Métodos bayesianos

A abordagem bayesiana também pode ser utilizada na predicao dos valores
genéticos dos animais e efeitos dos marcadores, sendo que as estimativas séo
obtidas considerando que a variancia pode ser diferente entre loci, em que a
variancia explicada pelo i-ésimo locus é obtida a partir de uma distribuicédo
(MEUWISSEN et al., 2001).

A abordagem bayesiana envolve métodos estatisticos que atribuem
probabilidades ou distribuicbes a eventos ou parametros, nos permitindo incorporar
informagdes em relagdo a quantidade de interesse desconhecida, por meio de p(8),
sendo 6 o parametro desconhecido. A atualizagdo da incerteza é feita utilizando o
teorema de Bayes, pela combinacdo da priori (p(8)) e verossimilhanca (L(x|6)), as

quais nos levam a distribuicdo a posteriori de 0. Tal combinacéo é dada por:

p(6]x) < L(x|6)p(6)
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Desta forma, utilizando a abordagem bayesiana temos um resumo da amostra
estudada, o qual nos € dado pela verossimilhanca, e podemos incorporar
informacgdes pela distribuigéo a priori (BOLSTAD, 2007).

O modelo estatistico na abordagem bayesiana (MEUWISSEN et al., 2001) é:

y=ul,+Za+e,

em que: y é o vetor das observacdes; u € a média geral; 1,, € um vetor com valores
um, de tamanho n; u € o vetor aleatorio dos efeitos dos SNPs; Z € a matriz de
genadtipos (com valores 0, 1 e 2, sendo 0 e 2 para 0s genoétipos homozigotos e 1
para heterozigoto); e é o vetor de efeitos residuais, e~N(0, I62).

O método BayesA foi descrito por Meuwissen et al. (2001), e considera que a
variancia pode ser diferente para os segmentos do genoma. Para este método, a
informacao a priori € que a variancia dos marcadores com efeito maior do que zero
tem distribuicdo qui-quadrado invertida e escalonada, e os efeitos dos marcadores
podem ser ajustados a uma distribuicdo normal com média zero.

O método BayesB (MEUWISSEN et al.,, 2001), assim como 0 Bayes A,
também considera que a variancia genética explicada por cada locus pode ser
diferente. A principal diferenca entre os métodos BayesA e BayesB é que neste
segundo método sédo aceitos marcadores genéticos com efeito igual a zero, sendo
gue a variancia dos marcadores com efeito igual a zero é dada por m, e quando a
variancia explicada pelos marcadores com efeito maior do que zero tem distribuicédo
qui-quadrado invertida e escalonada, com probabilidade 1 —m, ou seja, * é a
probabilidade de um SNP k ter efeito igual a zero (HABIER et al., 2011), e esta
proporcao é tratada como conhecida.

A probabilidade de um marcador apresentar efeito zero (m) afeta o
encurtamento dos marcadores, e assim 0os métodos BayesA e BayesB parecem
apresentar desvantagens em relacdo a outros, como o BayesCr e o BayesDm, pelo
fato de que nos dois primeiros métodos a proporcdo de marcadores genéticos com
efeito maior que zero ser tratada como conhecida (w), ao contrario dos métodos
BayesCr e o BayesDm, nos quais a probabilidade = € tratada como desconhecida e
deve ser inferida a partir dos dados. Comparando os métodos BayesCn e BayesDrr,

0 primeiro método apresenta vantagens computacionais, mas assume que todos os
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marcadores genéticos tem a mesma variancia, enquanto que o método BayesDm
assume diferentes variancias (HABIER et al., 2011).

No método BayesCt (HABIER et al., 2011) as varidncias dos marcadores sao
consideradas homogéneas. A priori considerada para p sera uma constante.
Considerando que A é o numerador da matriz de relacionamento, a priori de u|A,o?,
serd considerada normal, com média zero e variancia Aoc?, e 0%, € a variancia

genética aditiva, sendo m a probabilidade do marcador k ter efeito zero:

5 0 com probabilidade T,
WelTt: G =1 N (0, 02, )com probabilidade (1 — 7).

Assim, m tem distribuicdo a priori uniforme (0,1), e assim o valor de m estara
entre 0 e 1, com probabilidade igual para todas as possibilidades de valores dentro
deste intervalo (RESENDE et al., 2012).

No método BayesDr as informagdes consideradas a priori para a variancia
dos efeitos dos marcadores sdo as mesmas do método BayesB, em que a variancia
dos marcadores com efeito maior do que zero tem distribuicdo qui-quadrado
invertida e escalonada, com probabilidade 1 — m, e m quando o efeito do marcador &
igual a zero (HABIER et al., 2011).

As vantagens do uso dos métodos BayesC1r e BayesD1r estdo no fato destes
métodos propiciarem informacdo sobre a arquitetura genética das caracteristicas
(HABIER et al., 2011; WANG, C. et al., 2012), e assim sao indicados para estudos
de GWAS. O método BayesB considera m como conhecido, enquanto que nos
métodos BayesCrm e BayesDm este é tratado como desconhecido, sendo sua
modelagem muito interessante para os estudos de associacéo, pelo fato de que a
maioria das marcas nao esta em desequilibrio de ligacdo com os QTLs e assim é
necesséaria a selecdo das marcas que estdo em desequilibrio de ligacdo com os
QTLs responsaveis pela variacdo genética de um fenotipo (RESENDE et al., 2012).

Conforme apresentado por Meuwissen et al. (2001), a regressdo Bayesiana
pode ser utilizada nas situacbes em que se tém mais marcadores (covariaveis) do
que observagOes, atribuindo distribuicdo a priori aos coeficientes de regressao.
Essas distribuicdes impdem regularizagdo no ajuste do modelo, sob a forma de
encurtamento dos coeficientes de regressao (shrinkage). Entretanto, os autores

também demonstraram que a forma dessa regularizacdo deve ser diferenciada, pois
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se espera que quando se tem SNPs de todo o genoma de um individuo muitos
marcadores estardo em regides que nao influenciam o valor mensurado da
caracteristica, enquanto poucos estardo em desequilibrio de ligagcdo com alelos que
influenciam a caracteristica. Uma abordagem interessante para a situacdo descrita é
a utilizacdo do método de regressdo LASSO (Least Absolute Shrinkage and
Selection Operator, TIBSHIRANI, 1996), que combina selecdo de variaveis e
regularizacdo via encurtamento dos coeficientes de regressdo. A implementacao
Bayesiana da regressdo LASSO (PARK; CASELLA, 2008) foi adaptada para selecao
genOmica por De Los Campos et al. (2009). Nesta adaptacdo, informacdes de
relacionamento e outras covariaveis que nao sofrem o efeito da regularizacdo sédo

consideradas no modelo.

2.5 Analises dos efeitos dos marcadores

Nos estudos de GWAS, deseja-se estudar a associacdo de marcadores
genéticos com o0s QTLs responsaveis pela expressao fenotipica das caracteristicas,
e a evidéncia estatistica para uma associacdo entre um alelo e um fenétipo pode
pertencer a trés situacbes. Em primeiro lugar, o alelo em si pode ser funcional e
afetar diretamente a expressao do fenétipo. Em segundo lugar, o alelo pode estar
correlacionado com, ou estar em desequilibrio de ligacdo com, um alelo causador
localizados nas proximidades. Terceiro, a associacao pode ser atribuida ao acaso ou
artefato, por exemplo, confuséo ou viés de selecdo (CARDON; PALMER, 2003).

Dessa forma, quando os efeitos dos marcadores genéticos sdo obtidos a
partir de uma andlise de regresséo simples para cada marcador, torna-se necessario
selecionar os marcadores que tem efeito real no fendtipo, o que pode ser um
problema quando se trata de milhares de marcadores testados. Estes problemas
estdo relacionados com a realizacdo de multiplos testes de hipétese, e algumas
consideracdes devem ser tomadas quanto ao nivel de significancia.

Ha dois tipos de erros associados aos testes de hipotese: tipo | e tipo Il. O
erro tipo | ocorre quando se rejeita a hipotese Hop quando esta é verdadeira, e 0 erro
tipo Il ocorre quando nao rejeitamos Ho quando esta hipotese é falsa (TEDESCHI,
2006). Quando realizamos multiplos testes de hipGteses, a probabilidade de

cometermos pelo menos um erro do tipo | aumenta devido ao grande numero de
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hipoteses testadas, gerando assim falsos positivos (RESENDE et al., 2008). Uma
alternativa seria realizar uma correcdo de Bonferroni, na qual tem-se um nivel geral
de significancia a* e um a individual para cada teste, e assim o nivel de significancia
para cada teste é dado por a = a*/n. Essa abordagem é conservativa e diminui o
poder dos testes, permitindo a ocorréncia de falsos positivos. Outro problema desta
correcdo é que os testes sdo considerados independentes, porém, ndo podemos
considerar que o0s marcadores em um mMesSmMO Cromossomo e que estdo em
desequilibrio de ligacdo sédo independentes. Uma alternativa para a correcado de
Bonferroni descrita na literatura é o teste de permutacdo, proposto por Churchill e
Doerge (1994) para contornar a questdo de mdltiplos testes nos experimentos de
mapeamento de QTL.

Um critério mais apropriado para esse caso € a taxa de falsos positivos (FDR;
false discovery rate) definida como a proporcéo esperada de falsos positivos dentre
todos os testes significativos. Dentre os marcadores com efeitos significativos
podemos ter: (i) os falsos positivos ou numero de erros tipo |, nomeados pela letra
“F”; (ii) os marcadores que realmente tem efeito, e sdo representados pela letra “V”;
(iii) e o total de marcadores, dado pela soma de F e V, e representados pela letra “S”
(BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). Dos marcadores pertencentes ao grupo S, o
namero dos que realmente sdo significativos (V) é dado por: (1 - FDR), e assim FDR
pode ser definida como a proporcdo esperada de falsas descobertas dentre as
hipéteses Hy rejeitadas.

Adicionalmente ao conceito de FDR, tem-se o g-valor. Em um Unico teste de
hip6tese, € comum utilizar o p-valor para verificar se aceita-se ou rejeita-se Ho. No
entanto, o p-valor é uma medida de significAncia em termos da taxa de falsos
positivos, enquanto que o g-valor é a medida FDR base de significancia que pode
ser calculada simultaneamente para multiplos testes de hipoteses. O significado do
g-valor é que se testes com g-valor menor ou igual a 0,05 sdo considerados
significativos, o resultado disso € uma FDR de 5% entre os testes significativos, ou
seja, 5% dos testes considerados significativos estdo sob hipétese nula em média
(STOREY:; TIBSHIRANI, 2003).

Além das analises de regressao simples, os efeitos dos marcadores genéticos
podem ser obtidos por regressdo multipla, evitando as correcbes para multiplos
testes. Neste caso, além do método ssGBLUP com pesos para 0os marcadores, no

qual sédo evidenciadas regides associadas aos fenotipos de interesse (WANG, H. et
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al., 2012), as andlises de associacado podem ser realizadas por regiées do genoma,
considerando o tamanho dos blocos de haplétipos. Cesar et al. (2014) utilizaram
regides gendmicas, chamadas de janelas gendémicas, no tamanho de 1Mpb para

realizar andalises de associacdo gendmica em bovinos da raca Nelore.
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3 SELI?(;AO E ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA CONSIDERANDO
SITUACOES REAIS DE PROGRAMAS DE MELHORAMENTO GENETICO
ANIMAL

Resumo

Informacdes de milhares de marcadores genéticos tém sido incluidas nos
programas de melhoramento genético, permitindo a selecdo dos animais
considerando estas informacdes e a identificacdes de regides gendmicas associadas
as caracteristicas de interesse econémico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficiéncia do método ssGBLUP utilizando pesos para os marcadores genéticos,
informacdes de gendtipo e fendtipos, com ou sem as informacdes de pedigree, para
selecdo e associacdo gendmica ampla, considerando diferentes coeficientes de
herdabilidade. A populacdo estudada foi obtida por simulacdo de dados, e foi
composta por 8.150 animais, sendo 5.850 animais genotipados. Os dados simulados
foram analisados utilizando o método ssGBLUP com matrizes de relacionamento
com ou sem informacdes de pedigree, utilizando pesos para os marcadores
genéticos obtidos em cada iteragdo. Quanto maior o coeficiente de herdabilidade,
melhores foram os resultados de selecdo e associacdo gendmica. Para a
identificagdo de regibes associadas a caracteristicas de interesse, ndo houve
influéncia do tipo de matriz de relacionamento utilizada. Para as caracteristicas com
e sem efeito poligénico, quando considerado o mesmo coeficiente de herdabilidade,
nao houve diferencas para selecdo gendmica, mas a identificacdo de QTL foi melhor
nas caracteristicas sem efeito poligénico. Foram obtidas maiores acuracias quando
utilizados os métodos bayesianos para predicdo dos efeitos dos marcadores
genéticos e dos valores genéticos, em comparacdo com o método GBLUP. Quanto
maior a pressdo de selecdo, mais acuradas foram as predicoes dos valores
genéticos gendmicos. O método ssGBLUP foi eficiente tanto para a sele¢cdo quanto
para a identificacdo de regides associadas as caracteristicas estudadas.

Palavras-chaves: Bayesiana; Coeficiente de herdabilidade; ssGBLUP; Validacdo cruzada

Abstract

Data from thousands genetic markers have been included in animal breeding
programs to allow the selection of animals considering this information and to identify
genomic regions associated to traits of economic interest. The objectives of this
study were to evaluate the efficiency of the ssGBLUP method using genotype and
phenotype information, with or without pedigree information, and to attribute weights
for genetic markers, for selection and for genome-wide association considering
different coefficients of heritability. The population of simulated data was composed
by 8.150 individuals and 5.850 genotyped animals. The simulated data was analyzed
by the ssGBLUP method and by two relationship matrixes, with or without pedigree
information, and weights were obtained for genetic markers in every iteration. The
results of selection and genomic association were better for the traits with the highest
heritability coefficients. There was no difference between the relationship matrix
studied to identify the regions associated with traits of interest. The greater
accuracies were obtained from Bayesian methods, in comparison with the GBLUP
method. For traits with the greater selection pressure, more accurate predictions of
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the genomic breeding values were obtained. The ssGBLUP method was efficient for
both selection and to the identification of regions associated with the studied traits.

Keywords: Bayesian; Cross-validation; Heritability coefficient; ssGBLUP

3.1Introducéao

A selecdo gendmica ampla foi proposta por Meuwissen et al. (2001) visando
estimar o mérito genético de individuos sob sele¢cdo por meio da utilizacdo de
marcadores de alta densidade (dezenas ou centenas de milhares marcadores) cujos
efeitos sdo estimados simultaneamente em um mesmo modelo preditivo
(MEUWISSEN, 2007). A partir da estimacdo de tais efeitos, torna-se possivel
predizer os valores genéticos dos individuos para caracteristicas de interesse
econdbmico de forma mais acurada, e também identificar regibes do genoma que
contribuem de forma mais efetiva para a expressédo da caracteristica em questao.
Mesmo apresentando as mencionadas vantagens, a inclusdo desta tecnologia em
programas de melhoramento genético animal ainda apresenta limitacdes,
principalmente pelos altos custos envolvidos no processo de genotipagem, o que
limitam o nimero de animais genotipados.

No melhoramento genético tradicional, os valores genéticos dos animais s&o
preditos utilizando dados fenotipicos e de pedigree, via metodologia dos modelos
mistos. Neste caso, a matriz de parentesco (ou relacionamento, denominada A) é
obtida por meio do valor esperado da proporcdo de loci idénticos por descendéncia
(IBD). Tal valor geralmente é denominado de coeficiente de parentesco. Porém, ao
utilizar informagdes de marcadores moleculares de alta densidade, tal matriz pode
ser substituida pela matriz de parentesco gendmica (ou realizada), a qual é
construida considerando apenas as informacdes destes marcadores, ou seja,
apenas é valida para animais genotipados. Nesta matriz, denominada G, 0s
coeficientes sdo dados pela proporcao de locus idénticos por estado (IBS), os quais
geralmente capturam mais informacdes que o coeficiente tradicional. Existe ainda a
possibilidade de se utilizar uma matriz que combina os coeficientes IBD e IBS,
denominada H, a qual permite utilizar simultaneamente informacdes de parentesco

de individuos genotipados e ndo-genotipados, o que reflete a atual situacéo atual da
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maioria dos programas de melhoramento animal, nos quais nem todos os individuos
foram genotipados.

A utilizacdo desta matriz H é postulada em um método denominado “single
step”, ou ssGBLUP (AGUILAR et al., 2010; LEGARRA et al. 2009), o qual tem-se
mostrado altamente eficiente quanto a predicdo de valores genéticos quando
comparado com métodos mais complexos de sele¢cdo gendmica, tais como as
regressdes Bayesianas (WANG, H. et al.,, 2012). Porém, ainda sdo escassos
estudos considerando também tais comparacfes para as estimativas dos efeitos de
marcadores (além dos valores genéticos), principalmente em situacées envolvendo
de diferentes graus de auséncia de animais genotipados e valores de herdabilidades
para as caracteristicas consideradas.

Diante da escassez de estudos desta natureza, a simulacdo de dados
apresenta-se como uma importante alternativa para explorar situacbes em que se
deseja testar novas metodologias (tal como ssGBLUP), ou quando o conjunto de
dados de interesse apresenta caracteristicas particulares, como diferentes estruturas
de populacbes ou quebra de pressuposicées geralmente assumidas pelos modelos
em questdo (HICKEY; GORJANC, 2012). Adicionalmente, a simulacdo de dados
passa a ser especialmente Util para estudar fendtipos cujas observacdes muitas
vezes sao impossibilitadas de serem coletadas durante a vida produtiva dos animais,
tal como as caracteristicas de qualidade de carne, as quais geralmente s&o
provenientes de abatedouros e apresentam limitacfes de informacfes basicas tais
como grupo racial, idade, e genealogia (pedigree).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do método ssGBLUP
para selecdo e associacdo genbmica utilizando informacfes fenotipicas e
genotipicas, com ou sem as informacdes de pedigree, e diferentes coeficientes de
herdabilidade. Para tanto, foi proposto um sistema de simulacdo de dados que
permite mimetizar estes cenarios na atual situacdo dos programas de melhoramento

genético animal.

3.2Material e métodos

3.2.1 Avaliacdo da importancia das informacdes de pedigree, coeficiente de
herdabilidade e efeito poligénico
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3.211 Dados simulados

Os dados foram simulados utilizando o software QMSim (SARGOLZAEI,
SCHENKEL, 2009), utilizando parametros semelhantes aos considerados por Brito
et al. (2011) e Neves et al. (2014). A populacao histérica foi constituida inicialmente
por 1.000 individuos por geracdo, numero que foi mantido até a geracdo 1.000,
seguido de uma reducao gradual no tamanho da populacédo até a geracéao 2.020, a
qgual foi composta por 200 individuos. Além disso, esta populacdo foi gerada
considerando acasalamentos aleatérios, assim as progénies foram geradas a partir
da unido aleatdria de gametas, pois os gametas do macho e da fémea que geraram
cada progénie foram obtidos a partir de pools de gametas de machos e fémeas.
Além disso, as frequéncias alélicas na primeira geracdo foram fixadas em 0,5, e
também foi considerado que ndo houve migracdo, as geracdes foram discretas, a
abordagem utilizada para simular os dados foi forward-time, e o nimero de machos
e fémeas foi igual em cada uma das geracoes.

No proximo passo da simulacédo, os animais da ultima geracdo da populacéo
histérica foram considerados como fundadores (100 machos e 100 fémeas) da
populacdo de expansao, a qual foi composta por oito geragdes, considerando cinco
progénies por fémea por geracao, crescimento exponencial do nimero de fémeas,
unido aleatdria de gametas e auséncia de selec¢éo.

A populacdo recente foi simulada em dois passos. Para o primeiro passo,
foram selecionados de forma aleatéria 640 machos e 32.000 fémeas da Ultima
geracdo da populacédo de expansdo. Os acasalamentos foram realizados de forma
aleatéria, sendo que 0s animais que permaneceram no rebanho a cada geracéo
foram os com maiores valores genéticos, considerando uma taxa de substituicdo de
60% nos machos e 20% nas fémeas. Os animais com menores valores genéticos
em cada geracédo foram descartados. O numero de progénies considerado foi um
descendente por fémea por geracdo. Para o segundo passo da populacao recente, o
grupo de fundadores da populacdo de estudo foi formado a partir da selecéo
aleatéria de 50 machos e 1350 fémeas na ultima geracdo da primeira populacéo
recente, ou seja, da populacdo formada no passo anterior. Estes individuos
formaram um rebanho constituido por cinco geracdes de selegcéo para os individuos

com valores genéticos altos, e como na populacdo anterior, os acasalamentos foram
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realizados de forma aleatoria, considerando uma taxa de substituicdo de 20% nos

machos e 5% nas fémeas, e descarte dos animais com menores valores genéticos.

1000 geracdes
e3> | Ninicia=1.000
Nﬁna|:1.000

Populacao
histérica

1200 geracdes
=3 | Nipjcias =1.000

Populacéo
histérica

Nfinat =200

Populagéo 8 geragdes

de Ninicial =200
expansao Nfinat =64.000

Populagéo 5 geracOes
Recente 1 —2 | Nincia =32.640
Nﬁna| =32.000

x 5 geragbes
iopUIatga; é Ninicial =1.400
ecente Nﬁna| :1350

Figura 1 — Fluxograma da populagdo de dados simulados, com numero de gera¢des e nimero de
individuos inicial (Ninicia) € final (Nsina) para cada populagao

O genoma foi simulado com cinco cromossomos de 100 cM cada, nos quais
foram distribuidos de forma equidistante 7.500 marcadores bialélicos, sendo
aproximadamente 1.500 marcadores segregantes por cromossomo. Foi considerada
a presenca de 30 QTL distribuidos aleatoriamente ao longo dos cinco cromossomos
e os efeitos dos QTL foram simulados considerando a distribuicio gama com
parametro shape 0,4. Os QTL e marcadores genéticos foram obtidos considerando
MAF de 0,01. As taxas de mutacdo consideradas foram: 1x10° para locus de
marcadores genéticos e de QTL, ambos por geracdo. Tanto os marcadores
genéticos, como os QTL, foram considerados como bi-alélicos, e assim as mutacdes
geradas alteraram o alelo 1 para o 2 ou o alelo 2 para o 1, desconsiderando a

possibilidade de gerar novos alelos.
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Foram simulados seis diferentes fendtipos, considerando diferentes
coeficientes de herdabilidade e a presenca ou auséncia do efeito poligénico,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo dos diferentes fen6tipos simulados

Caracteristicat hérL h?
1 0,40 0,40
2 0,20 0,40
3 0,25 0,25
4 0,13 0,25
5 0,10 0,10
6 0,05 0,10

1Caracteristica 1: herdabilidade 0,40 e sem efeito poligénico; Caracteristica 2: herdabilidade 0,40 e com efeito
poligénico; Caracteristica 3: herdabilidade 0,25 e sem efeito poligénico; Caracteristica 4: herdabilidade 0,25 e
com efeito poligénico; Caracteristica 5: herdabilidade 0,10 e sem efeito poligénico; Caracteristica 6: herdabilidade
0,10 e com efeito poligénico; hj;,: coeficiente de herdabilidade oriundo dos efeitos aditivos dos QTLs; h?:
coeficiente de herdabilidade oriundo dos efeitos genético aditivo poligénico e de QTL.

Para todas as caracteristicas, a variancia fenotipica considerada foi 1,0. Para
cada caracteristica, as simula¢gdes foram repetidas 10 vezes, e os resultados foram

obtidos a partir das médias e desvios-padrao das repeticées para cada cenario.

3.2.1.2 Predicdo dos valores genéticos gendbmicos e dos efeitos de
marcadores genéticos por meio dos métodos GBLUP e ssGBLUP

Para a predicdo dos valores genéticos gendmicos, o método empregado foi o
ssGBLUP, sendo que os dados foram analisados no software BLUPF9O0.
Cenario 1: as analises foram realizadas considerando o pedigree, e neste caso, a
matriz de parentesco utilizada foi a H, conforme descrito por Aguilar et al. (2010), na

gual sdo combinados dados de gendtipos e pedigree. A matriz H é dada por:

0 0
H=a+]y ¢ )
em que A é o numerador da matriz de relacionamento para todos os animais, Az, € 0

numerador da matriz de relacionamento para os animais genotipados, e G é a matriz

de relacionamento gendémico.
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Cenério 2: As andlises de associacdo foram realizadas apenas com dados de
gendtipos e fenotipos, e assim a matriz de relacionamento utilizada foi a genémica
(G), a qual é construida apenas com as informacdes dos marcadores genéticos.

Para os dois cenarios, o modelo utilizado foi:

y=1u+Zu+e,

em que: y € o vetor de fenétipos simulados, 1 € o vetor de uns, y € a média geral
dos fendtipos, u € o vetor de efeitos individuais dos animais, Z é a matriz de
incidéncia que relaciona os individuos aos fenétipos e e é o vetor de residuos.

A partir dos métodos GBLUP e ssGBLUP, Wang, H. et al (2012) propuseram
utilizar os valores genéticos preditos por estes métodos para obtencdo dos efeitos

dos marcadores, a partir da equacéao:

a=(22)2),

em que: d € o vetor de efeitos preditos dos marcadores genéticos, Z é a matriz de
incidéncia que relaciona os individuos aos fendtipos e wu € o vetor de valores
genéticos dos animais. Além disso, a predicdo dos valores genéticos genémicos e
dos efeitos dos marcadores genéticos por ser realizada com diferentes iteracoes,
utilizando pesos para as efeitos dos marcadores gerados em cada iteracdo,
processo que evidencia regides genémicas associadas aos fenoétipos de interesse.
Assim, foram utilizadas trés iteracdes para a predicdo dos valores genéticos
gendmicos e dos efeitos dos marcadores genéticos.

A validagao cruzada foi realizada a partir da divisdo da populagdo de estudo
em dois grupos: as geragoes 1, 2, 3 e 4 formaram o grupo de treinamento, enquanto
que a geracao 5, para a qual os fendtipos foram zerados, foi considerada como
grupo de validacao, possibilitando o estudo da habilidade de predicdo nas geracoes
futuras.

A eficiéncia de predicdo dos valores genéticos gendmicos foi avaliada pelos
valores obtidos para as correlacbes entre os valores genéticos verdadeiros e 0s
preditos (acuracias), para as diferentes iteracdes, tanto para o grupo de validacao
quanto para o rebanho. Para as andlises de associagcdo genémica ampla foram
construidos graficos de solugBes dos efeitos de SNPs e QTLs, para cada cenério,



48

considerando apenas a iteragdo de maior correlacdo entre os valores genéticos
preditos e verdadeiros. Para a analise de convergéncia, foram calculadas
correlacdes entre os valores genéticos gendmicos obtidos, para toda a populacéo,

em diferentes iteracoes.

3.2.1.3 Predicao dos valores genéticos gendémicos via métodos bayesianos

A predicdo dos valores genéticos utilizando a abordagem bayesiana foi
realizada por meio dos métodos BayesA, BayesB, BayesCm e LASSO bayesiano.

O modelo considerado foi:

y=1u+Za+e,

em que: y € o vetor de fenétipos simulados, 1 é o vetor de uns, y é a média geral
dos fendtipos, a é o vetor de efeitos dos marcadores genéticos, Z é a matriz de
incidéncia que relaciona os individuos aos fenétipos e e é o vetor de residuos.

O vetor de efeitos dos marcadores genéticos foi predito para os animais do
grupo de treinamento, e os valores genéticos gendmicos para o grupo de validacédo
foram obtidos por:

S
Il

N
Q)

em que u é o vetor de valores genéticos gendmicos, Z € a matriz de incidéncia dos
marcadores SNPs e a € o vetor de efeitos dos SNPs, obtido na populacdo de
treinamento. Assim, as acuracias para o grupo de validacdo foram obtidas pelas
correlacdes entre os valores genéticos gendmicos preditos e os valores genéticos
verdadeiros.

Para os meétodos BayesA e BayesB, foi utilizado o software GWP
(MEUWISSEN et al., 2009), considerando diferentes valores de @ para o método
BayesB (0,7, 0,5 e 0,3). Para os métodos BayesCr e BLASSO, foi utilizado o pacote
“‘BGLR”, disponivel para o software R, para 0s quais 0 numero de iteracoes

considerado foi 60.000, com burn-in de 40.000 e thinning igual a 6.
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3.2.2 Avaliacdo da importancia de diferentes numeros de QTL e pressdes de
selecéo para selecao gendmica

Para a avaliacdo da influencia do niamero de regifes, ao longo do genoma,
associadas a um fenotipo, os dados também foram simulados utilizando o software
QMSim (SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2009), com parametros semelhantes aos
considerados por Brito et al. (2011) e Neves et al. (2014), e assim a populacdo de
estudo foi simulada utilizando parametros idénticos aos considerados para a
avaliacdo da importancia das informacdes de pedigree, coeficiente de herdabilidade
e efeito poligénico. Assim como para 0s parametros populacionais, o0 genoma foi
simulado de forma semelhante, com diferenca no nimero de QTL. Para cada
fendtipo, foram simulados, em média, 6, 30 e 100 QTL por cromossomo, com
coeficiente de herdabilidade 0,40, sendo este oriundo apenas dos efeitos genéticos
aditivos dos QTL.

Para estudar a influéncia de diferentes pressdes de selecéo, a populacdo de
estudo foi simulada utilizando parametros para a populacao histérica e de expansao
idénticos aos considerados para a avaliagdo da importancia das informacfes de
pedigree, coeficiente de herdabilidade e efeito poligénico, assim como para o
genoma. Para os trés cenarios, foi considerado um coeficiente de herdabilidade de
0,40, oriundo apenas dos efeitos genéticos aditivos dos QTL. As taxas de
substituicdo de individuos na segunda populacédo recente foram diferentes para os
trés cenarios:

— Cenério 1: 60% nos machos e 20% nas fémeas, em ambas as populacdes
recentes, com descarte dos animais com menores valores genéticos;

— Cenario 2: taxa de substituicdo de 60% nos machos e 20% nas fémeas na
primeira populagéo recente e 20% dos machos e 5% das fémeas na segunda
populacdo recente, com descarte dos animais com menores valores
geneéticos;

— Cenario 3: 20% dos machos e 5% das fémeas em ambas as populacdes
recentes, com descarte dos animais pela idade.

Para cada cenario, as simula¢gdes foram repetidas 10 vezes, e os resultados

foram obtidos a partir das médias e desvios-padrao das repeticdes.
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O método de predicdo dos valores genéticos gendémicos foi o ssGBLUP,
sendo os valores genéticos recalculadas para cada iteracdo realizada com base dos
pesos dos marcadores genéticos, conforme descrito por Wang, H. et al (2012).

O modelo utilizado foi:

y=1u+Zu+e,

em que: y € o vetor de fenotipos simulados, 1 € o vetor de uns, y € a média geral
dos fendtipos, u é o vetor de efeitos individuais dos animais, sendo que
u~N(0,Ho?) , Z é a matriz de incidéncia que relaciona os individuos aos fenétipos e
e é o0 vetor de residuos.

A validacéo cruzada foi realizada a partir da divisdo da populacéo de estudo
em dois grupos: as geracdes 1, 2, 3 e 4 formaram o grupo de treinamento, enquanto
gue a geracdo 5, para a qual os fenétipos foram zerados, foi considerada como
grupo de validacéo, possibilitando o estudo da habilidade de predicdo nas geracfes
futuras.

A eficiéncia de predicdo dos valores genéticos gendmicos foi avaliada pelos
valores obtidos para as correlacbes (acuracias) entre os valores genéticos
verdadeiros e os preditos, para as diferentes iteracfes, tanto para o grupo de

validac&o quanto para o rebanho.

3.3Resultados e discusséo

3.3.1 Avaliacdo da importancia das informacdes de pedigree, coeficiente de
herdabilidade e efeito poligénico na selecdo gendmica via métodos ssGBLUP e
GBLUP

Para a andlise de convergéncia (Tabela 2) foram calculadas as correlagdes
entre os valores genéticos genémicos obtidos em diferentes iteragbes. A cada
iteracdo, foram utilizados os pesos obtidos para os SNPs na iteracdo anterior,
iniciando com peso 1 para todos os marcadores genéticos. Com o0s pesos dos
marcadores genéticos sendo computados a cada iteragdo, marcadores genéticos

com menor efeito terdo menores efeitos a cada iteracdo, assim os marcadores
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genéticos de maior efeito terdo seus efeitos maximizados. Assim, a maior acuracia
sera obtida com a combinacdo dos pesos que minimize a estimacdo dos erros
(WANG, H. et al., 2012).

Na analise da convergéncia, todos os fenotipos estudados tiveram resultados
semelhantes, variando de 0,96 a 0,99 entre a primeira e segunda iteracéo, e 0,98 e
1,00 na segunda e terceira iteracdo. Assim, as semelhancas entre os valores
genéticos sao indicativos de que ndo ha necessidade de que novas iteracdes sejam
feitas. Para os fendtipos com maior coeficiente de herdabilidade foram obtidas as
maiores correlagfes, indicativo de convergéncia mais rapida para fenotipos com
maior herdabilidade. Os valores obtidos para os desvios-padrdes, de 0,001 até 0,008
sao indicativos de pequena variacdo entre as repetices dentro de cada fendtipo e

cenario.
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Tabela 2 - Correlagbes (desvios-padrdo) entre valores genéticos preditos obtidos em diferentes

iteracOes
Caracteristical ~ h? hrL rela'\gii[:;n?gnto it1-it2 it2-it3
0,40 0,40 H 0,99 (0,002) 1,00 (0,001)
' 0,40 0,40 G 0,98 (0,004) 0,99 (0,001)
0,40 0,20 H 0,99 (0,002) 1,00 (0,001)
i 0,40 0,20 G 0,98 (0,004) 0,99 (0,002)
025 0,25 H 0,98 (0,003) 1,00 (0,001)
’ 025 0,25 G 0,98 (0,005) 0,99 (0,001)
0,25 0,13 H 0,98 (0,002) 0,99 (0,002)
* 0,25 0,13 G 0,98 (0,004) 0,99 (0,002)
0,10 0,10 H 0,97 (0,008) 0,99 (0,006)
° 0,10 0,10 G 0,96 (0,006) 0,98 (0,003)
0,10 0,05 H 0,97 (0,003) 0,99 (0,006)
° 0,10 0,05 G 0,96 (0,003) 0,98 (0,003)

litl1 a 3=iteragcdes 1 a 3; Caracteristica 1: herdabilidade 0,40 e sem efeito poligénico; Caracteristica 2:
herdabilidade 0,40 e com efeito poligénico; Caracteristica 3: herdabilidade 0,25 e sem efeito poligénico;
Caracteristica 4: herdabilidade 0,25 e com efeito poligénico; Caracteristica 5: herdabilidade 0,10 e sem efeito
poligénico; Caracteristica 6: herdabilidade 0,10 e com efeito poligénico.

As acuracias dos valores genéticos gendémicos preditos foram obtidas como
correlacbes entre os valores genéticos verdadeiros e o0s valores genéticos
gendmicos preditos no grupo de validacdo (Tabela 3) e no rebanho estudado
(Tabela 4).

Os valores obtidos para as acuracias no grupo de validacdo foram maiores
para os fendtipos com maior coeficiente de herdabilidade, comparando os resultados
dentro de cada cenario. Porém, para os fendtipos 1, 2, 3 e 4, ou seja, quando o
coeficiente de herdabilidade foi igual a 0,40 e 0,25, as acuracias foram proximas.

Quando comparados os fendtipos com e sem efeito poligénico no grupo de

validacdo, foram obtidos maiores acuracias para os fenotipos com herdabilidade
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0,40 e 0,25 quando nédo foi simulado efeito poligénico, e somente para as
caracteristicas com baixa herdabilidade (fenotipos 5 e 6) o fenotipo com efeito
poligénico teve maior acuracia do que quando havia apenas o efeito aditivo de QTL.
No rebanho, as diferencas de acuracias entre fendtipos com ou sem efeito
poligénico foram pequenas, sendo indicativo que ndo h& uma diferenciacdo da
presenca do efeito poligénico utilizando o método ssGBLUP.

As acuracias obtidas foram maiores quando utilizada a matriz H em relacéo a
matriz G, tanto no rebanho quanto no grupo de validagdo. Assim, 0 uso de uma
matriz de relacionamento que combine informagbes de pedigree e gendmicas
parece ser mais eficiente na predicdo dos valores genéticos gendmicos do que a
apenas as informacfes gendmica, para a populacdo estudada. Nos resultados
obtidos para os desvios-padrdes, houve uma maior variacdo quando foi utilizada a
matriz G em substituicdo na matriz H. Além disso, houve uma menor variacdo entre
as repeticdes no rebanho do que no grupo de validagéao.

Para o fenétipo com herdabilidade igual a 0,40 sem efeito poligénico, foram
obtidas altas correlacBes entre valores genéticos verdadeiros e preditos de 0,87,
0,85, 0,85, utilizando as informacdes de pedigree, respectivamente para cada
iteracao.

Wang, H. et al. (2012) estudaram uma caracteristica com coeficiente de
herdabilidade de 0,50, oriundo apenas dos efeitos aditivos dos QTL, em uma
populacdo contendo cinco geracdes, pedigree com 15.800 animais e 1.500
individuos genotipados. Nesse caso, para 0 método ssGBLUP com processo
iterativo, utilizando a matriz H para obtencdo dos valores genéticos genémicos,
foram obtidas as correlacdes (desvios-padrdao) de 0,87 (0,01), 0,89 (0,01), 0,88
(0,01), para a primeira, segunda e terceira iteragcdo. Os valores mais altos obtidos
neste estudo podem ser devidos ao maior coeficiente de herdabilidade utilizado, e as
diferencas entre iteragcbes podem estar relacionadas com as diferentes estruturas
das populacdes. Segundo os mesmos autores, as vantagens do uso das iteracoes
para recalcular os valores genéticos gendmicos estdo relacionadas ao numero e
distribuicdo dos efeitos dos QTLs, sendo que quando ha um pequeno numero de
QTLs parece nao haver melhoria na acuracia na predicdo dos valores genéticos

gendmicos.
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Tabela 3 - Correlagdes entre valores genéticos preditos e verdadeiros em diferentes iteracdes
considerando o grupo de validag&o

Caracteristicat ~ h? hérL Matriz de i1 i2 i3
relacionamento
1 0,40 0,40 H 0,68 (0,03) 0,67 (0,03) 0,67 (0,03)
0,40 0,40 G 0,53 (0,09) 0,53 (0,09) 0,53 (0,09)
) 0,40 0,20 H 0,63 (0,04) 0,62 (0,04) 0,62 (0,04)
0,40 0,20 G 0,48 (0,09) 0,48 (0,08) 0,47 (0,08)
3 0,25 0,25 H 0,64 (0,02) 0,63(0,03) 0,63 (0,03)
0,25 0,25 G 0,45 (0,05) 0,45 (0,05) 0,45 (0,06)
4 0,25 0,13 H 0,62 (0,02) 0,60 (0,02) 0,60 (0,02)
0,25 0,13 G 0,40 (0,05) 0,40 (0,05) 0,39 (0,05)
c 0,10 0,10 H 0,54 (0,06) 0,50 (0,06) 0,49 (0,06)
0,10 0,10 G 0,31 (0,09) 0,30(0,08) 0,29 (0,08)
5 0,10 0,05 H 0,56 (0,05) 0,52 (0,05) 0,52 (0,05)
0,10 0,05 G 0,34 (0,07) 0,33(0,06) 0,33 (0,06)

litl a 3=iteragdes 1 a 3; Caracteristica 1: herdabilidade 0,40 e sem efeito poligénico; Caracteristica 2:
herdabilidade 0,40 e com efeito poligénico; Caracteristica 3: herdabilidade 0,25 e sem efeito poligénico;
Caracteristica 4: herdabilidade 0,25 e com efeito poligénico; Caracteristica 5: herdabilidade 0,10 e sem efeito
poligénico; Caracteristica 6: herdabilidade 0,10 e com efeito poligénico.

Tabela 4 - Correlagbes entre valores genéticos preditos e verdadeiros em diferentes iteracfes

considerando o rebanho

Matriz de

Caracteristical ~ h? hérL relacionamento i1 i2 i3
. 0,40 0,40 H 0,87 (0,01) 0,85(0,02) 0,85 (0,02)
0,40 0,40 G 0,68 (0,07) 0,67 (0,07) 0,67 (0,07)
) 0,40 0,20 H 0,86 (0,01) 0,85(0,01) 0,85(0,01)
0,40 0,20 G 0,69 (0,05) 0,67 (0,05) 0,66 (0,06)
3 0,25 0,25 H 0,81 (0,01) 0,79 (0,02) 0,79 (0,02)
0,25 0,25 G 0,61 (0,04) 0,60 (0,04) 0,59 (0,04)
4 0,25 0,13 H 0,83 (0,01) 0,80(0,01) 0,80 (0,01)
0,25 0,13 G 0,58 (0,03) 0,56 (0,04) 0,55 (0,03)
5 0,10 0,10 H 0,72 (0,04) 0,66 (0,04) 0,65 (0,04)
0,10 0,10 G 0,50 (0,05) 0,47 (0,04) 0,46 (0,04)
5 0,10 0,05 H 0,75 (0,02) 0,69 (0,02) 0,67 (0,02)
0,10 0,05 G 0,50 (0,05) 0,47 (0,05) 0,45 (0,05)

1 itl a 3=iteragbes 1 a 3; Caracteristica 1: herdabilidade 0,40 e sem efeito poligénico; Caracteristica 2:
herdabilidade 0,40 e com efeito poligénico; Caracteristica 3: herdabilidade 0,25 e sem efeito poligénico;
Caracteristica 4: herdabilidade 0,25 e com efeito poligénico; Caracteristica 5: herdabilidade 0,10 e sem efeito
poligénico; Caracteristica 6: herdabilidade 0,10 e com efeito poligénico.
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3.3.2 Avaliacdo da importancia das informacdes de pedigree, coeficiente de
herdabilidade e efeito poligénico nas analises de associagdo gendémica ampla
via métodos ssGBLUP e GBLUP

Os graficos das solucdes dos efeitos dos marcadores genéticos foram obtidos
na primeira iteracdo para todos os fenoétipos (Figuras 2 a 7), pela maior acuracia na
predicdo dos valores genéticos gendmicos obtidos nesta iteracdo para todos o0s
fendtipos e cenarios. Os graficos para cada fenotipo foram semelhantes para os dois
cenarios, sendo indicativo da mesma capacidade de identificacdo QTL independente
da auséncia ou presenca das informacdes de pedigree na analise de GWAS, e
assim estas informagc6es ndo foram determinantes para a detec¢cdo de QTL. Além
disso, o uso do método GBLUP foi eficiente no estudo da arquitetura genética dos
fendtipos estudados, mostrando muitos QTL com pequeno efeito e poucos com

grande efeito.
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Figura 2 — SolugBes dos SNP (e para cromossomos 1, 3, e 5; e e para cromossomos 2 e 4) e efeitos
dos QTL (*) para o fendtipo com herdabilidade 0,40 e sem efeito poligénico, utilizando
informacdes de pedigree (Figura A) ou apenas genatipo e fendtipo (Figura B)
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Para a caracteristica com coeficiente de herdabilidade igual a 0,40 e sem
efeito poligénico (Figura 2), por meio dos graficos de solucbes para os efeitos dos
marcadores genéticos, foi identificada a presenca de um QTL no cromossomo cinco,
o qual foi confirmado pelos dados simulados, além de vérios outros QTL de pequeno
efeito presentes na mesma regido. Além disso, foram encontrados indicios da
presenca de QTL no final do cromossomo trés e inicio do cromossomo quatro, na
parte central do cromossomo quatro, e na parte final do cromossomo cinco, onde ha

presenca de QTL simulados em posi¢des proximas.
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Figura 3 — SolugBes dos SNP (e para cromossomos 1, 3, e 5; e e para cromossomos 2 e 4) e efeitos
dos QTL (*) para o fendtipo com herdabilidade 0,40 e com efeito poligénico, utilizando
informacdes de pedigree (Figura A) ou apenas genétipo e fenétipo (Figura B)

Para a caracteristica com herdabilidade 0,40 e com efeito poligénico (Figura

3), a capacidade de identificar QTL por meio dos gréficos das solu¢des dos efeitos
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dos marcadores genéticos foi limitada em relacéo ao fenétipo sem efeito poligénico e
com o mesmo coeficiente de herdabilidade. No cromossomo quatro foram
identificados varios QTL, assim como entre o final do cromossomo trés e o inicio do

cromossomo quatro, regiées onde foram simulados os QTL de maior efeito para este

fendtipo.
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Figura 4 — Solu¢des dos SNP (e para cromossomos 1, 3, e 5; e e para cromossomos 2 e 4) e efeitos
dos QTL (*) para o fenétipo com herdabilidade 0,25 e sem efeito poligénico, utilizando
informacdes de pedigree (Figura A) ou apenas gendtipo e fendtipo (Figura B)

Para a caracteristica com coeficiente de herdabilidade 0,25 e sem efeito
poligénico (Figura 4), a eficiéncia na identificacdo de QTL foi semelhante a
caracteristica com coeficiente de herdabilidade igual a 0,40 e sem efeito poligénico,
indicando um QTL de grande efeito na parte central no quinto cromossomo, muitos

QTL de pequeno efeito.
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Figura 5 — Solugdes dos SNP (e para cromossomos 1, 3, e 5; e e para cromossomos 2 e 4) e efeitos
dos QTL (*) para o fendtipo com herdabilidade 0,25 e com efeito poligénico, utilizando
informacdes de pedigree (Figura A) ou apenas gendétipo e fen6tipo (Figura B)

Pela andlise de associacdo gendmica ampla para o feno6tipo com coeficiente
de herdabilidade igual a 0,25 e com efeito poligénico (Figura 5), foram identificadas
duas regibes com QTL no cromossomo cinco, um central e uma no final do
cromossomo, regides onde foram simulados trés QTL de grande efeito. Nas outras
regibes ndo foram identificados marcadores com grande efeito, e assim estas
regides podem ter a presenca de QTL de pequeno efeito, conforme os QTL

simulados.
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Figura 6— Solucdes dos SNP (e para cromossomos 1, 3, e 5; e e para cromossomos 2 e 4) e efeitos
dos QTL (*) para o fendtipo com herdabilidade 0,10 e sem efeito poligénico, utilizando

informacdes de pedigree (Figura A) ou apenas genatipo e fendtipo (Figura B)

Para a caracteristica com herdabilidade 0,10 e sem efeito poligénico (Figura

6), foram identificados QTL nas regides inicial e intermediaria do segundo

Cromossomo, e nas mesmas regidées do cromossomo trés. No primeiro cromossomo

foi simulado um QTL que néo foi identificado pela analise de associagao.
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Figura 7 — Solucdes dos SNP (e para cromossomos 1, 3, e 5; e e para cromossomos 2 e 4) e efeitos
dos QTL (*) para o fendétipo com herdabilidade 0,10 e com efeito poligénico, utilizando
informacdes de pedigree (Figura A) ou apenas genétipo e fenétipo (Figura B)

Em relacdo ao fendtipo com coeficiente de herdabilidade 0,10 e com efeito
poligénico (Figura 7), houve uma maior dificuldade na identificagdo de QTL neste
caso, sendo identificados apenas um QTL no cromossomo quatro.

Os coeficientes de herdabilidade influenciaram na identificagdo dos QTL, pois
guanto maior a herdabilidade, maiores foram os efeitos estimados para os
marcadores genéticos presentes nas regibes proximas ao QTL, e assim com a
diminuicdo do coeficiente de herdabilidade, houve também uma diminuicdo na
capacidade de identificacdo dos QTLs e no estudo da arquitetura genética da
caracteristica, com menores valores nos efeitos dos marcadores genéticos,
aumentando a dificuldade de identificacdo dos QTLs. Quanto menor o coeficiente de
herdabilidade, o método ssGBLUP com processo iterativo parece ter maiores

beneficios na identificacdo de QTLs (Figura 8).
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Figura 8 — Soluc¢des dos SNP (e para cromossomos 1, 3, e 5; e e para cromossomos 2 e 4) e efeitos
dos QTL (*) para a primeira (A) e segunda (B) iteracdes para o fenétipo 4 com informacdes
de pedigree,

3.3.3 Sele¢cdo gendmica ampla via método GBLUP e abordagem bayesiana para
fendtipos com diferentes coeficiente de herdabilidade e efeito poligénico

Na tabela 5 séo apresentadas as correlagdes entre valores genéticos preditos
e verdadeiros considerando abordagens classica (método GBLUP) e bayesiana.
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Tabela 5 - Correlagdes entre valores genéticos preditos e verdadeiros em diferentes métodos de

predicéo considerando o grupo de validacdo e matriz de relacionamento G

Caracteristica h? h? QTL Método Acuracia (DP)

GBLUP 0,54 (0,08)

BayesA 0,52(0,07)

BayesB (mr = 0,7) 0,52(0,07)

1 0,40 0,40 BayesB(r = 0,5) 0,52(0,07)
BayesB (7 = 0,3) 0,51(0,07)

BayesCtr 0,52(0,07)

BLASSO 0,53(0,07)

GBLUP 0,48 (0,09)

BayesA 0,69 (0,06)

BayesB (7 = 0,7) 0,69 (0,06)

2 0,40 0,20 BayesB(m = 0,5) 0,69 (0,06)
BayesB (7 = 0,3) 0,70 (0,06)

BayesCn 0,68 (0,05)

BLASSO 0,69 (0,05)

GBLUP 0,45 (0,05)

BayesA 0,49 (0,05)

BayesB (7 = 0,7) 0,50 (0,05)

3 0,25 0,25 BayesB(m = 0,5) 0,50 (0,05)
BayesB (7 = 0,3) 0,50 (0,04)

BayesCn 0,50 (0,04)

BLASSO 0,51 (0,04)

GBLUP 0,40 (0,05)

BayesA 0,47 (0,02)

BayesB (r = 0,7) 0,48 (0,02)

4 0,25 0,13 BayesB(m = 0,5) 0,48 (0,02)
BayesB (7 = 0,3) 0,47 (0,02)

BayesCn 0,49 (0,02)

BLASSO 0,49 (0,02)

GBLUP 0,31 (0,09)

BayesA 0,30 (0,04)

BayesB (mr = 0,7) 0,31 (0,04)

5 0,10 0,10 BayesB(m = 0,5) 0,31 (0,04)
BayesB (7 = 0,3) 0,32 (0,04)

BayesCn 0,33 (0,03)

BLASSO 0,34 (0,03)

GBLUP 0,34 (0,07)

BayesA 0,37 (0,07)

BayesB (mr = 0,7) 0,37 (0,07)

6 0,10 0,05 BayesB(m = 0,5) 0,38 (0,07)
BayesB (7 = 0,3) 0,39 (0,07)

BayesCn 0,40 (0,08)

BLASSO 0,41 (0,08)
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Foram obtidas correlagdes entre os valores genéticos verdadeiros e preditos
maiores ou semelhantes pelos métodos bayesianos. Para os métodos BayesA e
BayesB, foi utilizado um método aproximado, resultando em grande reducédo do
tempo de andlise e resultados satisfatérios, pelas acuracias obtidas serem proximas
aos métodos BLASSO e BayesCr. Dentre os métodos bayesianos, o BLASSO
apresentou as maiores acuracias para todos os fenétipos.

Diversos métodos de estimacdo dos efeitos dos marcadores genéticos sao
descritos na literatura. Em relacéo a predicdo dos efeitos dos marcadores genéticos,
os métodos se diferenciam, principalmente, de acordo os critérios: regularizacéo,
que considera a presenca de multicolineariedade e o grande nimero de marcadores
genéticos estudados, selecdo de varidveis e homogeneidade ou heterogeneidade de
variancia dos marcadores genéticos (RESENDE et al., 2012). Assim, os diferentes
métodos se tornam mais ou menos flexiveis quanto a arquitetura genética das
caracteristicas de interesse.

Dentre os métodos mais frequentemente utilizados, no método GBLUP é
considerado que todos os marcadores genéticos apresentam a mesma variancia, e
nao é realizada a regularizacédo e selecao de covariaveis. Em relacdo a abordagem
bayesiana, no método BayesCr € considerado que todos os marcadores genéticos
apresentam a mesma variancia, ao contrario dos métodos BayesA, BayesB e
BLASSO, nos quais é considerado que os marcadores genéticos podem apresentam
variancia diferentes. Além disso, pelos métodos bayesianos € possivel realizar a
regularizacdo e selecdo de covariaveis, em que no método BayesA os efeitos dos
marcadores genéticos devem ser maiores que zero, no método BayesB o nimero de
marcadores genéticos com efeito zero € dada por uma propor¢cdo conhecida, no
método BayesCr 0 numero de marcadores genéticos com efeito zero € dada por
uma proporgdo desconhecida, e no BLASSO a selecdo de covariaveis é realizada
por meio de um regressdo penalizada (HABIER et al., 2011; DE LOS CAMPOS et
al., 2009; MEUWISSEN et al., 2001). Assim, os métodos bayesianos sdo mais
flexiveis em relagcdo a arquitetura genética das caracteristicas, especialmente o
Blasso, no qual ndo € necessario a fixacdo da propor¢cédo de marcadores com efeito
igual a zero, como no BayesB, e por ser considerado que 0os marcadores genéticos

podem apresentam variancia diferentes. Em relacdo ao método BayesCm, estudos



64

tém demostrado a eficiéncia deste método na deteccdo de regides associadas aos
fendtipos de interesse (WANG, C. et al., 2012).

3.3.4 Avaliacdo da importancia de diferentes niumeros de QTL e pressfes de
selecéo

As acuracias obtidas para fenétipos com diferentes nimeros de QTLS e com
coeficiente de herdabilidade igual a 0,40 (Tabela 6) foram pouco diferentes entre os
fendtipos, tanto para o grupo de validacdo (0,67 a 0,72), quanto para o rebanho
(0,85 a 0,88). Estas acuracias foram altas, indicativo da qualidade da predicéo
genbmica.

Em relacéo as semelhancas entre o grupo de validacéo e o rebanho dentro de
cada fenotipo, as acuracias mais proximas foram obtidas para o fen6tipo com maior
namero de marcadores, mesmo fendtipo em que foram obtidas as maiores acuréacias
no grupo de validacao.

No rebanho, mas maiores acuracias foram obtidas na primeira iteracéo,
enquanto que no grupo de validagdo ndo houve diferengca entre a primeira e
segunda iteracdo nos fenétipos com maior nimero de QTL, sendo que no fendtipo

com menor nimero de QTL foi obtida maior acuracia na primeira iteracao.

Tabela 6 - Correlacdes entre valores genéticos preditos e verdadeiros de fenétipos com diferentes

numeros de QTL e em diferentes itera¢cdes considerando grupo de validacdo e o rebanho

Caracteristicat il i2 i3
1 0,68 (0,03) 0,67 (0,03) 0,67 (0,03)
Grupo de
e 2 0,70 (0,01) 0,70 (0,02) 0,70 (0,02)
validacéo
3 0,72 (0,01) 0,72 (0,01) 0,72 (0,01)
1 0,87 (0,01) 0,85 (0,02) 0,85 (0,02)
Rebanho 2 0,88 (0,01) 0,86 (0,01) 0,86 (0,01)
3 0,87 (0,01) 0,86 (0,01) 0,86 (0,01)

1itl a 3=iteragdes 1 a 3; Caracteristica 1: média de 6 QTL por cromossomo; Caracteristica 2: média de 15 QTL
por cromossomo; Caracteristica 3: média de 100 QTL por cromossomo.

As acuracias obtidas no grupo de validacdo estdo de acordo com Wang, H. et

al. (2012), em que o processo iterativo no método ssGBLUP é mais eficiente quanto
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maior o numero de QTL associados ao fendtipo, e resultados divergentes podem
estar relacionados a diferencas nas populacoes.

Tabela 7 - CorrelagGes entre valores genéticos preditos e verdadeiros para cenarios com diferentes
pressdes de selecdo e em diferentes iteracdes considerando grupo de validagcédo e o

rebanho
Caracteristicat il i2 i3

4 0,68 (0,03) 0,67 (0,03) 0,67 (0,03)

Grupo de
X o 5 0,72 (0,01) 0,72 (0,01) 0,72 (0,01)

validacao
6 0,68 (0,02) 0,65 (0,04) 0,65 (0,04)
4 0,87 (0,01) 0,85 (0,02) 0,85 (0,02)
Rebanho 5 0,77 (0,01) 0,77 (0,01) 0,77 (0,01)
6 0,90 (0,02) 0,88 (0,02) 0,88 (0,02)

1ijtl a 3=iteracdes 1 a 3; Caracteristica 4: descarte dos animais por valore genético baixo e substituicdo de 20%
dos macho e 5% das fémeas; Caracteristica 5: descarte dos animais por idade; Caracteristica 6: descarte dos
animais por valore genético baixo e substituicdo de 60% dos macho e 20% das fémeas.

As acuracias considerando fenoétipos com diferentes pressdes de selecdo
(Tabela 7) foram maiores quanto maior a pressédo de selecédo no rebanho. No grupo
de validacdo as acuracias foram maiores quanto menor a pressao de selecéo.

Quanto maior a pressao de selecdo, a variancia genética aditiva diminui das
geracbes mais antigas para as mais recentes. Assim, para 0 cenario com menor
pressdo de selecdo, as correlacbes entre os valores genéticos preditos e 0s
verdadeiros foram mais proximas do que nos outros cendrios, enquanto que esta
correlacdo € menor nos grupos de validagdo, em comparacdo aos valores obtidos
para o rebanho, nos outros cenarios. Além disso, ndo houve diferenca entre as
iteracfes para o0 cenario com menor pressao de selecdo, enquanto que para 0S
outros cenarios a maior acuracia foi obtida na primeira iteracdo, para ambos 0s

grupo de validacao e rebanho.

3.4 Conclusdes

Para a predicdo dos valores genéticos gendmicos em uma populagdo sob
selecdo, as informacdes de parentesco melhoram a predi¢cdo dos valores genéticos
gendmicos. Porém, a melhor habilidade preditiva pode ser obtida quando ndo séao

consideradas as informacdes de parentesco.
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A pressdao de selecdo afeta as acurdcias e habilidades preditivas,

principalmente pelas mudancgas na variancia genética aditiva ocorrida nestes casos.

O método GBLUP iterativo foi eficiente para andlise de associacdo genémica
ampla, evidenciando regides de QTL associadas as caracteristicas de interesse
econdmico. Além disso, a correlacdo entre gendtipo e fendtipo, possivel de ser
calculada em dados reais, pode ser um parametro para a tomada de decisoes,

guanto as iteracdes, nessa populacgéo.

O coeficiente de herdabilidade influencia na predicdo dos valores genéticos
gendmicos, na habilidade preditiva e nas andlises de associagdo gendmica ampla.
Assim, quanto maior é a herdabilidade de um fendtipo, ha melhorias na identificacédo
dos individuos a serem utilizados como reprodutores nas proximas geracdes, além
de favorecer a identificacbes de regibes associadas a uma caracteristica de

interesse.

Em estudos futuros, deve ser avaliada a influéncia dos tipos de matrizes de
relacionamento em fendtipos com diferentes pressdes de selecdo para selecao
genbmica e estudos de associacdo global. Além disso, a importancia das
informacdes de pedigree em rebanhos com diferentes pressdes de selegdo e em
diferentes condi¢cdes ambientais precisa ser estudada, assim como a aplicacéo de
outros métodos de estimacdo dos efeitos dos marcadores genéticos, como 0s

meétodos bayesianos.
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4 ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA PARA COMPOSICAO DE GORDURA
INTRAMUSCULAR E CARACTERISTICAS DE QUALIDADE DA CARNE E
CARCACA EM OVINOS DA RACA SANTA INES

Resumo

As caracteristicas de qualidade da carne, carcaca e composi¢cdo da gordura
intramuscular estdo relacionadas diretamente com o aumento do consumo destes
produtos. Porém, para que estas caracteristicas sejam mensuradas, € necessario
gue ocorra o abate dos animais, sendo uma vantagem utilizar informagbes de
milhares de marcadores genéticos para a obtencdo dos valores genéticos
gendmicos e identificacbes de regides genbmicas associadas as caracteristicas de
interesse econdmico. O objetivo deste trabalho foi identificar regides genémicas
associadas as caracteristicas de qualidade da carne, de carcaca e da composicéo
de gordura intramuscular em ovinos da raca Santa Inés. O banco de dados utilizado
neste estudo foi composto por registros de manejo alimentar, consumo,
caracteristicas de qualidade da carne, de carcaca e composicdo de gordura
intramuscular de 179 machos inteiros da raca Santa Inés. As caracteristicas
estudadas foram: area de olho de lombo, espessura de gordura subcutanea, cor, pH
ao abate e apds 24 horas de resfriamento das carcagas, perdas por coccao, forca de
cisalhamento, os acidos graxos caprico, palmitico e estearico, peso de carcaca fria,
comprimento de carcaca, conformagéo, peso de pernil. Os dados de qualidade da
carne obtidos de ovinos da raca Santa Inés estdo dentro dos padrdes descritos para
esta raca. Foram identificadas diversas regibes gendmicas associadas as
caracteristicas estudadas. Para as caracteristicas de carcaca, algumas das regides
identificadas estdo préximas ao gene da miostatina, no cromossomo 2 dos ovinos,
sendo que este gene esta relacionado com o crescimento muscular.

Palavras-chave: Acidos graxos; carne; gene posicional; GWAS

Abstract

Meat quality as well as carcass and composition of the intramuscular fat are
directly related to an increased consumption of these products. However, to measure
these traits it is necessary the slaughter of animals, which is an advantage to use
the information from thousands of genetic markers to obtain the genomic breeding
values and to identify genomic regions associated with characteristics of economic
interest. The objective of this study was to identify genomic regions associated with
meat quality, carcass and intramuscular fat composition traits in Santa Inés sheep
breed. The database used in this study was consisted of records of feed
management, consumption, meat quality, carcass and intramuscular fat composition
traits from 179 Santa Inés males. The traits studied were ribeye area, fat thickness,
color, pH slaughter and after 24 cooling hours carcass, cooking losses, shear force,
the capric, palmitic and stearic fatty acids, cold carcass weight, carcass length,
conformation, leg weight. The meat quality data obtained from the Santa Inés sheep
are in accordance with the standards described for this breed. Several genomic
regions associated with the studied traits were identified. For carcass traits, some of
the identified regions are close to the myostatin gene, on chromosome 2, and this
gene is related to muscle growth.
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4.1Introducéo

A ovinocultura € uma atividade agropecuaria em expanséo no Brasil, e apesar
do crescimento da producdo de carne ovina nos ultimos anos e do consumo per
capita relativamente pequeno, o Brasil realiza importacbes de carne ovina para
abastecer o mercado consumidor, visto que a oferta interna de carne ainda é
insuficiente, indicativo de que ha mercado interno para aumento na producédo de
carne ovina.

Neste contexto, a raca Santa Inés € uma das principais de ovinos do Brasil, a
gual é bem adaptada as condi¢cdes climaticas tropicais, apresentando excelente
resisténcia a fatores como ectoparasitas e calor, sendo ainda capazes de se
reproduzir o ano todo. Estas caracteristicas tornam esta raca de grande importancia
para superacgao dos desafios associados ao aumento na producéo de carne ovina no
Brasil, visando a melhoria genética destes animais, ao invés da simples importacéo
e introducdo de material genético de clima temperado. A importancia disso esta na
obtencdo de indices produtivos satisfatérios, os quais dependem da utilizacdo de
genodtipos adaptados submetidos ao manejo alimentar adequado. As boas
caracteristicas de adaptacdo e reproducdo da raca Santa Inés ndo sao
acompanhadas de boas caracteristicas de crescimento, qualidade de carcaca e
carne, as quais em geral tém niveis de desempenho menores e por vezes
insatisfatorios.

Sendo a ovinocultura uma atividade em expansédo no Brasil, 0 aumento do
consumo de carne ovina € o principal desafio a ser seguido, e para isso, a melhoria
nas caracteristicas de qualidade da carne é fundamental. Em relacdo a necessidade
de melhoria na qualidade da carne dos ovinos e ao mercado consumidor, é
constante 0 aumento da busca por alimentos com melhor qualidade, tanto
nutricional, pelo interesse crescente dos consumidores sobre o efeito benéfico de
determinados alimentos a saude, quanto a apresentacdo do produto, pois fatores
como a coloragdo, a maciez, 0 marmoreio e o sabor, influenciam diretamente o

interesse do consumidor.
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Na busca por melhorias genéticas dos fenoétipos de interesse econdmico,
informacdes de milhares de marcadores genéticos tém sido utilizadas para identificar
regides genbmicas associadas a estas caracteristicas (GWAS). Para isso, sao
utilizadas informacdes obtidas a partir da genotipagem utilizando chips de
marcadores genéticos do tipo SNP (single nucleotide polymorphism), os quais
auxiliam, por meio das andlises de associacdo, em inferéncias sobre a complexa
arquitetura genética das caracteristicas de interesse econdomico (DAETWYLER et
al., 2010).

Apesar da importancia da ovinocultura e da raca Santa Inés no cenario
nacional, e dos estudos de GWAS, poucos estudos desse tipo tém sido realizados
em ovinos da raca Santa Inés, especialmente para caracteristicas de qualidade da
carne, gordura intramuscular e carcaca. Assim, 0 objetivo neste capitulo foi
identificar regides gendmicas associadas as caracteristicas de qualidade da carne,
carcaca e acidos graxos, por meio do método GBLUP e de dados de 54.000
marcadores do tipo SNP (single nucleotide polimorfismo).

4.2 Material e métodos

4.2.1 Conjunto de dados

O banco de dados utilizado neste estudo foi composto por registros de
manejo alimentar, consumo, caracteristicas de qualidade da carne e de carcaca de
179 ovinos machos da raga Santa Inés. Os animais foram criados na fazenda de
Sédo Goncalo dos Campos, localizada no municipio de Sdo Goncalo dos Campos,
Bahia, e pertencente a Universidade Federal da Bahia, UFBA.

Os dados foram coletados de animais confinados do desmame (110 dias em
meédia) ao abate, em baias individuais de 1 m?, com alimentacdo e agua fornecidos
ad libitum. Os animais foram submetidos a diferentes dietas, sendo que todos
receberam um concentrado padrdo e sal mineral, para balancear a alimentagéo
conforme as exigéncias nutricionais do grupo de animais avaliados. No primeiro lote,
composto por 100 animais, as dietas foram fornecidas duas vezes por dia, e
continham caroco de algoddo moido ou inteiro e a presenca, em diferentes niveis,

ou auséncia de quitosana.
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No segundo lote, composto por 80 ovinos, os ovinos foram divididos em dois
grupos experimentais. Metade dos animais receberam dietas com silagem de sorgo
com diferentes aditivos, sendo que esta dieta foi fornecida duas vezes por dia. Os
outros 40 ovinos receberam dieta padrédo de feno e concentrado, sendo que 0s
diferentes manejos alimentares foram definidos pelo nUmero de vezes que as dietas
dos animais foram particionadas, ou seja, 0s animais recebiam a mesma dieta em
uma, duas, trés ou quatro vezes ao dia.

Antes e durante o abate, foram coletados 0 peso ao abate, peso da carcaca
guente e pH do musculo Longissimus dorsi. Apés isso, as carcacas foram resfriadas
por 24 horas, seguido de mensuragdes do peso de carcaca fria, pH, comprimento e
conformacao de carcaca e peso dos cortes comerciais.

As caracteristicas de qualidade da carne avaliadas foram avaliadas no
musculo Longissimus dorsi, na regido da 12% e 13% vertebras toracicas no lado
esquerdo da carcaca, sendo:

— Area de olho de lombo (cm?): foi mensurada com auxilio de papel vegetal e
posteriormente analisada com aparelho integrador de é&rea foliar (Li-cor,
modelo 3100). O valor final para cada animal foi obtido a partir da média de
seis mensuracodes, as quais foram corrigidas de acordo com um padrao;

— Espessura de gordura subcutanea (mm): foi mensurada com auxilio do
paquimetro, a partir da média de trés mensuracoes;

— Cor: a mensuracao da coloracdo da carne foi realizada 24 horas apos o
abate, utilizando o sistema CIELab, em que foram obtidos valores médios,
tomados em trés pontos, de L* (teor de luminosidade), a*(teor de vermelho) e
b* (teor de amarelo) , realizados como auxilio de um colorimetro (Marca
Minolta);

— Perda por coccéo e forga de cisalhamento: as amostras foram assadas em
forno a 320°C até atingirem a temperatura interna de 71°C, medida com
termdmetro inserido no centro geomeétrico de cada bife. A medida de perda
por coccéo foi obtida por diferenca entre peso inicial e peso final. Para a
mensuracao da forca de cisalhamento, apos o resfriamento dos bifes, foram
retiradas trés amostras cilindricas medindo 1,27 cm diametro por 2,54 cm de
comprimento, as quais foram extraidas paralelamente ao longo do eixo das

fibras musculares (WHEELER et al.,1997), e o cisalhamento foi realizado, por
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um texturbmetro, perpendicularmente a orientacdo longitudinal das fibras
musculares.

— Perfil de &cidos graxos: as extracdes de lipideos e cromatografias foram
realizadas no Laboratério de Nutricdo e Crescimento Animal da ESAQL/USP.
Foram utilizadas amostras de aproximadamente 7 g do musculo Longissimus
dorsi, sendo os lipideos extraidos conforme Hara e Radin (1978), por meio
de solucdo de hexano/propanol na proporcdo 3:2. ApOGs a extracdo dos
lipideos, as amostras passaram pelo processo de metilacdo. Os ésteres
metilicos de acidos graxos foram quantificados por cromatografia gasosa, em
um equipamento com um detector de ionizacdo de chama e coluna (Supelco)
capilar de silica fundida de 100 m. Os acidos graxos foram mensurados pelo
tempo de retencdo destes em relacédo aos padrdes utilizados.

As estatisticas descritivas de nimero de animais com informacdes, média,
desvio-padrao, valores maximo e minimo foram obtidos por meio do procedimento
UNIVARIATE do SAS® para cada caracteristica.

4.2.2 Extracdo de DNA e genotipagem

Para extracdo do DNA, foram coletadas amostras de tecido muscular, apds o
abate e resfriamento das carcacas, e armazenados em freezer -20°C. A extracdo do
DNA foi realizada utilizando proteinase K. Apds essa etapa, a concentracao e pureza
do DNA foi realizada no equipamento NanoDrop®. Apés a quantificacao, foi realizada
a diluicdo adequada do DNA, de acordo com o protocolo da genotipagem, visando a
posterior hibridizagdo na matriz do chip Ovine SNP50 BeadChip (lllumina Inc., San
Diego, CA). Além da quantificagdo do DNA, a integridade das amostras de DNA foi
analisada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando um corante
GelRedTM para anélise do DNA gendmico sob iluminagdo UV. Apos a diluicdo do
DNA, e mensuracdes da quantidade e qualidade deste, as amostras foram
submetidas ao procedimento de genotipagem. As extragbes de DNA e genotipagem
foram realizadas no Laborat6rio de Biotecnologia da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP.

4.2.3 Controle de qualidade e analise de associacdao gendémica ampla
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As analises de associacdo gendmica ampla foram realizadas no programa
Blupf90. O controle de qualidade de amostra e individuos foi realizado no mesmo
programa, excluindo SNPs e individuos com call rate menor que 90%, e SNPs com
MAF menor que 0,05. O método utilizado foi o GBLUP, e assim a matriz de
relacionamento considerada nas andlises foi a matriz genébmica ou realizada. O

modelo considerado foi:

y=Xp+Zu +e,

em que: y € o vetor de fenétipos simulados, X € a matriz que relaciona os efeitos
fixos aos fenotipos, B € o vetor de efeitos fixos (grupo de contemporaneos formado
por manejo alimentar e lote do animal), u é o vetor de efeitos individuais dos
animais, Z € a matriz de incidéncia que relaciona os individuos aos fenétipos e e € o
vetor de residuos.

A partir do método GBLUP, os efeitos dos marcadores foram obtidos a partir
da equacao:

a=(22) @z,

em que: a € o vetor de efeitos preditos dos marcadores genéticos, Z é a matriz de
incidéncia que relaciona os individuos aos fenoétipos e wu é o vetor de valores
genéticos dos animais.

Os grafico de solucdes dos efeitos dos SNPs (Manhattan plot) foram obtidos
considerando 8 SNPs adjacentes. Foi realizada uma comparacdo das regides
identificadas com as informacdes de QTL disponiveis no banco de dados Animal
QTLdb (HU et al.,, 2013) para ovinos. Além disso, pela posicdo dos 8 SNPs
adjacentes que explicaram a maior parte da variancia genética para cada
caracteristica, foi possivel identificar se estes SNPs se encontram em regifes de
genes descritos na literatura, o que foi realizado por meio da ferramenta Map Viewer
(NCBI).



75

4.3 Resultados e discussao

As estatisticas descritivas de numero de animais mensurados, média, desvio-
padrdo, minimo e maximo para as caracteristicas de qualidade da carne estdo na
Tabela 8.

Tabela 8 — Estatisticas descritivas para caracteristicas de qualidade da carne e carcaca.

Caracteristicat N Média DP Minimo Maximo
AOL 99 12,42 1,631 6,79 17,10
EGS 98 0,16 0,073 0,1 0,5
pHO 100 6,64 0,138 6,29 7,05
pH24 100 5,72 0,167 5,06 6,09
PPC 98 15,46 3,891 3 29
FC 93 2,39 0,645 0,81 4,79
L* 100 36,68 2,940 30,74 43,72
ax 100 21,32 1,836 16,34 25,31
b* 100 5,40 1,762 2,42 9,77
C10:.0 94 0,16 0,030 0,117 0,268
C16:0 94 22,11 1,410 17,82 25,71
C18:0 94 22,23 2,932 17,14 33,26
CcC 178 55,88 3,867 41 66
PPER 178 2,56 0,356 1,37 3,90
PA 100 39,63 5,125 20,8 52,0
PCF 178 17,02 2,457 8,50 25,40
CONF 178 2,62 0,429 1,75 3,75

IN=nUmero de animais avaliados; DP=Desvio padrao; pHO=pH mensurado apds o abate dos animais; pH24=pH
mesurado apés 24 horas de resfriamento da carcaca; EGS=espessura de gordura subcutanea; AOL=area de
olho de lombo; PPC=perdas por coccdo; FC=for¢a de cisalhamento; L*=luminosidade; a*=teor de vermelho;
b*=teor de amarelo; C10:0=acido caprico, C16:0=acido palmitico; C18:0=acido estearico; CC=comprimento de
carcaca; PPER=peso de pernas; PA=peso ao abate; PCF=peso de carcaga fria; CONF=conformacéao.

O tamanho da area de olho de lombo esta diretamente associado a
guantidade de carne na carcaca e com a relacdo musculo:osso dos cortes
comerciais (CEZAR; SOUZA, 2007). Os valores de média, minimo e maximo,
obtidos para area de olho de lombo foram: 12,42, 6,79 e 17,10, respectivamente,
valores semelhantes aos resultados encontrados na literatura, com diferengas no
manejo alimentar e idade ao abate dos animais. Para a mesma caracteristica
mensurada na carcaca, Juca (2013) obteve os valores 9,06, 3,88 e 16,5, para média,
minimo e maximo, respectivamente, em cordeiros Santa Inés criados em sistema
semi-intensivo e abatidos com 424,19 dias de idade em média. Alves et al. 2014,
quando avaliados cordeiros inteiros mesticos da raca Santa Inés, que foram
submetidos a dietas com ureia de liberacdo lenta em substituicdo a ureia
convencional, obtiveram medias para area de olho de lombo de 12 a 14,

dependendo do tipo de ureia que os animais receberam.
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A espessura de gordura subcutdnea da carcaca estd relacionada com a
gualidade de carne, pois durante o resfriamento e transporte das carcacgas, a falta de
cobertura na carcaca ocasiona em perda de agua da carne e no encurtamento das
fibras musculares pelo frio, sendo que este segundo fator causa diminuicdo da
maciez da carne (CEZAR;SOUSA, 2010; LAWRIE, 2005; MULLER, 1987). Além
disso, a quantidade de gordura subcutanea, inter e intramuscular esta diretamente
relacionada com a aceitabilidade da carne de cordeiros (SANUDO et al., 2000).
Para espessura de gordura subcutanea foi obtida média de 0,16, sendo que 0s
valores variaram de 0,1 a 0,5, semelhantes aos resultados obtidos por Alves et al.
(2014), no qual a gordura subcutanea variou de 2,48 a 4,25, e por Juca (2013), que
obteve valores para média, minimo e maximo de 0,10, 0,18 a 0,30, respectivamente.

Para obtencdo de boas caracteristicas de qualidade da carne, como a
capacidade de retencdo de agua, as perdas por coccéo e a forca de cisalhamento,
torna-se importante garantir que o processo de transformacao de musculo em carne
ocorra, sendo que o pH é uma caracteristica indicativa da eficiéncia deste processo
(BOUTON et al., 1971). Os valores obtidos para o pH inicial e final foram 6,64 e
5,72, respectivamente, valores semelhantes aos obtidos por Oliveira et al. (2004),
num estudo com 12 machos inteiros da raca Santa Inés e no qual foram obtidos os
valores 6,67 e 5,61 para o pH inicial e final, respectivamente, e também foram
semelhantes aos encontrados por Juca (2013), de 6,63 e 5,46, respectivamente.

A caracteristica perda por coccdo esta relacionada com o preparo da carne
para o consumo. Foram obtidos valores para média, minimo e maximo de 15,46, 3 e
29, respectivamente, semelhantes aos obtidos por Juca (2013), com média de
13,46, e menores que outros resultados obtidos por Costa et al. (2011), Vieira et al.
(2010) e Bressan et al. (2001), sendo que as diferencas podem estar relacionadas
com as metodologias utilizadas.

A maciez da carne esta relacionada diretamente com a apreciacdo do
consumidor. Quanto maior a maciez da carne, menor € a medida de forca de
cisalhamento. A média obtida neste estudo foi 2,39, semelhante ao obtido por Juca
(2013), de 2,27, por Bressan et al. (2001), de 2,5, e menor que os resultados obtidos
por Alves et al., 2014, os quais encontraram valores para maciez que variaram 3,25
a 4,00, e por Vieira et al. (2010), que obtiveram valores para for¢ca de cisalhamento
de 4,6 a 5,3 kgf. Além disso, os resultados obtidos no presente estudo foram

maiores que os obtidos por Costa et al. (2011) de 1,45 kgf, sendo que estes



77

resultados podem estar relacionados com diferencas na metodologia, no manejo
alimentar e na idade de abate dos animais.

Outra importante caracteristica de qualidade da carne é a cor, a qual se
destaca como principal fator de apreciacdo consumidor no momento da compra.
Dentre os fatores relacionados com a coloracdo da carne, esta o principal pigmento
responsavel por esta, conhecido como mioglobina, o qual se trata de uma proteina
envolvida nos processos de oxigenacdo do musculo (RENERRE, 1990), e assim,
alteracdes na coloracdo da carne podem ser indicativos dos processos oxidativos
desta. Foram obtidas médias para L*, a* e b* de 36,68, 21,32 e 5,40,
respectivamente. Estes valores foram diferentes dos obtidos por Juca (2013), de
41,76, 16,40 e 6,96, para L*, a* e b*, respectivamente, e assim no presente estudo
as carnes apresentaram maior teor de vermelho e menor luminosidade,
provavelmente devido as diferencas nas dietas e idade dos animais.

Nas Tabelas 9, 10 e 11 sao apresentadas as regides, em pares de base,
associadas as caracteristicas de qualidade da carne, composicdo de gordura e
carcaca, respectivamente. Além disso, estdo descritos nestas tabelas 0os genes que

se encontram nas regides associadas as caracteristicas de interesse.
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Tabela 9 — Regifes gendmicas associadas as caracteristicas de qualidade da carne
% variancia

Caracteristica® Cromossomo Posicdo . Gene
explicada
16 33.184.393 0,32 -
AOL 16 33.763.548 0,31 -
16 33.224.073 0,30 -
3 21.421.392 0,28 -
EGS 3 21.360.054 0,25 -
18 58.881.079 0,24 -
1 164.476.394 0,23 RPL24
PPC 1 164.454.098 0,23 ZBTB11
1 198.449.920 0,23 ST6GAL1
18 5.508.053 0,30 ADAMTS17
e 18 5.455.260 0,29 ADAMTS17
1 83.548.701 0,26 -
8 26.576.567 0,24 -
9 97.310.214 0,31 -
L* 2 130.521.776 0,25 PLEKHA3
2 130.583.897 0,25 -
2 130.478.399 0,25 LOC101123351
18 70.382.783 0,30 -
a* 18 70.320.603 0,29 -
18 70.402.845 0,27 -
1 125.275.563 0,40 -
b* 1 37.820.087 0,38 ATG4C
1 37.557.999 0,36 DOCK7
1 125.243.619 0,35 -

1AOL=area de olho de lombo; EGS=espessura de gordura subcuténea; PPC=perdas por cocg¢do; FC=forca de
cisalhamento; L*=luminosidade; a*=teor de vermelho; b*=teor de amarelo.

Tabela 10 — Regifes gendmicas associadas as caracteristicas de composicdo de gordura
% variancia

Caracteristicat Cromossomo Posicdo . Gene
explicada
14 31.736.852 0,28 -
C10:0 14 31.893.971 0,24 -
10 29.092.520 0,24 FRY
2 118.779.167 0,32 -
C16:0 2 118.498.709 0,29 ANKAR
2 118.718.924 0,29 -
1 3.577.796 0,30 COL6A3
C18:0 1 3.638.674 0,26 COLB6A3
1 25.834.328 0,25 OSBPL9

1C10:0=acido céaprico, C16:0=acido palmitico; C18:0=4cido estearico.
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% variancia

Caracteristica Cromossomo Posicao . Gene
explicada

10 55.148.103 0,37 -

CcC 9 24.823.969 0,32 -
1 74.015.424 0,32 DPYD
2 118.779.167 0,28 -

PPER 2 118.492.152 0,27 ANKAR

2 118.498.709 0,26 ANKAR

PA 1 83.548.701 0,28 -
1 47.719.852 0,23 NEGR1
1 52.347.468 0,22 ST6GALNAC3
2 118.492.152 0,34 ANKAR
2 118.458.759 0,32 OSGEPL1

PCE 2 118.439.018 0,32 ORMDL1
2 118.779.167 0,31 -
2 118.498.709 0,31 ANKAR
2 118.718.924 0,29 -
8 32.102.849 0,26 LIN28B
9 91.576.333 0,26 -

CONF 8 32.114.977 0,25 LIN28B

8 32.071.280 0,23 LIN28B
14 58.948.271 0,22 -

1CC=comprimento de carcaca; PPER=peso de pernas; PA=peso ao abate; PCF=peso de carcaca fria;

CONF=conformacéao.

No cromossomo 2 dos ovinos, proximo a regido de 118 Mpb, é encontrado o

gene da miostatina (MSTN), que € conhecido como fator de crescimento e

diferenciacdo 8 (GDF8),

e esta

relacionado com o0 crescimento muscular

(McPHERRON; LAWLER; LEE, 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=101109311
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Figura 9 — Solucdes dos SNP para a caracteristica area de olho de lombo, considerando a variancia
explicada por 8 SNPs adjacentes
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Figura 10 — SolugBes dos SNP para a caracteristica espessura de gordura subcutanea, considerando
a variancia explicada por 8 SNPs adjacentes
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Para a caracteristica area de olho de lombo (Figura 9), foram identificadas
regides nos cromossomos 15, 16 e 20. No banco de dados de QTL de ovinos
(QTLdDb), sdo descritos QTLs identificados nos cromossomo 2, 7, 9 e 18 para esta
caracteristica.

Foram identificadas regibes associadas a caracteristica de espessura de
gordura subcutanea (Figura 10) nos cromossomos 3, 18 e 22, sendo que no banco
de dados QTLdb estdo descritas regibes nos cromossomos 2 e 16 que estao
associadas com esta caracteristica. Para a caracteristica perda por coccdo, o0s
maiores efeitos de SNPs foram encontrados no cromossomo 1, enquanto que para a
forga de cisalhamento, os maiores efeitos fora encontrados no cromossomo 18. Para
a caracteristica forca de cisalhamento, sdo encontrados QTL descritos no QTLdb
nos cromossomos 2 e 18.

Para a caracteristica de luminosidade da carne, foram identificadas regides
nos cromossomos 2 e 9, sendo que no banco de dados de QTL (QTLdb) estao
descritos QTL no cromossomo 2 para a mesma caracteristica. Para as
caracteristicas teor de vermelho e teor de amarelo foram identificadas regifes
associadas a estas caracteristicas nos cromossomos 19, para ambas as
caracteristicas, e no primeiro cromossomo para o teor de amarelo. No QTLdb estdo
descritos QTL presentes no cromossomo 2 para teor de vermelho e de amarelo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Cromossomos

Figura 11 — Solug6es dos SNP para a caracteristica acido caprico (C10:0), considerando a variancia
explicada por 8 SNPs adjacentes
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Figura 12 — SolugGes dos SNP para a caracteristica acido palmitico (C16:0), considerando a variancia
explicada por 8 SNPs adjacentes
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Figura 13 — SolugBes dos SNP para a caracteristica acido esteéarico (C18:0), considerando a variancia
explicada por 8 SNPs adjacentes
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Os gréficos de solucdes dos efeitos dos SNPs para os acidos graxos caprico
(Figura 11), palmitico (12) e esteérico (13), séo indicativos da presenca de QTL nos
cromossomos 14, 2 e 1 para cada uma das caracteristicas, respectivamente. No
banco de dados QTLdb sdo descritos QTL no cromossomo 21 para 0s acido graxos
palmitico e estearico.

Para a caracteristica peso de carcaca fria, foram identificadas regides
associadas a esta caracteristica nos cromossomos 2 e 9, e no banco de dados
QTLdb regides nos cromossomos 2 e 9 associados a caracteristica peso de carcaca
quente.

Para a caracteristica peso ao abate, foi identificado uma regido no
cromossomo 1 associada a este fenotipo. No banco de dados QTLdb sédo descritos
varios QTL para caracteristicas de peso corporal presentes no cromossomo 1,
especialmente para pesos mensurados nas semanas 20 e 43 de vida dos animais,
semelhante ao presente estudo no qual o peso ao abate foi mensurado préximo da
trigésima semana de vida dos cordeiros. Para peso do pernil, tanto pela analise de
associacdo, quanto pelo banco de dados QTLdb, foram identificados QTL no
segundo cromossomo. Para comprimento de carcacga, foram identificadas regides
nos cromossomos 1, 9 e 10 que explicam mais da variancia genética para esta
caracteristica do que as outras regides, sendo que na literatura (QTLdb), séo
descritos QTL nos cromossomos 1 e 2 de ovinos para a mesma caracteristica. Para
a caracteristica de conformacao, foram identificadas possiveis regifes associadas a

este feno6tipo nos cromossomos 8 e 9.

4.4Conclusdes

Os dados de qualidade da carne de ovinos da ragca Santa Inés estdo dentro
dos padrdes para machos inteiros desta raca e espécie, validando estes dados para
que sejam submetidos a analises de associacdo gendémica ampla. Nas analises de
associacdo gendmica ampla, foram identificas diversas regides que possivelmente
estdo associadas as caracteristicas estudadas. Em estudos futuros, as relagdes
entre 0s genotipos e os diferentes manejos nutricionais devem ser avaliadas, ou

seja, a interacdo entre alimentacédo e gendtipo.
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Anexo A — Programacao para simular um fenétipo, utilizado no programa QMSim, com coeficiente
de herdabilidade 0,40 e sem efeito poligénico, e com baixa pressdo de sele¢io na populacao de

estudo

/*******************************

**  Global parameters **
*******************************/

title = "Caracteristica 1 - tese (SFNP2015)";

nrep =10; //Number of replicates
h2 =0.40; //Heritability

gtlh2 = 0.40; //QTL heritability
phvar = 1.0; //Phenotypic variance

/*******************************

** Historical population **
*******************************/
begin_hp;
hg size = 1000([0]
1000[1000] //Size of the historical generations
200 [2020];

// nmfhg =500; //Number of males in the first generation
// nmlhg =100; //Number of males in the last generation
end_hp;

/*******************************

*x Populations *x
*******************************/
begin_pop ="expand_pop"; //expansion
begin_founder;
male [n =100, pop = "hp"];
female [n = 100, pop = "hp"];
end_founder;
Is =5; //Litter size
pmp = 0.5 /fix; //Proportion of male progeny

ng =8§; //Number of generations
md =rnd_ug; // random union of gametes
dr =11 /e; //key parameter for population expansion

//generating summary data for the expanded population
begin_popoutput;
data;
stat;
end_popoutput;
end_pop;
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begin_pop ="recent_popl1"; //recent population
begin_founder;
male [n =640, pop = "expand_pop", gen = 8];
female [n = 32000, pop = "expand_pop", gen = 8];
end_founder;

Is =1; //Litter size

pmp =0.5; //Proportion of male progeny
ng =5; //Number of generations

md =rnd; //Mating design

sr =0.6; //Replacement ratio for sires
dr =0.2; //Replacement ratio for dams
sd =ebv /h; //Selection design

cd =ebv/l; //Culling design

ebv_est = blup /true_av;
begin_popoutput;

stat; //Statistics on simulated data
data; //Individual's data (except their genotypes)
allele_freq; //Allele frequencies
genotype /snp_code; //Genotype data
end_popoutput;
end_pop;

begin_pop ="recent_pop2"; //recent population
begin_founder;
male [n =50, pop ="recent_popl", gen =5];
female [n = 1350, pop = "recent_pop1l", gen = 5];
end_founder;

Is =1; //Litter size

pmp =0.5; //Proportion of male progeny
ng =5; //Number of generations

md =rnd; //Mating design

sr =0.2; //Replacement ratio for sires
dr =0.05; //Replacement ratio for dams
sd =ebv/h; //Selection design

cd =ebv/l; //Culling design

ebv_est = blup /true_av;
begin_popoutput;

stat; //Statistics on simulated data

data; //Individual's data (except their genotypes)
allele_freq; //Allele frequencies
genotype /snp_code; //Genotype data

Id /maft 0.1 /gen 0 5; //LD data
end_popoutput;



end_pop;

JEFFEER R ook o

*ok Genome **
*******************************/

begin_genome;

begin_chr=5;
chrlen = 100; //Chromosome length
nmloci = 5000; //Number of markers
mpos = even; //Marker positions
nma =all2; //Number of marker alleles
maf =eql; //Marker allele frequencies
ngloci = 150; //Number of QTL

gpos =rnd; //QTL positions
nga =all2; //Number of QTL alleles

gaf =eql; //QTL allele frequencies
gae =rndg0.4; //QTL allele effects
end_chr;

select_seg_loci /maft 0.01 /nmrk 7500 /nqtl 30; //Select segregating loci in the last historical
generation: default=none

mmutr = 1e-5 /recurrent; //Marker mutation rate

gmutr =1e-5 /recurrent; //QTL mutation rate
end_genome;

/*******************************

**  Qutput options  **
*******************************/

begin_output;

linkage_map;

allele_effect;

hp_stat; //Brief statistics on historical population

monitor_hp_homo; //Mean marker and QTL homozigosity of the historical population

end_output;



