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SELEGAO E ASSOCIAGAO GENOMICA PARA PRECOCIDADE SEXUAL
EM BOVINOS DA RACA NELORE

RESUMO - Objetivou-se com este estudo realizar associagdo gendmica
ampla, visando detectar regides cromossOmicas associadas a caracteristicas
indicadoras de precocidade sexual de bovinos da raga Nelore, bem como avaliar
metodologias para a predicdo de valores gendmicos visando a selegcao destas
caracteristicas. Foram utilizados dados de animais da raca Nelore, pertencentes a
fazendas que integram os programas de melhoramento genético da DeltaGen® e
Paint® (CRV Lagoa). As caracteristicas associadas a precocidade sexual utilizadas
neste estudo foram a idade ao primeiro parto (IPP), a ocorréncia de prenhez precoce
de novilhas (P16) e o perimetro escrotal (PE). Apés o controle de qualidade e
consisténcia dos dados fenotipicos, permaneceram para as analises informacdes de
68.170, 72.675 e 83.911 animais com fendtipo e de 1.738, 1.770 e 1.680 animais
genotipados para IPP, P16 e PE, respectivamente, e 412.993 SNPs. No Capitulo 2,
as estimativas dos efeitos dos SNPs foram obtidas utilizando-se a metodologia
single-step (WssGBLUP). Todos os animais foram utilizados aplicando-se modelo
animal unicaracteristica para predizer os valores genéticos e, posteriormente, as
solugdes dos efeitos dos SNPs foram obtidas a partir destes valores genéticos.
Foram identificadas as 10 janelas de 150 SNPs que capturaram a maior proporgéao
da variancia explicada pelos marcadores. As 10 janelas de maior efeito obtidas para
a P16 estdo localizadas nos cromossomos 5, 6, 7, 14, 18, 21 e 27 e somadas
explicaram 7,91% da variancia genética total. Para o PE, estas janelas estdo nos
cromossomos 4, 8, 11, 13, 14, 19, 22 e 23, explicando 6,78% da variancia total. Com
as analises de GWAS foi possivel identificar regides cromossémicas associadas com
P16 e PE. A identificagcdo dessas regides possibilita o melhor entendimento e
avaliagdo destas caracteristicas, além de indicar genes candidatos para estudos
futuros de investigagdo de mutagdes causais. No Capitulo 3, foram utilizadas duas
metodologias para estimar os efeitos dos marcadores multi-step - GBLUP e
IBLASSO; além da metodologia single-step (ssGBLUP). O fenétipo observado foi
utilizado como variavel dependente para estimar o valor genémico (GEBV) usando o
método single-step, enquanto que, o fendtipo corrigido (Yc), o valor genético (EBV) e
o valor genético desregredido (dEBV) foram utilizados para os métodos multi-step.
Embora, de forma geral, os métodos multi-step tenham apresentado resultados
semelhantes para a maioria das caracteristicas, o GBLUP gerou estimativas de
GEBVs mais acuradas em algumas situagdes. Os resultados indicaram que o dEBV
foi a melhor definicdo de variavel dependente em relagdo ao EBV, pois permitiu
melhor acuracia de predigao para todas as caracteristicas. A metodologia ssGBLUP
apresentou maior acuracia de predicado para todas as caracteristicas. A selegao
genbmica, por meio da utilizagdo do método single-step, pode ser alternativa
adequada para predizer os valores gendmicos para caracteristicas indicadoras de
precocidade sexual.

Palavras-chave: acuracia de predicdo gendmica, Bos indicus, caracteristicas
reprodutivas, GWAS, single-step, valor genébmico
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GENOMIC SELECTION AND ASSOCIATION FOR SEXUAL PRECOCITY IN
NELLORE CATTLE

ABSTRACT - The objective of this study was to perform genome-wide
association to detect chromosomal regions associated with indicator traits of sexual
precocity of Nellore cattle, and evaluating methodologies for prediction of genomic
values to use for selection of these traits. Data from Nellore animals belonging to
farms integrating animal breeding programs of DeltaGen® and Paint® (CRV Lagoa),
were used. Age at first calving (AFC), the occurrence of early pregnancy of heifers
(EP) and scrotal circumference (SC) were used as traits associated with sexual
precocity. After quality control and consistency of phenotypic data, information of
68,170; 72,675 and 83,911 animals with phenotype, and of 1,738; 1,770 and 1,680
genotypes for AFC, EP and SC, respectively, and 412,993 SNPs, remained for
analysis. In chapter 2, the estimates of the SNP effects were obtained using the
single-step method (WssGBLUP). All animals were used applying single trait animal
model to predict the genetic values and, subsequently, the solutions of the SNP
effects were obtained from these genetic values. The 10 windows of 150 SNPs that
captured the greatest proportion of variance explained by markers were identified.
The 10 windows with greater effect obtained for EP are located on chromosomes 5,
6, 7, 14, 18, 21 and 27 and together explained 7.91% of the total genetic variance.
For SC, these windows are on chromosomes 4, 8, 11, 13, 14, 19, 22 and 23,
explaining 6.78% of the total variance. With GWAS analysis it was possible to identify
chromosomal regions associated with EP and SC. Identifying these regions enables
better understanding and evaluation of these traits, besides indicating candidate
genes for future research studies of causal mutations. In Chapter 3, two multi-step
methods were used to estimate the marker effects - GBLUP and IBLASSO; besides
the single-step method (ssGBLUP). Observed phenotype was used as the dependent
variable to estimate the genomic value (GEBV) using single-step method, whereas
corrected phenotype (Yc), estimated breeding value (EBV) and deregressed
estimated breeding value (dEBV) were used for multi-step methods. Although,
generally, multi-step methods have presented similar results for most traits, GBLUP
generated estimates of GEBVs more accurate in some situations. The results
indicated that dEBV was the best definition of dependent variable compared to EBV,
because it obtained better accuracy of prediction for all traits. The ssGBLUP
methodology presented higher accuracy of prediction for all traits. Genomic selection,
using the single-step method may be a suitable alternative for predicting genomic
values for indicator traits of sexual precocity.

Key-words: accuracy of genomic prediction, Bos indicus, genomic value, GWAS,
reproductive traits, single-step



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho comercial de bovinos do mundo,
sendo composto por aproximadamente 211 milhdes de cabegas, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014). Destes, cerca de 80% sao
animais de ragas zebuinas (Bos indicus), principalmente da raga Nelore, que s&o
animais com maior resisténcia as altas temperatura e umidade (SILVA et al., 2001;
RIBEIRO et al., 2008) e a infestagdo de ecto e endoparasitas (OLIVEIRA;
ALENCAR, 1990; SILVA et al., 2010) comparados as ragas taurinas (Bos taurus),
permitindo criagcdo em sistemas extensivos de produgao. Entretanto, estes animais
ainda sao menos precoces sexualmente que os taurinos (CUNDIFF, 2004), levando
consequentemente, a uma menor eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos

nacionais.

As caracteristicas reprodutivas ligadas a precocidade sexual sao
determinantes para a eficiéncia econdmica do sistema de producdo. A reducdo da
idade ao primeiro parto esta associada a redugao dos custos de producgao, devido a
antecipagcao do inicio da idade produtiva das vacas (PEROTTO et al., 2006). De
acordo com Monsalves (2008), em estudo comparando novilhas prenhes aos 14, 18
e 24 meses, o retorno financeiro € maior quando a primeira prenhez da fémea
acontece aos 14 meses. Segundo Van Melis et al. (2010), o lucro obtido pelos
produtores de gado de corte é diretamente influenciado pelas caracteristicas
reprodutivas, que determinam a quantidade de produtos que pode ser
disponibilizada no mercado e afetam o intervalo de geragdes e a intensidade de
selecdo. Portanto, é interessante expor novilhas a reprodugao precocemente, desde
que estas estejam em boas condi¢cdes corporais e em rebanhos cujo objetivo seja o

aumento da lucratividade.

Tendo em vista a importdncia econbmica que as caracteristicas de
precocidade sexual de fémeas apresentam dentro do cenario produtivo brasileiro, o
adiantamento da idade reprodutiva das novilhas deve ser levado em consideracao
em programas de melhoramento genético. Entretanto, estas caracteristicas sao de

dificil mensuracgéo, além de serem medidas em somente um dos sexos, tardiamente
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na vida do animal e, em geral, possuem baixa herdabilidade, dificultando o processo
de selecdo e aumentando o intervalo de geragbes. Como alternativa, as
caracteristicas indicadoras de precocidade sexual, como por exemplo, a idade ao
primeiro parto (IPP) e ocorréncia de prenhez precoce (P16), medidas nas fémeas, e
o perimetro escrotal (PE), medido nos machos, podem ser utilizadas como critério de
selecdo. Entretanto, para a avaliacdo de touros para as caracteristicas IPP e P16 é
necessario realizar teste de progénie, sendo que estes animais terdo valores
genéticos (EBV) acurados disponiveis muito tempo depois que foram selecionados
(HAWKEN et al., 2012). Estas avaliagbes sao de alto custo e aumentam o intervalo

de geragdes, diminuindo o ganho genético anual.

Dentre estas caracteristicas, o PE é considerado em, praticamente, todos os
indices de selecdo empregados nos diversos programas de melhoramento. Isso
ocorre, principalmente, por se tratar de uma caracteristica de facil mensuracgao e de
herdabilidade de média a alta magnitude (ELER et al., 2004; BOLIGON et al., 2007;
VAN MELIS et al., 2010; LAUREANO et al., 2011). Entretanto, varios estudos
indicam que a selecdo somente para PE pode nao ser adequada alternativa quando
se busca melhoria no desempenho reprodutivo do rebanho devido a baixa
correlagdo genética com caracteristicas medidas diretamente nas fémeas, como
IPP, com estimativas de correlagdo variando entre -0,21 e -0,23 (PEREIRA et al.,
2000; SILVEIRA et al., 2004; BOLIGON et al., 2007), e P16, variando de 0,12 a 0,30
(ELER et al., 2004; MEIRELLES et al., 2009; VAN MELIS et al., 2010; SANTANA JR
et al., 2012). Aléem disso, o PE é utilizado como critério de selegdo, sendo o
verdadeiro objetivo a diminuigdo da idade das fémeas ao primeiro parto, ou seja, o
aumento da taxa de prenhez precoce. Dessa forma, as caracteristicas IPP e P16,

que séo medidas diretamente nas fémeas, sao o verdadeiro objetivo de selegéo.

Em geral, a IPP apresenta estimativas de herdabilidade de baixa a moderada
magnitude (DIAS et al., 2004; FORNI; ALBUQUERQUE, 2005; GRESSLER et al.,
2005; BOLIGON et al., 2007; LAUREANO et al., 2011; ELER et al., 2014; SANTANA
JR et al., 2015). Segundo Laureano et al. (2011), apesar das melhorias no manejo
dos animais serem alternativas mais rapidas para a reducdo da expressao desta

caracteristica, processos seletivos a longo prazo podem ter impacto positivo na
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produtividade dos rebanhos, visto a importancia econémica das caracteristicas
reprodutivas. Um problema na utilizagado da IPP na avaliagao da precocidade sexual
€ que alguns produtores determinam uma idade ou peso das fémeas para que estas
entrem na estagdo de monta e, assim, ndo € possivel a identificacdo das fémeas
mais precoces sexualmente. Além disso, a curta duracdo da estacdao de monta, de
aproximadamente 60 dias, a que as fémeas sao expostas a reproducéo, nao permite
que as diferengas genéticas entre os animais sejam observadas (DIAS et al., 2004).
Outro problema que ocorre € devido ao fato de que somente as fémeas que pariram
fazem parte das analises, portanto, parte da variagao existente na caracteristica nao

pode ser estimada.

A P16 apresenta expressao fenotipica com distribuicdo discreta, ou seja, é
uma caracteristica binaria, e vem sendo indicada para avaliar a precocidade sexual
das fémeas. A P16 é facilmente mensurada e, ao contrario da IPP, inclui na
avaliacdo genética dados de todas as fémeas desmamadas do rebanho,
considerando que estas tiveram a mesma chance de se reproduzir (SILVA et al.,
2005; MEIRELLES et al., 2009). Além disso, as estimativas de herdabilidade para
esta caracteristica relatadas na literatura (MEIRELLES et al., 2009; SHIOTSUKI et
al.,, 2009; VAN MELIS et al., 2010; SANTANA JR et al., 2013; ELER et al., 2014),
para novilhas expostas a reproducao pela primeira vez entre os 14 e 18 meses de
idade, sdo relativamente altas, indicando assim que a mesma pode responder
rapidamente a selecdo. A P16 ¢é ainda favoravelmente correlacionada com
habilidade de permanéncia da vaca no rebanho, contribuindo para aumentar a vida
util da vaca (BUZANSKAS et al., 2010; VAN MELIS et al., 2010; SANTANA JR et al.,
2012).

Selegao genémica

A selegédo gendmica, proposta por Meuwissen et al. (2001), é uma técnica que
utiliza marcadores do tipo SNP para predizer os valores gendmicos. Esta selegao
baseia-se na utilizacdo de um grande conjunto destes marcadores, espalhados por

todo o genoma, de forma que QTL (quantitative trait locus) associados as
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caracteristicas de interesse estejam em alto desequilibrio de ligagdo com alguns
destes marcadores. Assim, a soma de todos os efeitos dos SNPs (valor genémico)
seria um bom preditor do mérito genético dos candidatos a selegdo (HAYES et al.,
2007). Para predizer o mérito genético dos animais, a

efeitos dos marcadores precisa ser, primeiramente, de
referéncia, em que os animais tenham informagdes de ipo (USAI et
al., 2009). Posteriormente, as estimativas destes

os valores gendémicos de animais da , que tém

e

Segundo Schaeffer (2006), em estudo de simulagdo com gado de leite, a
utilizacdo de marcadores na selegao de reprodutores, permitira antecipar o processo
de selecdo, diminuir os custos da avaliacdo, aumentar a acuracia de selecédo e o
ganho genético. Segundo Dekkers (2007), Meuwissen (2007) e Muir (2007), a
selegdo gendbmica, comparada a tradicional baseada no BLUP (best linear unbiased
prediction), fornece maior acuracia para as predicdes dos valores genéticos (EBV),
principalmente para as caracteristicas que se expressam em um sexo e/ou que
sejam de baixa herdabilidade, como € o caso das caracteristicas indicadoras de
precocidade sexual. Além disso, Zhang et al. (2014) afirmaram ainda ser possivel
obter acuracias moderadas dos valores gendmicos para caracteristicas reprodutivas
e, portanto, ser vantojosa a utilizagcdo da selecdo gendmica para melhorar a

fertilidade das fémeas.

De acordo com Boddhireddy et al. (2014), a selecdo gendbmica agregou valor
aos meétodos tradicionais, aumentando a acuracia de predigao dos EBVs, permitindo
assim, ganho genético mais rapido, devido a diminui¢do do intervalo de geracdes, e
fornecendo decisdo de selecdo dos animais mais acurada. A acuracia de predicéo é
importante para a aplicacdo da selegdo gendbmica e depende de varios fatores,
como: herdabilidade da caracteristica, tamanho da populacao de referéncia, variavel
dependente utilizada para predizer os valores gendmicos, desequilibrio de ligagéao
entre SNPs e QTL, numero de QTL associados a caracteristica e qual método esta
sendo utilizado para predizer os valores genémicos (GARRICK et al., 2009;
DAETWYLER et al., 2010; DE LOS CAMPQOS et al., 2013).
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Varias metodologias tém sido utilizadas para predizer os valores genémicos,
as quais diferem quanto a suposicao da distribuicdo a priori dos efeitos dos SNPs.
No método GBLUP (VANRADEN, 2008; MEUWISSEN et al., 2001) assume-se que
os efeitos de todos os SNPs sdo normalmente distribuidos, com média zero e
mesma variancia para todos os marcadores. Dentre os métodos com abordagem
Bayesiana, os quais utilizam varios tipos de distribuicbes a priori para os efeitos e
variancias dos SNPs, podemos citar: BayesA e BayesB (MEUWISSEN et al., 2001),
B y Cmr(HABIER ., 2011) e IBLASSO (LEGARRA et al., 2011).

Para a metodologia BayesA, assume-se que as variancias diferem para cada
SNP. Com o método BayesB é permitido que muitos marcadores possam ter efeito
igual a zero, assumindo uma distribuicao a priori com efeito dos SNPs igual a zero
com probabilidade 1T e os demais com variancia locus-especifica com probabilidade
(1- ). Para ambos os métodos, a distribuicdo marginal a priori para os efeitos dos
SNPs é uma t-student, permitindo uma cauda mais longa na densidade da curva,
sendo possivel identificar genes com efeito maior. Outro método Bayesiano, o
B y Cimr, foi derivado do método BayesC (KIZILKAYA et al., 2010; SUN et al.,
2011), que por sua vez € uma modificagdo do BayesB, substituindo os componentes
das variancias locus-especificas por varidncias de efeito comum. O BayesCr é
equivalente ao BayesC com uma fracdo m desconhecida de SNPs com efeito
diferente de zero, com distribuigcdo uniforme (0,1) a priori para . O método LASSO
foi proposto por Tibshirani (1996) e modificado por Legarra et al. (2011), tornando-se
entdo Improved Bayesian Lasso (IBLASSO). Neste método assume-se distribuicdo
dupla exponencial para os efeitos dos SNPs, com efeitos proximos de zero e
variancias individuais, produzindo um shrinkage especifico de acordo com o efeito e

variancia do marcador.

Hayes (2009) demonstrou que a metodologia e distribuicdo mais adequada
para a estimacao dos efeitos dos SNPs é condicionada a caracteristica que esta
sendo considerada, uma vez que a proporgao da variancia genética que é explicada
pelos SNPs, varia em funcéo da caracteristica. Luan et al. (2009), utilizando dados
de caracteristicas produtivas e reprodutivas de gado Norwegian Red (Bos taurus),

também concluiram que o método mais adequado para estimar os efeitos dos
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marcadores depende da caracteristica analisada. Colombani et al. (2013), em
estudo utilizando as caracteristicas produgéo de leite, teor de gordura e taxa de
concepgao, observaram que os métodos Bayesianos (BayesCtr e IBLASSO) foram

semelhantes ao GBLUP para a maioria das caracteristicas.

Para a utilizagdo das metodologias citadas, todos os animais utilizados nas
analises precisam ser genotipados. Além disso, estes métodos sdo implementados
mediante procedimento que envolve varias etapas (multi-step) até a predicdo do
valor genémico, como citado em VanRaden (2008) e Hayes et al. (2009) em gado de
leite. Na primeira etapa, os EBVs ou os EBVs desregredidos (dEBV), que serdo
utilizados como pseudo-fendtipos, sdo estimados pelo modelo BLUP tradicional, em
que a matriz de parentesco € baseada apenas no pedigree. Em seguida, estes
pseudo-fendtipos séo utilizados em modelo de predigdo genémica para estimar os
efeitos dos marcadores na populagao de referéncia e, por ultimo, predizer os valores
gendmicos por um indice de selegdao (VANRADEN, 2008; HAYES et al., 2009).

Entretanto, € importante considerar que, na pratica, nem todos os animais
com registros fenotipicos podem ser genotipados. Sendo assim, outro método foi
proposto por Misztal et al. (2009) para predizer os valores genédmicos, em que as
informacdes gendmicas, fenotipicas e de pedigree sao integradas em um unico
procedimento chamado single-step. No single-step, a matriz de parentesco baseada
no pedigree (A) e a matriz de parentesco baseada na informagao genémica (G) séo
combinadas em uma unica matriz H (LEGARRA et al., 2009). De acordo com Aguilar
et al. (2010), apesar da complexidade para a criagdo da matriz H utilizada no single-
step, 0 método é viavel até mesmo para um grande conjunto de dados. Os autores
afirmaram que a metodologia do single-step além de fornecer uma estrutura
unificada e eliminar varios parametros e suposi¢des, permite avaliagdes genéticas

mais acuradas do que com os procedimentos multi-step.

Gao et al. (2012) e Su et al. (2012), afirmaram que o single-step pode
melhorar a acuracia e reduzir o viés das predicbes gendmicas. Segundo Misztal et
al. (2013), o single-step, quando comparado aos métodos multi-step, € mais simples
de ser executado e aplicavel para modelos mais complicados, como por exemplo

para multicaracteristicas. Além disso, diferente do multi-step que, geralmente, utiliza
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a informacao dos dEBV como variavel dependente para predizer o valor genédmico, o
single-step usa a informagao dos fendtipos observados. As informagdes vindas de
touros e vacas genotipados sao corretamente ponderadas, evitando dupla contagem
tanto das contribuicées devido ao parentesco quanto das informagdes dos proprios
registros (LOURENCO et al., 2015).

Associagao gendmica

Além da selegdao gendmica, os estudos de associagdo gendmica ampla
(GWAS) vém sendo realizados para identificar genes que estdo associados com
caracteristicas de interesse econdmico. A descoberta desses genes e como estes
atuam na expressao das caracteristicas sdo importantes ferramentas que podem
auxiliar na aplicacéo da selegcao gendmica (CHEONG et al., 2008). Varias ragas de
origem zebuina tém sido utilizadas em estudos de GWAS para caracteristicas
reprodutivas (FORTES et al., 2012; HAWKEN et al., 2012; COSTA, 2013; PETERS
et al., 2013; MCDANELD et al., 2014; MELO, 2015).

Inicialmente, o0 GWAS era realizado pela metodologia de quadrados minimos
(REML - restricted maximum likelihood), aplicando-se corregédo de Bonferroni para
inferir QTL a partir dos efeitos individuais dos SNPs. O maior problema deste método
€ evitar altas taxas de falso-positivos e superestimacdo dos efeitos dos QTL
(PETERS et al., 2013). Como alternativa, os efeitos dos SNPs podem ser estimados
por inferéncia Bayesiana, onde todos os SNPs sdo considerados nas analises
simultaneamente. Diferentes alternativas tém sido utilizadas, entre elas, a estimacéao
e associacao de janelas de SNPs ou dos SNPs individualmente (BODDICKER et al.,
2011; PETERS et al., 2012).

Segundo Wang et al. (2014), estas metodologias podem ter varias limitagdes
se EBVs forem utilizados como pseudo-fenétipo. Quando a maioria das informagdes
fenotipicas é proveniente de animais nao genotipados, os EBVs precisam ser
desregredidos (GARRICK et al., 2009). O calculo da desregressdo depende da
acuracia dos EBVs, a qual ndo pode ser inferida diretamente em um grande conjunto

de dados, sendo estimada entdo uma acuracia aproximada, o que torna o processo
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ineficaz (SANCHEZ et al., 2008). Recentemente, o método single-step, proposto por
Wang et al. (2012), tem sido utilizado nos estudos de GWAS (WANG et al., 2012;
DIKMEN et al., 2013; WANG et al., 2014), onde informagdes de gendtipo, fendtipo e
pedigree podem ser incorporadas conjuntamente em uma unica etapa para estimar
os efeitos dos SNPs. Com este método, todos os SNPs s&o considerados

simultaneamente com os fenétipos dos animais genotipados e ndo genotipados.

Os resultados obtidos na literatura indicam a existéncia de varios loci no
genoma bovino afetando caracteristicas relacionadas a reprodugédo (FORTES et al.,
2012; HAWKEN et al., 2012; COSTA, 2013; PETERS et al., 2013; MCDANELD et
al., 2014; MELO, 2015). Entretanto, tem sido observado que em varios trabalhos
com bovinos, considerando as mesmas caracteristicas, porém utilizando diferentes
racas ou populagdes, diferentes regides cromossémicas associadas a essas
caracteristicas sao encontradas (FORTES et al., 2012; ABO-ISMAIL et al., 2014;
SAATCHI et al.,, 2014). Segundo Tizioto et al. (2013), isto ocorre possivelmente
devido as diferengas entre as ragas, principalmente entre as taurinas e zebuinas,
para as frequéncias alélicas das mutacbdes causais ou a extensdo do desequilibrio
de ligacao entre os SNPs e as variantes causais. Sendo assim, a identificacao de
genes candidatos para caracteristicas reprodutivas das fémeas podera contribuir

para uma selecao mais eficiente destas caracteristicas.

Objetivo geral

Objetivou-se com este estudo realizar associagdo genémica ampla, visando
detectar regides cromossémicas associadas a caracteristicas indicadoras de
precocidade sexual de bovinos da raga Nelore, bem como avaliar metodologias para

a predig¢ao de valores gendmicos visando a selecao destas caracteristicas.

Objetivos especificos

- Verificar a associagao de regides cromossémicas com as caracteristicas ocorréncia
de prenhez precoce e perimetro escrotal, no genoma bovino, utilizando modelo

unicaracteristica;
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- Identificar genes presentes nestas regides cromossémicas que afetam estas

caracteristicas.

- Comparar as acuracias de predicdo das metodologias multi-step: genomic best
linear unbiased predictor (GBLUP) e Improved Bayesian least absolute shrinkage
and selection operator (IBLASSO), utilizando diferentes pseudo-fenétipos como
variaveis dependentes, para as caracteristicas idade ao primeiro parto, ocorréncia

de prenhez precoce e perimetro escrotal;

- Utilizar a metodologia do single-step (ssGBLUP) na predicdo dos valores

genbmicos e comparar as acuracias de predicdo com as dos métodos multi-step.
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Capitulo 2 - Associagdo genémica ampla para caracteristicas indicadoras de

precocidade sexual de bovinos da raca Nelore

RESUMO - Objetivou-se com este estudo realizar associagdo gendmica
ampla, visando detectar regides cromossOmicas associadas a caracteristicas
indicadoras de precocidade sexual de bovinos da raca Nelore. Foram utilizados
dados de animais da ragca Nelore, pertencentes a oito fazendas localizadas nas
regides centro-oeste, sudeste e nordeste do Brasil, que integram os programas de
melhoramento genético da DeltaGen® e Paint® (CRV Lagoa). As caracteristicas
associadas a precocidade sexual utilizadas neste estudo foram a ocorréncia de
prenhez precoce de novilhas (P16) e o perimetro escrotal (PE). Foram utilizados
dados de 72.675 fémeas e de 83.911 machos com fendtipo, sendo que destes,
1.770 fémeas e 1.680 machos eram genotipados. As estimativas dos efeitos dos
SNPs foram obtidas utilizando-se a metodologia single-step (WssGBLUP) e os
fendtipos observados foram utilizados como variaveis dependentes. Todos os
animais com gendétipo e fendtipo disponiveis, além dos que tinham informagao
apenas do fendtipo, foram utilizados aplicando-se modelo animal unicaracteristica
para predizer os valores genéticos e, posteriormente, as solugdes dos efeitos dos
SNPs foram obtidas a partir destes valores genéticos. Os resultados das analises de
associagao genémica ampla (GWAS) foram apresentados com base na proporgéao
da variancia explicada por janelas de 150 SNPs adjacentes. Foram identificadas as
10 janelas que capturaram a maior proporgdo da variancia explicada pelos
marcadores. Os resultados obtidos neste estudo indicam o carater poligénico das
caracteristicas P16 e PE, constatando que as caracteristicas indicadoras de
precocidade sexual estudadas neste trabalho s&o, provavelmente, controladas por
grande numero de genes, com alguns de efeito moderado. As 10 janelas de maior
efeito obtidas para a P16 estao localizadas nos cromossomos 5, 6, 7, 14, 18, 21 e 27
e somadas explicaram 7,91% da variancia genética total. Para o PE, estas janelas
estdo nos cromossomos 4, 8, 11, 13, 14, 19, 22 e 23, explicando 6,78% da variancia
total. Com as analises de GWAS foi possivel identificar regides cromossdmicas
associadas com P16 e PE. A identificacdo dessas regides possibilita o melhor
entendimento e avaliagdo destas caracteristicas, além de indicar genes candidatos
para estudos futuros de investigagcdo de mutagdes causais.

Palavras-chave: Bos indicus, GWAS, janelas de SNPs, varidncia genética, single-
step
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GENOME WIDE ASSOCIATION FOR INDICATOR TRAITS OF SEXUAL
PRECOCITY IN NELLORE CATTLE

ABSTRACT - The objective of this study was to perform genome-wide
association to detect chromosomal regions associated with indicator traits of sexual
precocity of Nellore cattle. Data from Nellore animals belonging to eight farms
located in the Midwest, Southeast and Northeast of Brazil, integrating animal
breeding programs of DeltaGen® and Paint® (CRV Lagoa), were used. The traits
associated with sexual precocity used in this study were the occurrence of early
pregnancy of heifers (EP) and scrotal circumference (SC). Data of 72,675 females
and 83,911 males with phenotype were used, and from these, 1,770 females and
1,680 males were genotyped. The estimates of the SNP effects were obtained using
the single-step method (WssGBLUP), and the observed phenotypes were used as
dependent variables. All animals with genotype and phenotype available, in addition
to the information which had just phenotype, were used applying single trait animal
model to predict the genetic values and, subsequently, the solutions of the SNP
effects were obtained from these genetic values. Results of the analysis of GWAS
were presented based on the proportion of variance explained by windows with 150
adjacent SNPs. The 10 windows that captured the greatest proportion of variance
explained by markers were identified. The results of this study indicate the polygenic
nature of the traits EP and SC, verifying that the indicator traits of sexual precocity
studied in this work are probably controlled by many genes, with some with moderate
effect. The 10 windows with greater effect obtained for EP are located on
chromosomes 5, 6, 7, 14, 18, 21 and 27 and together explained 7.91% of the total
genetic variance. For SC, these windows are on chromosomes 4, 8, 11, 13, 14, 19,
22 and 23, explaining 6.78% of the total variance. With GWAS analysis it was
possible to identify chromosomal regions associated with EP and SC. Identifying
these regions enables better understanding and evaluation of these traits, besides
indicating candidate genes for future research studies of causal mutations.

Key-words: Bos indicus, GWAS, genetic variance, single-step, SNP windows
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1. INTRODUGAO

As caracteristicas reprodutivas, dentre elas as de precocidade sexual das
fémeas, estdo diretamente relacionadas a rentabilidade do sistema de producgéo de
gado de corte. Segundo Brumatti et al. (2011), que realizaram estudos de valores
econdmicos para caracteristicas reprodutivas, estas podem ser até treze vezes mais
importante que as caracteristicas de crescimento. A idade a puberdade de fémeas é
uma caracteristica economicamente consideravel, principalmente, para Bos indicus,
que sao considerados mais tardios sexualmente quando comparados aos Bos taurus
(CUNDIFF, 2004; SARTORI et al., 2010). Entretanto, esta é de dificil selegcdo uma
vez que, para a identificagao do inicio da puberdade das novilhas, que é a idade em
que a fémea expressa sua capacidade de reproducédo (LANNA; DELGADO, 2000),
seria necessaria uma adequagdo no manejo, com o0 uso de rufido ou exames
hormonais para detecgcdo de cio, acarretando em maior custo no sistema de
produgado. Por outro lado, caracteristicas indicadoras de precocidade sexual, como
por exemplo, ocorréncia de prenhez precoce (P16) e perimetro escrotal (PE), sdo
obtidas mais facilmente no rebanho, fazendo parte da colheita rotineira de dados,

podendo assim, ser utilizadas como critério de selecéo.

Apesar destas caracteristicas serem faceis de medir em grande numero de
animais e apresentarem herdabilidade alta (VAN MELIS et al., 2010; SILVA et al.,
2011; SANTANA JR et al., 2013; ELER et al., 2014), elas s&o limitadas ao sexo e, no
caso da ocorréncia de prenhez, € mensurada somente apds o primeiro parto. A
avaliagao de touros para P16 depende de um teste de progénie, sendo que estes
animais terao valores genéticos (EBV) acurados disponiveis muito tempo depois de
foram selecionados (HAWKEN et al., 2012). Estas avaliagcdes sdo de alto custo e

aumentam o intervalo de geragdes, diminuindo o ganho genético anual.

Recentemente, os avangos tecnolégicos possibilitaram a utilizagdo de painéis
densos de SNPs (single nucleotide polimorphisms) para estudos de associagéo
gendmica ampla (GWAS). Assim, os SNPs associados aos QTL (quantitative trait
loci), que influenciam na expressédo das caracteristicas, podem ser identificados e

utilizados na construgao de painéis de SNPs que auxiliardo no processo de selecao
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(PETERS et al., 2012). Segundo Cochram et al. (2013), uma forma de melhorar a
acuracia das predigdes gendmicas para fertilidade é incorporando nos painéis SNPs

associados a genes envolvidos com caracteristicas reprodutivas.

Dentre os métodos utilizados para o GWAS, um método classico era utilizado
inicialmente, o qual se baseia no teste de um Unico marcador por vez, em que cada
SNP é tratado como covariavel no modelo (HHRSCHHORN; DALY, 2005). Apesar
deste método ser vantajoso quanto a facilidade da aplicagdo do teste de
significancia, € provavel que resulte em pior ajuste dos dados comparado aos
métodos em que sao considerados todos os SNPs em conjunto (WANG et al., 2012).
Estes, por sua vez, sao realizados em varias etapas (multi-step), onde os EBVs sao
estimados por meio de modelo BLUP tradicional e, em seguida, estes EBVs seréo
utilizados como pseudo-fendtipos em modelos de predigcdo gendémica para estimar
os efeitos dos marcadores (VANRADEN, 2008; HAYES et al.,, 2009). Nestes
procedimentos, apenas os animais com fendtipo e gendtipo sdo incluidos nas

analises.

O método single-step GBLUP (ssGBLUP), que integra as informagdes de
pedigree, fendtipo e gendtipo, foi proposto por Misztal et al. (2009). Segundo Wang
et al. (2012), o ssGBLUP baseia-se no modelo infinitesimal, o qual assume igual
variancia para todos os efeitos dos SNPs, causando uma limitagdo no uso da
metodologia, visto que esta ndo é a real situagdo para todas as caracteristicas de
interesse econ6mico. Estes autores propuseram o ssGBLUP ponderado
(WssGBLUP), que combina as informacbes de pedigree, fendtipo e gendtipo, em
que diferentes pesos podem ser atribuidos para os marcadores em um processo

iterativo para atualizar as solu¢des dos SNPs.

Com os estudos de GWAS, alguns genes associados a caracteristicas
reprodutivas em bovinos tém sido descritos na literatura, para animais de origem
zebuina (FORTES et al., 2012; HAWKEN et al., 2012; COSTA, 2013; PETERS et al.,
2013; MCDANELD et al., 2014; MELO, 2015). Entretanto, poucos trabalhos foram
publicados para caracteristicas indicadoras de precocidade sexual na raga Nelore.
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Objetivo geral

Objetivou-se com este estudo realizar associagdo genémica ampla, visando
detectar regides cromossémicas associadas a caracteristicas indicadoras de
precocidade sexual de bovinos da raga Nelore por meio da metodologia do single-
step, trazendo subsidios para o melhor entendimento da distribuicdo dos genes que

afetam estas caracteristicas, bem como para a sele¢cdo genémica.

Objetivos especificos

- Verificar a associagao de regides cromossOmicas com as caracteristicas ocorréncia
de prenhez precoce e perimetro escrotal, no genoma bovino, utilizando modelo

unicaracteristica;

- Identificar genes presentes nestas regides cromossémicas que afetam estas

caracteristicas.

2. MATERIAL E METODOS

Dados fenotipicos

Foram utilizados dados de animais da raca Nelore, pertencentes a oito
fazendas localizadas nas regides centro-oeste, sudeste e nordeste do Brasil, que
integram os programas de melhoramento genético da DeltaGen® e Paint® (CRV
Lagoa).

Nestas fazendas, realiza-se uma estacdo de monta antecipada, para as
novilhas de 14 a 18 meses de idade, entre os meses de fevereiro e abril, com
duracado de, aproximadamente, 60 dias, onde todas as fémeas sao expostas a
reproducao independente do peso e da condigido corporal. A estacdo de monta para
as vacas tem inicio em torno da segunda quinzena do més de novembro com
duracao de, aproximadamente, 90 dias. As épocas de nascimento dos bezerros se
concentram de agosto a outubro e novembro a janeiro, € 0s mesmos sao mantidos

com suas maes até os sete meses de idade a pasto. As novilhas sdo avaliadas
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quanto a prenhez por palpacao retal, aproximadamente, 60 dias apds o término da
estagcdo de monta antecipada. Novilhas que ndo concebem na estacdo de monta
antecipada sao expostas novamente aos dois anos de idade. Os critérios de
descarte de fémeas no rebanho sao: falha reprodutiva até os dois anos de idade,
falha da vaca em um ano, baixa avaliacdo de desempenho de progénies e, uma
pequena percentagem, por sanidade.

As caracteristicas associadas a precocidade sexual utilizadas neste estudo
foram: a ocorréncia de prenhez precoce de novilhas (P16) e o perimetro escrotal
(PE). A P16 foi definida com base na concepgao e paricdo da novilha, desde que a
mesma tenha entrado na estacdo de monta em torno dos 16 meses de idade. As
novilhas que pariram com menos de 31 meses de idade foi atribuido o valor 1
(sucesso) e, o valor 0 (fracasso) aquelas que falharam, ou seja, que pariram depois
de 31 meses de idade. O PE foi mensurado em centimetros e obtido ao sobreano.

Os efeitos fixos considerados na formagdo dos grupos de contemporaneos
(GC), para as duas caracteristicas, incluiram a safra de nascimento, fazenda e grupo
de manejo ao nascimento, na desmama e ao sobreano. Foram eliminados GC sem
variabilidade para P16, ou seja, aqueles em que todos o0s animais apresentaram a
mesma categoria de resposta, e GC com registros fora dos intervalos dados pela
média do grupo mais ou menos trés desvios-padrdo para PE. Além disso, para
ambas as caracteristicas, GC com menos de 4 observacdes foram excluidos das
analises.

Para ambas as caracteristicas foram considerados os efeitos aleatoérios
genético aditivo e residual e, como efeitos fixos, o GC. Para PE, o efeito linear da
idade do animal na mensuracdo foi adicionado ao modelo como covariavel. Os
numeros de animais utilizados nas analises e alguns resultados das estatisticas
descritivas das caracteristicas estudadas sao apresentados na Tabela 1. A matriz de

parentesco dos animais constituiu-se de 203.017 animais.
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Tabela 1. Numero de animais nas analises de associagao gendmica (Nanm), média,
valores minimos (Min) e maximos (Max) e herdabilidade (h?) para as
caracteristicas indicadoras de precocidade sexual.

Caracteristicas Nanim Média/Percentagem* Min Méx h?
P16 (%) 73.359 18,6* -- -- 0,30
PE (cm) 87.612 26,75 15 40 0,41

P16: ocorréncia de prenhez precoce; PE: perimetro escrotal.

Dados genotipicos

Foram utilizados gendtipos de 1.770 fémeas, nascidas entre 2007 e 2009, e
de 1.680 machos, nascidos entre 1993 e 2012. Além disso, foram utilizados
gendtipos de 611 touros (pais das fémeas e machos utilizados neste estudo),
nascidos entre 1965 e 2006, dos quais 223 tinham informacéao fenotipica para PE.
Todos os animais genotipados, com excecao de parte dos touros, tinham registros
de desempenho e genealogia disponiveis. As fémeas foram escolhidas entre
novilhas contemporaneas que tinham sido expostas a reprodu¢cdo em uma idade
precoce (14 a 18 meses de idade) e, os machos jovens, entre aqueles
contemporaneos que tinham fendtipo mensurado ao sobreano. Os touros
genotipados escolhidos foram aqueles que tinham progénie avaliada na base
Aliangca Nelore, que tiveram material bioldégico (sémen ou pélo) encontrado. Os
animais foram genotipados utilizando-se o painel de alta densidade lllumina Bovine
HD assay (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), contendo 777.962 SNPs.

O controle de qualidade dos gendtipos foi efetuado em um processo iterativo,
onde a cada iteragdo eram excluidos, primeiramente, os SNPs e, em seguida, as
amostras, repetindo-se até que nenhum SNP ou amostra fossem excluidos. Os
seguintes critérios de exclusdao para os SNPs foram utilizados: regides nao-
autossdmicas; mapeados na mesma posi¢cao; p-value para o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg menor que 107°; frequéncia do alelo menor (MAF) menor que 2%,
GencCall menor que 15% e eficiéncia da genotipagem de cada SNP (call frequency)
menor que 95%. Para as amostras, aquelas com call rate menor que 90% e/ou
duplicadas foram excluidas. Apds o controle de qualidade, permaneceram para as
analises 412.993 SNPs.
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Andlises dos dados

As estimativas dos efeitos dos SNPs foram obtidas utilizando-se a
metodologia single-step ponderado (WssGBLUP), proposta por Wang et al. (2012).
Os fendtipos observados das caracteristicas P16 e PE foram utilizados como
variaveis dependentes. Todos os animais com genotipo e fendtipo disponiveis, além
dos que tinham informacdo apenas do fendtipo, foram utilizados aplicando-se

modelo animal unicaracteristica para predizer os valores genéticos:
y=Xb+Z,a+e

em que, y é o vetor de fendtipos observados tanto dos animais genotipados quanto
dos animais nao genotipados (para P16, € o vetor de ); X € a matriz de incidéncia
dos efeitos fixos; b € o vetor dos efeitos fixos, incluindo grupo de contemporaneos e,
como covariavel, a idade em que o PE foi mensurado para a caracteristica PE; Z, é
a matriz de incidéncia dos efeitos genéticos aditivos; a € o vetor aleatorio dos efeitos
genéticos aditivos; e e € o vetor dos efeitos residuais. Para a caracteristica P16 foi
assumido modelo de limiar, sendo que este relaciona o fendtipo observado na
escala categdrica com uma escala subjacente normal continua.

Para os efeitos genéticos é assumido que a ~ N(0, Ho2), em que H é a matriz
de parentesco baseada tanto na informagdao genémica quanto na informacao de
pedigree e 2 é a variancia genética aditiva. Para os efeitos residuais, assumiu-se
que e ~ N(0, lg?), em que | € uma matriz identidade e o2 é a variancia residual.
Como o2 ndo é estimavel na escala subjacente (GIANOLA; FOULLEY, 1983), foi
atribuido o valor 1 para a 62, para a caracteristica P16. A matriz H possui a seguinte
inversa (AGUILAR et al., 2010):

et )

em que, A € a matriz do numerador do coeficiente de parentesco baseada no
pedigree para todos os animais; A,, € a matriz do numerador do coeficiente de

parentesco baseada no pedigree somente para os animais genotipados; e G € a
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matriz de parentesco gendmica para os animais genotipados, calculada conforme

apresentado por VanRaden (2008).
G=2ZDZ'}

em que, Z € a matriz obtida da subtragdo da matriz de gendtipos M pela matriz P
que contém a frequéncia alélica do segundo alelo; D € uma matriz diagonal de pesos
para as variancias dos SNPs; e 1 € uma razao de variancias ou uma constante de
normalizacdo (VANRADEN, 2008):

o2 1

To2 YN 2p,(1-p)

em que, M é o numero de SNPs e p; € a frequéncia alélica do segundo alelo do
marcador i.
As solugdes dos efeitos dos SNPs () foram obtidas a partir dos valores

genéticos, seguindo o seguinte algoritmo (WANG et al., 2012 — cenario S1):
1. Na primeira iteragéo D =1; G =ZDZ'A, em que t € 0 numero de
iteracao.
2. Calcula o valor genético de todos os animais utilizando o ssGBLUP.
3. Calcula G =/1D(t)Z’G(‘t§ég; em que 3, € o valor geneético estimado dos
animais genotipados.

4. Calcula os pesos dj:.1) =ﬁi2(t)2pi(1—pi) para cada SNP (ZHANG et al.,

2010).
5. Normaliza os pesos para a variancia genética aditiva permanecer constante
D _ tT(D(O))
(t+1) — tr(Des1)) (t+1)-

6. Ca|CU|a G(t+1) == ZD(t+1)Z,A.
7. t=t+1.

8. Sai ou volta para o passo 3.
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Dessa forma, a matriz G foi recalculada para a predi¢cao dos efeitos dos SNPs
a cada iteragéo, enquanto o 4, foi obtido uma unica vez, nao sendo alterado durante
as iteracdes. Trés iteragdes foram realizadas no total.

Os programas da familia BLUPF90 (MISZTAL, 2012) foram utilizados para as
andlises de WssGBLUP. A analise para P16 foi executada por abordagem
Bayesiana e consistiu em uma unica cadeia de 300.000 ciclos, com um burn-in
conservativo de 30.000 ciclos. O periodo de descarte amostral foi de 30, assim
9.000 amostras foram efetivamente utilizadas.

Os resultados das analises de GWAS foram apresentados com base na
propor¢gao da variancia explicada por janelas de 150 SNPs adjacentes. Foram
identificadas as 10 janelas que capturaram a maior proporgéo da variancia explicada
pelos marcadores para ambas as caracteristicas. Para a P16, estas janelas variaram
de 0,58 (cromossomo 27) a 3,02 Mb (cromossomo 21), tendo em média 1,04 Mb,
enquanto que para o PE, variaram de 0,52 (cromossomo 19) a 1,91 Mb
(cromossomo 13) com média de 0,93 Mb.

Para a identificacdo dos genes foi utilizada a ferramenta Map Viewer do
genoma bovino disponivel no NCBI, utilizando o mapa de referéncia UMD 3.1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=9913&build=1
04.0). Foram considerados somente os genes que estavam dentro das janelas de
150 SNPs. Foi realizada pesquisa manual para conhecimento da fungao metabdlica
dos genes identificados, afim de entender a agdo desses genes sobre as

caracteristicas estudadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Assim como nos estudos de simulagdo de Wang et al. (2012) e Melo (2015),
com a recomputacao dos pesos dos SNPs a cada iteracao, e subsequente recalculo
dos efeitos dos marcadores, os SNPs de menor efeito tiveram seus efeitos
reduzidos, com efeitos mais proximos de zero, enquanto que os de maior efeito
tornaram-se ainda maiores (resultados nao apresentados). Contudo, a terceira

iteragcdo mostrou maior numero de picos em diferentes cromossomos. As janelas
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que capturaram a maior proporg¢ao da variancia explicada pelos marcadores, obtidas
na segunda iteragdo, podem ser observadas na Figura 1, onde o Manhattan Plot é

apresentado para ambas as caracteristicas P16 e PE.

De acordo com Wang et al. (2012), a segunda iteragao foi a que possibilitou
maior acuracia de estimacao dos efeitos dos SNPs com o WssGBLUP. Segundo os
autores, na segunda iteracdo ocorreu uma combinacdo de ponderadores que
minimizaram as estimativas de erros e refletram a realidade de que SNPs
adjacentes a um QTL contribuiram para a estimativa daquele QTL. Melo (2015)
relatou que, para o WssGBLUP utilizando dados simulados, das trés iteragbes
analisadas, a segunda iteracao foi melhor por detectar mais precisamente os QTL,
sendo que na terceira iteragdo, sinais falso positivos podem ter sido capturados

pelos marcadores.

As propor¢des das variancias explicadas pelas janelas (Figura 1) indicam o
carater poligénico das caracteristicas P16 e PE, isto €, as caracteristicas indicadoras
de precocidade sexual estudadas neste trabalho sido, provavelmente, controladas
por grande numero de genes, com alguns de efeito moderado. As 10 janelas de
maior efeito obtidas para a P16 estao localizadas nos cromossomos 5, 6, 7, 14, 18,
21 e 27 e somadas explicaram 7,91% da variancia genética total. O cromossomo 21
apresentou as duas janelas de maior efeito para P16, explicando 2,31% da variancia
total. Os genes conhecidos, encontrados nestas janelas estdo apresentados na
Tabela 2.
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P16

1 3 5 7 9 1n 13 15 17 19 21 23 d/ 7B

Figura 1. Manhattan Plot para ocorréncia de prenhez precoce (P16) e perimetro
escrotal (PE) em bovinos da raga Nelore. O eixo y representa a proporgdo da
variancia explicada pelas janelas de 150 SNPs e o numero dos cromossomos esta

indicado no eixo X.

Foram encontradas, no presente estudo, janelas associadas a caracteristica

P16 que também foram previamente associadas as caracteristicas idade ao primeiro
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parto (Chr05/16,06-17,12Mb e Chr07/41,29-42,03Mb) e reconcepg¢ado de novilhas
(Chr14/22,61-23,40Mb), por Melo (2015), utilizando dados reais (mesmo banco de
dados e critério metodoldgico deste estudo). Estes resultados coincidentes ja eram
esperados uma vez que tanto P16 como idade ao primeiro parto sdo caracteristicas
indicadoras de precocidade sexual de fémeas e apresentam correlagdo genética
favoravel (ELER et al., 2014).

Tabela 2. Identificagdo dos genes, com base nas 10 janelas de 150 SNPs que

explicaram a maior variancia genética, para a caracteristica ocorréncia de

prenhez precoce em bovinos da raca Nelore.

Posicéo (pb) Genes

Var (%)

LOC104972336, LOC104972335,
SYT1, LOC104972334, PAWR,
LOC104972337, LOC104972338,
PPP1R12A, OTOGL, LOC616702,
LOC100139469, LOC104972340,
LOC104972339, LOC100849027, PTPRQ

8885458-10124194

0,54

16060262-17119004 MGAT4C, LOC101906434, LOC781871

0,61

LOC781502, LOC101907884,
LOC104972659, NDST4

10646200-11661005

0,90

LOC104969038, PRSS38,
LOC100138519, LOC784059, SNAP47,
JMJD4, ZNF354B, VN2R401P,
3116169-3849099 VN2R402P, VN2R403P, LOC104969039,
LOC100295355, ATP13A1, GMIP, LPAR2,
PBX4, LOC104969040, CILP2, YJEFNS,
NDUFA13, TSSK6, GATAD2A

0,60

MGAT1, LOC104969159, ZFP62,
LOC618125, LOC614895,
LOC104972830, LOC530231, OR2V1,
LOC100299289, LOC101902906,

41289319-42032123

0,98
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LOC104972831, BTNL9, OR2V2,
LOC508420, LOC104969160, TRNAL-
AAG, TRNAT-UGU, TRIM7, TRNAA-UGC,
TRNAK-CUU, TRNAV-AAC, TRNAV-CAC,
TRIM41, GNB2L1, TRIM52, LOC509006,
IF147, ZNF496, NLRP3

LOC104974016, PCMTD1,
LOC101906226, LOC104974020, ST18,
14 22610144-23399257 LOC100141260, LOC101906592, 0,51
FAM150A, RB1CC1, LOC104974017,
NPBWR1, OPRK1

LOC104974747, LOC101905587, MON1B,
18 4263730-4907873 LOC104974727, SYCE1L, ADAMTS1S, 0,67
LOC104974729, LOC104974728

SNRPN, SNURF, NDN, MAGEL2, MKRN3,
LOC789575, LOC100336464,
LOC101908683, LOC101904983,
LOC789520, LOC104968504,
LOC101905258, LOC101905210,
LOC619073, LOC789547,
21 8725-3028689 LOC101905329, LOC104975302, 1,31
LOC100139608, LOC615561,
LOC101906493, LOC101905769,
LOC101909016, LOC101902420,
LOC101906577, LOC101909328,
LOC100848941, LOC101907203, UBE3A,
LOC100140958, ATP10A
SYNE3, LOC100847284, GLRX5,
61928582-62528341 LOC104975438, TCL1B, TCL1A, TUNAR, 1,00
C21H140rf132

27 992755-1574730 CSMD1, LOC104976023 0,79

Chr: cromossomo; Var: variancia genética aditiva explicada pela janela.
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Dentre os genes dessas regides, alguns se destacam por atuarem como
receptores olfativos, como os genes da janela Chr07/41,29-42,03Mb (LOC618125,
LOC614895, LOC530231, OR2V1, LOC100299289, OR2V2 e LOC508420), além do
LOC100139608 situado na janela Chr21/0,01-3,02Mb. Existe uma explicagéo
fisiolégica para estes genes estarem associados a P16, pois receptores olfativos
podem atuar nas células germinativas que sao as precursoras dos gametas
(DIEDRICHS et al., 2012), afetando sua produgdo e, consequentemente, a
reprodugdo. Eles também estdo presentes nos proprios gametas, agindo na
quimiotaxia entre espermatozoide e ovulo a fim de promover a fecundagdo de
gametas cujos alelos dos genes do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC)
sejam os mais diferentes possiveis (ZIEGLER et al., 2010), garantindo a

possibilidade de sucesso na fecundagao.

Alguns genes presentes nesta janela do cromossomo 7 ja haviam sido
identificados em estudos de assinatura de selecdo com diversas ragas bovinas,
como o gene MGAT1 (QANBARI et al., 2011), que possui fungdo na produgéo de
gametas (SHI et al., 2004), ou detectados em estudos de mapeamento fino, como o
gene ZNF496, associado a fertilidade de bovinos leiteiros (GOLIK et al., 2011). Um
grupo de genes identificado em outra janela do cromossomo 7 (Chr07/3,12-3,85Mb)
atua como receptores vomeronasais (VN2R401P, VN2R402P e VN2R403P).
Presentes no 6rgdo vomeronasal em mamiferos, eles possuem como fungao
detectar feroménios ligados a reprodugdao e escolha dos parceiros sexuais
(STOWERS; KUO, 2015), garantindo a imunidade da futura prole.

A regiao Chr21/0,01-3,02Mb esta sob efeito epigenético da metilacdo e
engloba os genes SNRPN, SNURF, NDN, MAGEL2 e UBE3A. Esses genes tém
funcdo conhecida na implantacdo de embrides de diversas espécies. Assim, a nao
implantagdo de embrides pode ser causada por erros na organizagao do imprinting
desses genes ou pelo fato deles serem diferencialmente expressos durante o
processo de implantacao (O'DOHERTY et al., 2012). Além disso, o gene MAGEL?2
também ja foi relatado como essencial para o desenvolvimento da placenta de
suinos (JIANG et al., 2014) e associado com a caracteristica PE em bovinos Nelore
(UTSUNOMIYA et al., 2014).
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Outros genes ainda destacam-se por papel biolégico ou por serem expressos
em tecidos alvo para a reprodugédo. O gene PAWR (Chr05/8,89-10,12Mb) tem sua
expressao alterada no foliculo pré-ovulatério de bubalinos (RAO et al., 2011) e o
gene LPAR2 (Chr07/3,12-3,85Mb) é importante para o desenvolvimento da prenhez
de bovinos com efeito sobre o corpo luteo (KOWALCZYK-ZIEBA et al., 2012). Os
genes GNB2L1 (Chr07/41,29-42,03Mb) e MON1B (Chr18/4,26-4,91Mb) atuam no
desenvolvimento do embrido podendo estar diretamente associados com taxa de
prenhez em fémeas e manutengao do concepto em estagio inicial (COCHRAN et al.,
2013; JIANG et al., 2014). O gene LOC101905587 (TIMP1), também localizado no
cromossomo 18, participa do desenvolvimento folicular em bovinos (HAYASHI et al.,
2010), bem como do remodelamento do endométrio (MITKO et al., 2008). Ainda, ha
0 gene RB1CC1 (Chr14/22,61-23,40Mb) que participa da meiose e esta associado a

falha ovarina prematura em mulheres (LEDIG et al., 2010).

A janela encontrada no cromossomo 14 encontra-se situada entre as regides
20 e 30 Mb. Alguns estudos encontraram SNPs nestas regides associados com
diversas caracteristicas em diferentes ragas bovinas: idade a puberdade em machos
e fémeas, intervalo de anestro pos-parto, facilidade de parto, altura de garupa,
estatura, tamanho corporal, taxa de natimorto, niveis de horménio de crescimento
(IGF-I), peso e deposi¢cédo de gordura (BOLORMAA et al., 2011a; BOLORMAA et al.,
2011b; KARIM et al., 2011; PAUSCH et al., 2011; FORTES et al., 2012; HAWKEN et
al., 2012; FORTES et al.; 2013).

Ainda em outros estudos com bovinos, para caracteristicas reprodutivas,
foram detectadas regides que também foram encontradas neste trabalho, como as
regibes Chr05/8,89-10,12Mb (FORTES et al., 2014; HOGLUND et al, 2014;
SAATCHI et al., 2014), Chr07/3,12-3,85Mb e Chr07/41,29-42,03Mb (HOGLUND et
al, 2014), Chr21/0,01-3,02Mb (HOGLUND et al, 2014; SAATCHI et al., 2014). Com
isso, € possivel reforcar que existem regides em comum de grande influéncia para

caracteristicas reprodutivas entre as ragas bovinas.

Para o PE, as janelas de maior efeito estdo localizadas nos cromossomos 4,
8, 11, 13, 14, 19, 22 e 23, explicando 6,78% da variancia genética total. Na Tabela 3

estdo apresentados os genes encontrados para a caracteristica PE. Dentre os genes
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para esta caracteristica, o OVOL2 (Chr13/37,83-38,93Mb) destaca-se por ser
altamente expresso nos testiculos, na espermatogénese, e também nos ovarios, em
niveis mais baixos, em ratos (UNEZAKI et al., 2004). Chalmel et al. (2012)
encontraram expressao deste gene na fungdo regulatéria das células germinativas

masculinas em humanos.

Tabela 3. Identificagdo dos genes, com base nas 10 janelas de 150 SNPs que
explicaram a maior variancia genética, para a caracteristica perimetro
escrotal em bovinos da raga Nelore.

Chr Posigéo (pb) Genes Var (%)
SLC26A4, LOC104972047, CBLL1,
SLC26A3, TRNASTOP-UCA, DLD,
4  48976782-49824079 0,54
LOC101906258, LAMB1, MIR2418,
NRCAM, LOC104972048
TRNASTOP-CUA, EBF2, MIR2898,
MIR2404-2, LOC101907345, TRNAW-
8  73907982-75004202 0,62
CCA, LOC104969415, TRNAG-CCC,
PPP2R2A, LOC104969416, BNIP3L
EPCAM, MSH2, KCNK12, TRNAG-UCC,
LOC104973335, LOC786908,
11 29596527-30373422 0,51
LOC104973336, MSH6, FBXO11,
LOC100300972, LOC104933337
PCSK2, LOC104973771, SLC6A9,
LOC101904180, LOC104973772,
LOC100335935, BFSP1, DSTN, RRBP1,
BANF2, LOC104973773, LOC104973774,
37826545-38932531 0,80
13 SNX5, MGME1, OVOL2, LOC104973775,
CSRP2BP, ZNF133, LOC101904281,
LOC101906934, LOC539166, DZANK1,
POLR3F, SEC23B, LOC100295268, DTD1

63267570-65181056 BPIFB1, BPIFB5, CDK5RAP1, SNTAL, 0,67
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CBFA2T2, NECAB3, C13H200rf144,
ACTL10, E2F1, PXMP4, ZNF341,
CHMP4B, RALY, EIF2S2, ASIP, AHCY,
ITCH, DYNLRB1, MAP1LC3A, PIGU,
TP53INP2, NCOAG6, GGT7, ACSS2, GSS,
MYH7B, TRPC4AP, EDEM2, PROCR,
MMP24

KLHL38, LOC614414, LOC100848930,
FBXO32, WDYHV1, ATAD2, ZHX1,
14  17826493-18510261 0,81
C14H8orf76, FAM83A, TRNAM-CAU,

LOC104974006, TBC1D31, DERL1

LOC104975061, LRRC59, EMEL1,
MRPL27, XYLT2, TMEM92,
LOC104975062, LOC618012, COL1A1,
HILS1, SGCA, PPP1R9B, PDK2, ITGA3,
19 36909118-37520214 DLX3, DLX4, LOC100196902, 1,18
LOC104975063, LOC104975067,
LOC104975066, LOC104975065,
LOC104975064, TAC4, KAT7,
LOC101902801, FAM117A
DDX42, FTSJ3, PSMC5, SMARCD?2,
TCAM1, GH1, CD79B, SCN4A, PRR29,
ICAM2, LOC506088, LOC616254,
48689556-49207130 LOC100140873, TRNAG-UCC, TEX2, 056
LOC104975109, LOC101902037,

LOC104975110, PECAM1

TADAS, LOC104975513, CAMK1, OGG1,
BRPF1, CPNE9, MTMR14,
LOC101907007, LHFPL4, SETDS,
22 16978077-17986079 THUMPD3, LOC104975514, SRGAP3, 049
LOC104975515, RAD18, CAV3, OXTR,

SSUH2, LMCD1
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LOC104969558, LOC104969567,
LOC104969575, LOC100847495, 0.60
23 14017403-14741325 LOC104969576, LRFN2, LOC101907037, ’

TRNAI-UAU

Chr: cromossomo; Var: variancia genética aditiva explicada pela janela.

Varios outros genes relacionados ao crescimento e desenvolvimento testicular
foram identificados. Muitos participam também diretamente da espermatogénese,
como o gene HILS1, que remodela a cromatina durante a produgdo de gametas
(YAN et al., 2003), os genes KAT7 e o ICAM2, presentes nas células de Sertoli
(VIJA et al., 2013; XIAO et al., 2013), o TCAM1 que € expresso nos espermatoécitos
(KURIHARA et al., 2014), o SLC26A3, essencial para a capacitacdo espermatica
(CHAN; SUN, 2014), e o RAD18, essencial para a manutengdo gendmica no

processo de producao de espermatozoides (SUN et al., 2009).

Ainda se destacam os genes FBXO032 (Chr14/17,83-18,51Mb) e EBF2
(Chr08/73,91-75Mb) relacionados a infertilidade e hipogonadismo em homens
(TRARBACH et al.,, 2005; BONACHE et al., 2014), respectivamente, e também o
gene GH1 (Chr19/48,69-49,21Mb) associado com caracteristicas seminais e de

comportamento sexual em bovinos (PAL et al., 2014).

A janela do cromossomo 14 associada a PE neste estudo também foi
encontrada por Utsunomiya et al. (2014), em estudo com a mesma ragca e mesma
caracteristica, e por Fortes et al. (2012), em estudo com touros Brahman para a
caracteristica idade do animal com 26 cm de perimetro escrotal. Todavia, muitas
regides de efeito maior apresentadas no presente estudo foram diferentes das
encontradas por Utsunomiya et al. (2014). Pode-se explicar tal fato pelo uso de
diferentes metodologias e critérios de controle de qualidade dos SNPs, bem como

da constituicdo genética da populagdo e numero de animais utilizados no estudo.

Entre as duas janelas observadas neste trabalho no cromossomo 19, mais
proximo da janela Chr19/36,91-37,52Mb, Fortes et al. (2012) encontraram o gene

IGFBP4, associado com idade a puberdade em bovinos da raca Brahman. Este
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mesmo gene foi associado anteriormente as caracteristicas concepgao de novilhas e
anestro pos-parto (LUNA-NEVAREZ et al., 2011; HAWKEN et al., 2012). Druet et al.
(2008) encontraram no cromossomo 23, na mesma regiao observada neste trabalho,
dois QTL afetando as caracteristicas porcentagem de espermatozoides vivos com
membrana citoplasmatica intacta e concentragdo de esperma. Costa (2013),
trabalhando com as caracteristicas idade ao primeiro parto e reconcepgdo de
novilhas, encontrou duas regides associadas a estas caracteristicas, nos
cromossomos 8 e 13, respectivamente, proximas as regides associadas a PE neste

trabalho.

Cabe ressaltar que a regido aqui apresentada do cromossomo 14 associada
com P16, é, em parte, reportada em estudo com bovinos da raca Nelore para
maciez de carne (MAGALHAES, 2015), e a regido do cromossomo 13 associada a
PE, foi anteriormente associada a espessura de gordura, também em bovinos da
raca Nelore (FERNANDES JUNIOR, 2015). Isso indica, possivelmente, que essas
regides tenham efeito pleiotropico, visto sua associagdo agora as caracteristicas

indicadoras de precocidade sexual.

As janelas com maior efeito encontradas para as duas caracteristicas nao
foram coincidentes, apesar da existéncia de correlacdo genética moderada para
essas caracteristicas em bovinos da raca Nelore (SANTANA JR et al., 2015). Esse
fato também foi observado por Camargo et al. (2015), em estudo de mutagdes
causais, em que SNPs altamente significativos para caracteristicas andrologicas nao
foram significativos para caracteristicas reprodutivas em fémeas. Com isso, é
possivel sugerir que a correlacdo genética entre as caracteristicas reprodutivas de
machos e fémeas se deve a genes de efeito menor que contribuem para ambas e/ou
a genes de maior influéncia em uma caracteristica e menor na outra. Ainda pode
ocorrer ligagao cromossdmica, pois como se observa nas janelas reportadas acima,
ha genes nas janelas associadas a PE que exercem fungdo na reprodugao de
fémeas (ITGA3 — ZHAO et al., 2010; DLX3 — DEGRELLE et al., 2011; FAM117A —
DROUILHET et al., 2009; DERL1 — NDIAYE et al., 2010; E2F1 — GIRARD et al.,
2015; MAP1LC3A — BANG et al., 2014; LRFN2 — COLE et al., 2011), e também
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genes nas janelas associadas a P16 que apresentam fungdes na fertilidade de
machos (TSSK6 — BISSONNETTE et al., 2009).

4. CONCLUSOES

Com as analises de GWAS foi possivel identificar regides cromossdmicas
associadas com ocorréncia de prenhez precoce e perimetro escrotal. A identificacdo
dessas regides possibilita o melhor entendimento e avaliacdo destas caracteristicas,
além de indicar genes candidatos para estudos futuros de investigacdo de mutagdes

causais.
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Capitulo 3 - Selecao genémica para caracteristicas indicadoras de precocidade

sexual de bovinos da raga Nelore

RESUMO - Objetivou-se com este estudo avaliar modelos para a predicéo de
valores genémicos visando a selegédo de caracteristicas indicadoras de precocidade
sexual de bovinos da raga Nelore. Para este estudo foram utilizados dados de
animais da ragca Nelore, provenientes de oito fazendas localizadas nas regides
centro-oeste, sudeste e nordeste do Brasil, que integram o0s programas de
melhoramento genético da DeltaGen® e Paint® (CRV Lagoa). As caracteristicas
associadas a precocidade sexual utilizadas neste estudo foram a idade ao primeiro
parto (IPP), a ocorréncia de prenhez precoce de novilhas (P16) e o perimetro
escrotal (PE). Apos o controle de qualidade e consisténcia dos dados fenotipicos,
permaneceram para as analises informacdes de 68.170, 72.675 e 83.911 animais
com fendtipo e de 1.738, 1.770 e 1.680 animais genotipados para IPP, P16 e PE,
respectivamente, e 412.993 SNPs. Os métodos foram comparados pela metodologia
da validagdo cruzada, utilizando-se o k-fold, sendo considerados cinco grupos.
Foram utilizadas duas metodologias para estimar os efeitos dos marcadores multi-
step - genomic best linear unbiased predictor (GBLUP) e improved Bayesian least
absolute shrinkage and selection operator (IBLASSO); além da metodologia single-
step (ssGBLUP). O fendtipo observado foi utilizado como variavel dependente para
estimar o valor gendmico (GEBV) usando o método single-step, enquanto que, o
fendtipo corrigido (Yc), o valor genético (EBV) e o valor genético desregredido
(dEBV) foram utilizados para os métodos multi-step. As acuracias de predi¢cao das
metodologias multi-step foram comparadas considerando a correlagdo entre os
GEBVs e as variaveis dependentes utilizadas nas analises, nas populacdes de
validacdo. Para o método single-step, a correlacao foi calculada entre os GEBVs e
os Yc. O grau de inflacdo/deflagdo das predigdes gendmicas foi obtido pelo
coeficiente de regressao da variavel dependente sobre o GEBV, para os animais do
conjunto de validagdo. As estimativas de acuracia obtidas com os métodos multi-
step variaram de 0,56 a 0,71 para IPP, de 0,53 a 0,66 para P16 e de 0,46 a 0,54
para PE. Embora, de forma geral, os métodos multi-step tenham apresentado
resultados semelhantes para a maioria das caracteristicas, o GBLUP gerou
estimativas de GEBVs mais acuradas em algumas situagbes. Os resultados
indicaram que o dEBV foi a melhor definicdo de variavel dependente em relacéo ao
EBV, pois permitiu melhor acuracia de predicdo para todas as caracteristicas. Para a
comparagao entre os métodos single e multi-step, foram considerados os resultados
obtidos com o método GBLUP, quando o Yc foi considerado como variavel
dependente. A metodologia ssGBLUP apresentou maior acuracia de predicao para
todas as caracteristicas. A selegdo genbmica, por meio da utilizagcdo do método
single-step, pode ser alternativa adequada para predizer os valores genémicos para
caracteristicas indicadoras de precocidade sexual.

Palavras-chave: acuracia de predicdo gendmica, Bos indicus, caracteristicas
reprodutivas, single-step, valor genémico



46

GENOMIC SELECTION FOR INDICATOR TRAITS OF SEXUAL PRECOCITY IN
NELLORE CATTLE

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate models to predict
genomic breeding values in order to use selection on indicator traits of sexual
precocity in Nellore cattle. For this study, data from Nellore animals belonging to
eight farms located in the Midwest, Southeast and Northeast of Brazil, which
integrate animal breeding programs of DeltaGen® e Paint® (CRV Lagoa), were used.
Age at first calving (AFC), the occurrence of early pregnancy of heifers (EP) and
scrotal circumference (SC) were used as traits associated with sexual precocity. After
quality control and consistency of phenotypic data, information of 68,170; 72,675 and
83,911 animals with phenotype, and of 1,738; 1,770 and 1,680 genotypes for AFC,
EP and SC, respectively, and 412,993 SNPs, remained for analysis. Methods were
compared by cross validation methodology, using the k-fold with five groups being
considered. Two multi-step methods were used to estimate the marker effects -
genomic best linear unbiased prediction (GBLUP) and Improved Bayesian least
absolute shrinkage and selection operator (IBLASSO); besides the single-step
method (ssGBLUP). Observed phenotype was used as the dependent variable to
estimate the genomic value (GEBV) using single-step method, whereas corrected
phenotype (Yc), estimated breeding value (EBV) and deregressed estimated
breeding value (dEBV) were used for multi-step methods. The accuracies of
prediction for multi-step procedures were compared considering the correlation
between GEBVs and dependent variables used in the analysis, in the validation
population. For single-step method, the correlation was calculated between GEBVs
and Yc. The degree of inflation/deflation of genomic predictions was obtained by
regression coefficient of variable dependent on the GEBV for the animals in
validation set. Estimates of accuracy obtained with multi-step methods ranged from
0.56 to 0.71 for AFC, from 0.53 to 0.66 for EP and from 0.46 to 0.54 for SC. Although,
generally, multi-step methods have presented similar results for most traits, GBLUP
generated estimates of GEBVs more accurate in some situations. The results
indicated that dEBV was the best definition of dependent variable compared to EBV,
because it obtained better accuracy of prediction for all traits. To compare the
methods single and multi-step, were considered the results obtained with the method
GBLUP, when Yc was considered as a dependent variable. The ssGBLUP
methodology presented higher accuracy of prediction for all traits. Genomic selection,
using the single-step method may be a suitable alternative for predicting genomic
values for indicator traits of sexual precocity.

Key-words: accuracy of genomic prediction, Bos indicus, genomic value,
reproductive traits, single-step
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1. INTRODUGAO

As caracteristicas reprodutivas ou aquelas que sao relacionadas a reproducao
vém recebendo cada vez mais atengao pelos pesquisadores e produtores, devido
sua importancia econdbmica em um sistema de produgcdo de gado de corte
(SANTANA JR et al., 2012). Dentre as caracteristicas reprodutivas, as que indicam
precocidade sexual, como a idade ao primeiro parto e ocorréncia de prenhez
precoce, mensuradas diretamente na fémea, e perimetro escrotal, medido no

macho, tém sido avaliadas em programas de melhoramento de gado de corte.

Existem algumas Ilimitacbes para a selecdo destas caracteristicas,
principalmente devido ao fato destas serem limitadas ao sexo e serem mensuradas
tardiamente na vida do animal. No caso da prenhez precoce, o fenétipo é obtido
somente apds o primeiro parto, e para perimetro escrotal, por volta dos 18 meses de
idade. Uma possivel forma de diminuir o intervalo de geragdes e ainda aumentar a
acuracia de predicdo dos valores genéticos destas caracteristicas é utilizando as
informagdes gendmicas por meio da sele¢do genémica (MEUWISSEN et al., 2001).
Com a disponibilidade de novas técnicas, o genoma pbéde ser explorado por meio
dos marcadores SNP (single nucleotide polymorphisms) e a selegdo gendmica

implantada para estimar os valores genémicos.

Apesar de varias metodologias terem sido propostas para predizer os valores
gendmicos, ndo ha consenso sobre qual a melhor a ser utilizada para cada
caracteristica. O GBLUP (genomic best linear unbiased predictor — MEUWISSEN et
al., 2001) e os métodos Bayesianos, utilizando varias distribuicdes a priori para os
efeitos dos SNPs (MEUWISSEN et al., 2001; XU, 2003; YI; XU, 2008), sdo exemplos
destas metodologias. O método GBLUP assume o modelo infinitesimal (muitos
genes de pequenos efeitos) e distribuicdo normal para os efeitos dos SNPs, com
média zero e variancia igual para todos os marcadores. Entre os métodos
Bayesianos, o método LASSO foi proposto por Tibshirani (1996) e modificado por
Legarra et al. (2011), utilizado entdo para a implementagao do IBLASSO. Este é um
modelo hierarquico, no qual as variancias individuais de cada SNP s&do modeladas

seguindo uma distribuicdo exponencial.
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As metodologias citadas acima sdo implementadas mediante procedimento
que envolve varias etapas (multi-step), como por exemplo, em VanRaden (2008) e
Hayes et al. (2009) em gado de leite. Uma avaliagao tipica é realizada em trés
etapas: (a) avaliagao tradicional com um modelo animal, (b) estimag¢ao dos efeitos
gendmicos para um numero relativamente pequeno de animais genotipados, e (c)
estimagcdo dos valores gendémicos por um indice de selecdo. O uso deste
procedimento nas avaliagdes genéticas requer a utilizagdo de varios parametros e
suposicoes, resultando em uma metodologia complexa. Misztal et al. (2009), visando
simplificar o procedimento multi-step, propuseram a metodologia do single-step, em
que a informagédo genbmica € incorporada na primeira etapa, em que a matriz de
parentesco baseada no pedigree (A) é combinada a uma matriz de parentesco
gendmica (G) baseada na informagao dos marcadores moleculares. Assim, a matriz
A pode ser modificada em uma matriz H, que inclui tanto A quanto as diferencgas
baseadas na informagdo gendmica (AA), ou seja, as diferencas entre Ae G: H=A +
AA.

Gao et al. (2012) e Su et al. (2012), afirmaram que o single-step pode
melhorar a acuracia e reduzir o viés das predicdbes gendmicas. Segundo Misztal et
al. (2013), o single-step, quando comparado aos métodos multi-step, € mais simples
de ser executado e aplicavel para modelos mais complicados, como por exemplo
para multicaracteristicas. Além disso, diferente do multi-step que, geralmente, utiliza
a informacao dos dEBV como variavel dependente para predizer o valor gendmico, o
single-step usa a informagao dos fendtipos observados. As informacdes vindas de
touros e vacas genotipados sédo corretamente ponderadas, evitando dupla contagem
tanto das contribuicdes devido ao parentesco quanto das informacdes dos proprios
registros (LOURENCO et al., 2015).

Objetivo geral

Objetivou-se com este estudo utilizar varias metodologias para a predi¢gao de
valores gendmicos visando a selecao de caracteristicas indicadoras de precocidade
sexual de bovinos da raga Nelore.
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Objetivos especificos

- Comparar as acuracias de predicdo das metodologias multi-step: genomic best
linear unbiased predictor (GBLUP) e improved Bayesian least absolute shrinkage
and selection operator (IBLASSO), utilizando diferentes pseudo-fenétipos como
variaveis dependentes, para as caracteristicas idade ao primeiro parto, ocorréncia

de prenhez precoce e perimetro escrotal;

- Utilizar a metodologia do single-step (ssGBLUP) na predicdo dos valores

genbmicos e comparar as acuracias de predicdo com as dos métodos multi-step.

2. MATERIAL E METODOS

Dados fenotipicos

Para este estudo foram utilizados dados de animais da raga Nelore,
provenientes de oito fazendas localizadas nas regides centro-oeste, sudeste e
nordeste do Brasil, que integram os programas de melhoramento genético da
DeltaGen® e Paint® (CRV Lagoa).

O manejo reprodutivo nas fazendas consideradas no estudo consta de duas
estagdes de monta, uma para vacas e outra para as novilhas. A estacdo de monta
para as vacas tem inicio em torno da segunda quinzena do més de novembro com
duracao de, aproximadamente, 90 dias. Para as novilhas de 14 a 18 meses de
idade, realiza-se uma estacdo de monta antecipada, entre os meses de fevereiro e
abril, com duracgao de, aproximadamente, 60 dias. Todas as novilhas sdo expostas a
reproducao independente do peso e da condigdo corporal. As épocas de nascimento
dos bezerros se concentram de agosto a outubro e novembro a janeiro, e 0s
mesmos sdo mantidos com suas maes até os sete meses de idade a pasto. As
novilhas sdo avaliadas quanto a prenhez por palpacgao retal, aproximadamente, 60
dias apos o término da estacdo de monta antecipada. Novilhas que ndo concebem
na estacdo de monta antecipada sdo expostas novamente aos dois anos de idade.

Os critérios de descarte de fémeas no rebanho sdo: falha reprodutiva até os dois
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anos de idade, falha da vaca em um ano, baixa avaliacdo de desempenho de
progénies e, uma pequena percentagem, por sanidade.

Neste estudo, foram utilizadas as seguintes caracteristicas associadas a
precocidade sexual: idade ao primeiro parto das fémeas (IPP), ocorréncia de
prenhez precoce de novilhas (P16) e perimetro escrotal (PE). A IPP foi medida em
dias e obtida pela diferenga entre a data do primeiro parto e a data de nascimento da
fémea. A P16 foi definida com base na concepcéao e parigdo da novilha, desde que a
mesma tenha entrado na estacdo de monta em torno dos 16 meses de idade. As
novilhas que pariram com menos de 31 meses de idade foi atribuido o valor 1
(sucesso) e, o valor 0 (fracasso) aquelas que falharam, ou seja, que pariram depois
de 31 meses de idade. O PE foi mensurado em centimetros e obtido ao sobreano.

Os grupos de contemporaneos (GC) foram constituidos por safra de
nascimento, fazenda e grupo de manejo ao nascimento, desmama e ao sobreano,
para todas as caracteristicas. Para a IPP e PE, dados fenotipicos fora dos intervalos
dados pela média do GC mais ou menos trés desvios-padrao foram excluidos. Para
P16, foram eliminados GC sem variabilidade, ou seja, aqueles em que todos os
animais apresentaram a mesma categoria de resposta (0 ou 1). Para todas as
caracteristicas, GC com menos de 4 observacdes foram excluidos das analises.

ApOs a preparagdo dos arquivos de dados, foram utilizadas nas analises
informacdes de 68.726 e 73.359 fémeas e 87.612 machos, para IPP, P16 e PE,
respectivamente, com fémeas nascidas entre 1993 a 2010 e machos nascidos entre
1993 a 2012. Em todas as analises foi utilizado um arquivo de pedigree, incluindo
até nove geragdes, com 203.017 animais na matriz de parentesco.

Para a predicdo dos valores genéticos (EBV) foram realizadas analises
unicaracteristicas utilizando modelo animal. Para todas as caracteristicas foram
considerados os efeitos aleatdrios genético aditivo e residual e, como efeitos fixos, o
GC. Para PE, o efeito linear da idade do animal na mensuracao foi adicionado ao
modelo como covariavel.

Os componentes de covariancia foram obtidos utilizando os programas da
familia BLUPF90 (MISZTAL, 2012). A analise para P16 foi executada por
abordagem Bayesiana e consistiu em uma unica cadeia de 300.000 ciclos, com um

burn-in conservativo de 30.000 ciclos. O periodo de descarte amostral foi de 30,
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assim 9.000 amostras foram efetivamente utilizadas. Os EBVs desregredidos
(dEBVs), utilizados nas analises, foram calculados de acordo com o método de
VanRaden e Wiggans (1991). O numero de GC utilizados nas anadlises e alguns
resultados das estatisticas descritivas das caracteristicas utilizadas neste estudo

estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Numero de grupos de contemporaneos (Ngc), média, minimo (Min) e
maximo (Max), herdabilidade (h?) e acuracia média dos EBVs (acce) e dos
dEBVs (accy) das caracteristicas indicadoras de precocidade sexual em
bovinos da raca Nelore.

Caracteristica Ngc  Média/Percentagem®  Min Max h? acce accy
IPP (dias) 3.750 1.046 750 1.200 0,21 0,50 0,65
P16 (%) 2.559 18,6* - - 0,30 0,60 0,75
PE (cm) 4.050 26,75 15 40 0,41 0,66 0,78

IPP: idade ao primeiro parto; P16: ocorréncia de prenhez precoce; PE: perimetro

escrotal.

Dados genotipicos e populagao de validacao

Foram genotipados 2.295 fémeas, nascidas entre 2007 e 2009, e 1.800
machos, nascidos entre 1993 e 2012, utilizando-se o painel de alta densidade
lllumina Bovine HD assay (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), contendo 777.962
SNPs. Além disso, foram utilizados gendétipos de 611 touros (pais das fémeas e
machos utilizados neste estudo), nascidos entre 1965 e 2006, dos quais 223 tinham
informacao fenotipica para PE.

O controle de qualidade dos gendtipos foi efetuado em um processo iterativo,
onde a cada iteragdo eram excluidos, primeiramente, os SNPs e, em seguida, as
amostras, repetindo-se até que nenhum SNP ou amostra fossem excluidos. Os
seguintes critérios de exclusdao para os SNPs foram utilizados: regides nao-
autossbmicas; mapeados na mesma posi¢cao; p-value para o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg menor que 107 frequéncia do alelo menor (MAF) menor que 2%,
GenCall menor que 15% e eficiéncia da genotipagem de cada SNP (call frequency)
menor que 95%. Para as amostras, aquelas com call rate menor que 90% ou

duplicadas foram excluidas. Apds o controle de qualidade, permaneceram para as
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analises informagdes de 1.738, 1.770 e 1.680 animais com gendtipo e fendtipo para
IPP, P16 e PE, respectivamente, e 412.993 SNPs.

Os métodos foram comparados pela metodologia da validagdo cruzada,
utilizando-se o k-fold, sendo considerados cinco grupos. Para isso, foi feita uma
subamostragem aleatéria de tamanho fixo, em que os animais genotipados foram
divididos em cinco grupos com 20% dos animais em cada grupo, levando em
consideragdo os GC, para que animais de mesmo GC nao fossem separados.
Quatro destes grupos foram considerados como populagéo de treinamento e foram
utilizados para estimar os efeitos dos SNPs, enquanto que, outro unico grupo foi
considerado como validagdo e foi utilizado para predizer os valores genémicos.
Repetiu-se entdo esse processo por 5 vezes, utilizando-se diferentes conjuntos de
validagdo, até que todos os animais tivessem seus valores gendmicos preditos
(LEGARRA et al., 2008; VERBYLA et al., 2010; RESENDE et al., 2012).

Como apenas animais genotipados foram mantidos nos conjuntos de
validacao, a populacao foi a mesma para validar os diferentes métodos, de acordo
com a caracteristica. Para as populagdes de treinamento houve trés cenarios: um
incluindo todos os animais que tinham fendtipos disponiveis (TREINs), sendo
utilizado nas analises de single-step; e, os outros dois, utilizados nas analises multi-
step, um considerando apenas os animais com fendtipos e gendétipos (TREINy,) e, 0
outro, animais com variaveis dependentes (EBV ou dEBV) e gendtipos disponiveis
(TREINy). Neste ultimo cenario, a informacgao dos touros genotipados foi incluida nas
andlises, e para PE, além dos touros, a informacdo de maes genotipadas (750
vacas) também foi incluida. Na Tabela 2, estdo apresentados o numero de animais
nas populagcdes de treinamento e validagao e total de touros genotipados utilizados

para as caracteristicas estudadas.
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Tabela 2. Numero médio de animais nas populagdes de treinamento total (TREINs),
somente animais genotipados e com fendtipo (TREIN,,), genotipados e com
pseudo-fenétipo (TREIN;), de validacdo (VAL) e numero de touros
genotipados (N:) para as caracteristicas indicadoras de precocidade sexual.

Caracteristica TREINg TREIN, TREIN; VAL N;
IPP 68.170 1.390 1.903 348 513
P16 72.675 1.416 1.923 354 507
PE 83.911 1.344 2.475 336 381

IPP: idade ao primeiro parto; P16: ocorréncia de prenhez precoce; PE: perimetro

escrotal.

Andlise dos dados

Foram utilizadas duas metodologias multi-step para estimar os efeitos dos
marcadores: genomic best linear unbiased predictor (GBLUP) e improved Bayesian
least absolute shrinkage and selection operator (IBLASSO); além da metodologia
single-step (ssGBLUP). O fenoétipo observado foi utilizado como variavel dependente
para estimar o valor genémico (GEBV) usando o método single-step, enquanto que,
o fendtipo corrigido (Yc) para as solugbes BLUE (best linear unbiesed estimator) das
equacodes de modelos mistos, o EBV e dEBV foram utilizados para os métodos multi-
step.

O seguinte modelo foi aplicado para os métodos GBLUP e IBLASSO,
utilizando os EBVs ou dEBVs, calculados nas populagdes de treinamento, como

variaveis dependentes:

y=ul+Wg+e

em que, y € o vetor de EBVs ou dEBVs dos animais genotipados; u é a média geral;
1 é o vetor de 1s; W é a matriz de incidéncia dos efeitos dos marcadores; g € o vetor
aleatdrio dos efeitos dos marcadores; e e € o vetor dos efeitos residuais.

O modelo utilizado para os métodos GBLUP e IBLASSO quando o Yc foi

utilizado como variavel dependente pode ser representado como:

y=ul+Z,u+Wg+e
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em que, y é o vetor de Yc dos animais genotipados; Z, € a matriz de incidéncia dos
efeitos genéticos; e u é o vetor aleatério dos efeitos genéticos. Assume-se que u
apresenta distribuicdo normal, com média zero e varidncia As?2, sendo que 4 é a
matriz de parentesco e g2 é a variancia genética aditiva ndo explicada pelos
marcadores.

Para o método GBLUP, assumiu-se distribuicdo g ~ N(0, Go;), em que o/ é a
variancia do efeito do marcador com variancia constante a priori para todos os
marcadores e G € a matriz de parentesco genémica, definida segundo VanRaden
(2008): G = MM’ /Y 2p;q;, onde p e q sao as frequéncias dos alelos no locusi e M é
a matriz n x m (n € o numero de animais e m é o numero de marcadores) que
especifica os SNPs em cada locus. Para os efeitos residuais, assumiu-se que e ~
N(0, l62), em que | € uma matriz identidade e o2 é a variancia residual.

Para o método IBLASSO, assumiu-se a seguinte distribuicdo exponencial a

priori para os efeitos dos SNPs (g):

A
g1A~1; 5 exp(=2|g;)

”

em que, 1 € o parametro “h , com priori vaga, sendo uniforme entre 0 e
1.000.000. Esse parametro determina a forma da distribuicdo dos efeitos dos SNPs.
A parametrizacdo consiste em estimar as variancias individuais dos SNPs,
condicional a regularizagao do parametro 4 (VANRADEN, 2008).

O seguinte modelo foi aplicado para o método ssGBLUP, utilizando o fenétipo

observado como variavel dependente:
y=Xb+Z,u+te

em que, y é o vetor de fendtipos tanto dos animais genotipados quanto dos animais
nao genotipados; X € a matriz de incidéncia dos efeitos fixos; e b é o vetor dos
efeitos fixos. Neste caso, para os efeitos genéticos é assumido que u ~ N(0O, Ha?2),

em que H é a matriz de parentesco baseada tanto na informagdo gendmica quanto
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na informacgéo de pedigree e o2 é a variancia genética aditiva. A matriz H possui a
seqguinte inversa (AGUILAR et al., 2010):

H™ = A+ [8 G gA;%

em que, A € a matriz do numerador do coeficiente de parentesco baseada no
pedigree para todos os animais; A, € a matriz do numerador do coeficiente de
parentesco baseada no pedigree somente para os animais genotipados; e G é a
matriz de parentesco gendmica como definida acima.

Para a caracteristica P16, foi assumido modelo de limiar, sendo que este
relaciona o fendtipo observado na escala categérica com uma escala subjacente
normal continua. Para o2 foi atribuido o valor 1, pois 2 ndo é estimavel na escala
subjacente (GIANOLA; FOULLEY, 1983).

As analises utilizando os métodos GBLUP e IBLASSO foram realizadas com o
software GS3, desenvolvido por Legarra et al. (2011), disponivel em
http://snp.toulouse.inra.fr/~alegarra. Para as analises utilizando o ssGBLUP, foram
usados os programas da familia BLUPF90 (MISZTAL, 2012). Para a caracteristica
P16 ou quando o IBLASSO foi utilizado, as analises foram realizadas em uma unica
cadeia de 300.000 iteragdes, com um periodo de burn-in de 30.000 e os resultados

foram salvos a cada 30 ciclos, assim 9.000 amostras foram efetivamente utilizadas.
Estimacgao do valor genémico

Com base nas solugcbes dos efeitos estimados dos marcadores com os

diferentes modelos, os GEBVs foram calculados usando a férmula a seguir:

14
GEBVL = ZZU j?
j=1

em que, Z;; € o gendtipo do individuo i para o marcador j; e i é o efeito estimado

do marcador j.
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Comparagao das metodologias

As acuracias de predicdo das metodologias multi-step foram comparadas
considerando a correlagao entre os GEBVs e as variaveis dependentes utilizadas
nas analises, nas populagdes de validagao. Para o método single-step, a correlagéao
foi calculada entre os GEBVs e os Yc. Quando a acuracia foi baseada nos Yc, a
correlagao foi dividida pela raiz quadrada da herdabilidade, como descrito por Hayes
et al. (2010) e, quando foi baseada nos dEBVs, foi dividida pela acuracia média dos
dEBVs. O grau de inflagao/deflagdo das predigcdes gendmicas, ou seja, a escala dos
GEBVs comparados a escala das variaveis dependentes, foi obtido pelo coeficiente
de regressdo (b1) da variavel dependente sobre o GEBV, para os animais do
conjunto de validagdo. Estimativas de b1 préximas a 1 indicam predigdes com

escala similar as das variaveis dependentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Metodologias multi-step

As estimativas de acuracia variaram de 0,56 a 0,71 para IPP, de 0,53 a 0,66
para P16 e de 0,46 a 0,54 para PE (Tabela 3). Para a caracteristica IPP, os métodos
mostraram similaridade entre as acuracias estimadas. Todavia, houve uma
tendéncia de subestimacao dos GEBVs para o método GBLUP, enquanto que os
coeficientes de regressao foram proximos a unidade com o método IBLASSO. Para
a P16, as acuracias de predi¢cao obtidas com o GBLUP foram superiores as obtidas
com o IBLASSO. As predicdes utilizando o IBLASSO tenderam a ser inflacionadas,

enquanto aquelas com o GBLUP foram deflacionadas.

Para o PE, independente de qual variavel dependente foi utilizada, ambos os
métodos mostraram as mesmas acuracias de predicdo. Como pode ser observado,
quando a caracteristica apresenta herdabilidade de magnitude alta, como € o caso
do PE, os métodos ndo mostraram diferengas entre si. Os coeficientes de regressao
tiveram mesma tendéncia que para a caracteristica P16, mas foram mais proximos a

unidade.
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Tabela 3. Acuracia média de predicdo dos GEBVs (r(GEBV,Y)) com base nas
variaveis dependentes utlizadas nas analises multi-step e coeficiente de

regressao médio (b(Y,GEBV)) das variaveis dependentes sobre os GEBVs.

r(GEBV,Y) b(Y,GEBV)
Caracteristica Y
GBLUP IBLASSO GBLUP IBLASSO
EBV 0,56 0,57 1,16 0,99
PP dEBV 0,70 0,71 1,15 0,99
EBV 0,57 0,53 1,13 0,78
~1e dEBV 0,66 0,62 1,12 0,81
EBV 0,46 0,46 1,08 0,94
PE dEBV 0,54 0,54 1,05 0,93

IPP: idade ao primeiro parto; P16: ocorréncia de prenhez precoce; PE: perimetro
escrotal; Y: variavel dependente; EBV: valor genético, dEBV: valor genético

desregredido; GEBV: valor genémico.

Apesar da menor herdabilidade obtida para a IPP, as acuracias de predicéo
observadas para esta caracteristica foram superiores em relacéo aquelas para P16
e para PE, em todas as situagdes. Provavelmente, isso ocorreu devido a distribuigao
bimodal apresentada pela caracteristica IPP, ou seja, uma distribuicdo com dois
picos distintos, sendo um referente as novilhas precoces e outro as nao precoces.
Villumsen et al. (2009) realizaram estudo de simulagao para testar se as predicoes
gendmicas sao acuradas para caracteristicas de baixa e moderada herdabilidades.
Embora os autores tenham encontrado uma relacdo entre a herdabilidade e a
acuracia de predicdo, sendo que conforme a herdabilidade era menor a acuracia foi
mais baixa, um decréscimo de apenas 2% na acuracia foi obtido para uma
caracteristica com herdabilidade de 0,10 em comparacao a uma de 0,30. Segundo
os autores, altas acuracias de predicdo podem ser obtidas para caracteristicas de
baixa herdabilidade e, assim, a selecdo gendémica é especialmente interessante para
estas caracteristicas. Zhang et al. (2014) encontraram resultado semelhante ao
deste estudo, em que a acuracia de predicdo para a caracteristica taxa de
desmame, com baixa herdabilidade (0,13) para gado de corte Brahman, foi maior
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que para a caracteristica idade a primeira deteccdo de corpo luteo, com alta

herdabilidade (0,56), dentre outras caracteristicas.

Embora as metodologias tenham apresentado resultados semelhantes para a
maioria das caracteristicas, o0 método GBLUP gerou estimativas de GEBVs mais
acuradas em algumas situagbes. Além disso, uma vantagem do GBLUP em
comparagao ao IBLASSO foi o tempo computacional das analises, as quais foram
realizadas no mesmo computador, que possui processador Intel Xeon, 251 GB de
memoria RAM e sistema operacional Linux. Utilizando o GBLUP, o tempo médio das
analises foi cerca de 20 minutos para cada caracteristica e, com o IBLASSO, foi por

volta de 5 dias, considerando 300.000 iteragdes.

Os resultados do presente trabalho concordam com os de varios autores que
mostraram que o método GBLUP apresenta acuracias muito proximas as dos
meétodos Bayesianos de selegédo de variaveis para varias caracteristicas em gado de
leite e corte (HAYES et al., 2009; MALTECCA et al., 2012; CHEN et al., 2013; CHEN
et al.,, 2014). Maltecca et al. (2012) observaram que o método GBLUP, obteve
acuracia de predigdo igual ou levemente inferior ao do IBLASSO, dentre outros
modelos, para algumas caracteristicas de producdo de leite de animais da raga
Holandesa, nos Estados Unidos. Chen et al. (2013) e Chen et al. (2014) relataram
que o método GBLUP foi melhor ou similar ao BayesB para consumo alimentar e
caracteristicas de mérito de carcaga, utilizando diferentes estratégias de formagao

da populagéo de treinamento para Angus e Charolés, no Canada.

Em alguns trabalhos de GWAS (genome-wide association study) foram
encontrados varios genes relacionados a expressdo das caracteristicas
reprodutivas, em gado de corte (HAWKEN et al., 2012; PETERS et al., 2013). A
partir dos resultados obtidos com as analises de GWAS para as caracteristicas P16
e PE no capitulo anterior e, resultados obtidos por Melo (2015) para IPP (utilizando
mesmo banco de dados e critério metodolégico), pode-se afirmar que as
caracteristicas indicadoras de precocidade sexual estudadas neste trabalho séo,
provavelmente, controladas por grande numero de genes, com alguns deles de

efeito moderado, sendo que os genes encontrados nas 10 janelas de maior variancia
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explicaram 7,18, 7,91 e 6,78% da variancia fenotipica das caracteristicas IPP, P16 e

PE, respectivamente.

Alguns trabalhos na literatura tém mostrado que as diferengas de acuracia
entre 0 GBLUP e os métodos Bayesianos de selecao de variaveis (IBLASSO, dentre
outros) sdo devido ao numero de genes envolvidos na expressao fenotipica da
caracteristica. Colombani et al. (2013) compararam alguns métodos para sele¢ao
genbmica das caracteristicas producado de leite, teor de gordura e taxa de
concepgdao em gado de leite da raca Holandesa e Montbéliarde, na Franca. Os
autores concluiram que os métodos Bayesianos de sele¢éo de var a By Ci
IBLASSO) tiveram melhor desempenho para a caracteristica teor de gordura,
provavelmente, devido ao baixo numero de SNPs associados a algum QTL, ou seja,
trata-se de uma caracteristica que ndo € afetada por grande numero de genes.
Entretanto, para a caracteristica reprodutiva taxa de concepgdo, que é
possivelmente uma caracteristica afetada por um grande numero de genes, em que
cada gene tem um pequeno efeito, os autores obtiveram resultados semelhantes ao

do presente estudo.

Da mesma forma, em bovinos de leite, Hayes et al. (2010) observaram que o
método GBLUP foi mais acurado que o Bayesiano (BayesA) para caracteristicas que
sdo explicadas por muitos genes (caracteristicas lineares de tipo) e, que o inverso
ocorre, quando se trata de caracteristicas explicadas por poucos genes
(porcentagem de gordura e cor da pelagem). Legarra et al. (2011) encontraram
estimativas de acuracia maiores com o IBLASSO que com o GBLUP para a
caracteristica porcentagem de gordura em animais da raga Holandesa, a qual,
segundo os autores, € controlada por genes de efeito maior como o DGATL.
Entretanto, para a raga Montbéliarde que apresenta MAF extremamente baixa (4%)
para o gene DGAT1, os autores ndo observaram diferenca entre os métodos, nao

causando assim variagao geneética na populagéo.

No que diz respeito a decisdo de qual variavel dependente utilizar para a
estimacao dos GEBVs, os resultados indicaram que o dEBV foi a melhor definicao
em relagdo ao EBV, pois obteve melhor acuracia de predicdo para todas as

caracteristicas, independente do método utilizado, além de apresentar coeficientes
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de regressao que indicaram menor grau de inflagdo/deflagdo. Assim como neste
estudo, Ostersen et al. (2011) relataram que o dEBV utilizado como pseudo-fendétipo
resultou em maiores acuracias para o valor gendmico que aquelas obtidas usando o
EBV. Segundo os autores o aumento em acuracia com o dEBV foi de 18 e 39% para

as caracteristicas taxa de conversao alimentar e ganho diario para suinos.

Comparagao entre as metodologias single e multi-step

As acuracias de predigdo obtidas com o método ssGBLUP, com base nos Yc
e os coeficientes de regressao dos Yc sobre os GEBVs sdo apresentados na Tabela
4. A acuracia de predicao da IPP foi superior as obtidas para P16 e PE, embora IPP
tenha apresentado uma menor estimativa de herdabilidade, como discutido no item
anterior. Entretanto, os coeficientes de regressao para IPP e P16 ficaram distantes

de 1, principalmente para P16 (Tabela 4).

Tabela 4. Acuracia média de predicao dos GEBVs com base nos Yc (r(GEBV,Yc)) e
coeficiente de regressdo médio dos Yc sobre os GEBVs (b(Yc,GEBV)), de
acordo com os métodos GBLUP e ssGBLUP.

r(GEBV,Yc) b(Yc,GEBV)
Caracteristicas
GBLUP ssGBLUP GBLUP ssGBLUP
IPP 0,47 0,66 0,80 1,42
P16 0,22 0,30 0,54 0,20
PE 0,43 0,53 0,89 1,03

IPP: idade ao primeiro parto; P16: ocorréncia de prenhez precoce; PE: perimetro

escrotal; GEBV: valor gendmico; Yc: fendtipo corrigido.

Para a comparacgao entre os métodos single e multi-step, foram considerados
os resultados obtidos com o método GBLUP, quando o Yc foi considerado como

variavel dependente. Para a metodologia GBLUP, os GEBVs foram preditos a partir
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das informag¢des dos marcadores e dos Yc dos animais em um conjunto de dados
relativamente pequeno (TREINy), enquanto para o ssGBLUP, uma combinacgéo de
informagdes dos marcadores, pedigree e fendtipos dos animais em um grande
conjunto de dados (TREINs) foi utilizada (Tabela 2).

A metodologia ssGBLUP obteve resultados mais acurados para todas as
caracteristicas. Provavelmente, isto se deve ao fato deste método utilizar todas as
informagdes disponiveis (animais genotipados e n&o genotipados) para predizer os
GEBVs. Com o ssGBLUP, os fendtipos dos animais ndo genotipados também
fornecem informagdo por meio da matriz de parentesco, que combina tanto
informacdes baseadas no pedigree quanto nos gendtipos. Além disso, a predi¢cao
genbmica é mais acurada quando a informacéo de pedigree é incluida no modelo,
devido ao fato de que os SNPs podem nao estimar toda a variancia genética aditiva.
Entretanto, os coeficientes de regressao obtidos com o método GBLUP indicaram
predicdes dos GEBVs com escala pouco mais proxima das variaveis dependentes

que os coeficientes obtidos com o ssGBLUP, com excecao da caracteristica PE.

Alguns trabalhos encontrados na literatura mostraram resultados semelhantes
ao deste estudo. Gao et al. (2012) e Su et al. (2012), utilizaram dados de varias
caracteristicas de touros da raca Holandesa e Nordic Red, respectivamente, para
comparar os métodos single e multi-step (GBLUP), na Dinamarca. Em ambos os
trabalhos, os autores observaram que o single-step foi mais acurado e afirmaram

que este método pode melhorar a acuracia das predigdes genémicas.

Em outros estudos, a metodologia do single-step mostrou similaridade com o
método multi-step. Aguilar et al. (2010), visando utilizar o single-step nas avaliagbes
genéticas de gado de leite Holandés, nos Estados Unidos, e comparar este método
com o multi-step (GBLUP), concluiram que os resultados obtidos com a metodologia
do single-step foram tdo acurados quanto os obtidos com o multi-step. Ainda nos
Estados Unidos, Chen et al. (2011) trabalharam com um conjunto de dados de
frangos de corte comercial, e concluiram que o método single-step gerou resultados
semelhantes aos do multi-step (BayesA). Os autores afirmaram ainda que modelos
multicaracteristicas poderiam facilmente ser utilizados com a metodologia do single-

step. Christensen et al. (2012) compararam os métodos BLUP baseado somente no
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pedigree, single-step original, single-step ajustado e multi-step (GBLUP), para as
caracteristicas ganho diario e taxa de conversao alimentar em suinos da raga Duroc,
na Dinamarca. Os autores concluiram que o método single-step forneceu acuracias
similares as do multi-step e que esta metodologia pode substituir completamente o
meétodo tradicional, baseado somente no pedigree, em um sistema de avaliagéo

genética.

4. CONCLUSOES

Entre os métodos multi-step, o GBLUP pode ser indicado para a selecdo
gendmica das caracteristicas indicadoras de precocidade sexual, uma vez que
apresentou resultados similares aos do IBLASSO e é mais simples de se
implementar em programas de melhoramento genético. Os resultados indicaram
ainda que o dEBV foi a melhor definicdo de variavel dependente para estimar os

efeitos dos marcadores em relagéo ao EBV utilizando os métodos multi-step.

Tendo em vista que o método single-step utiliza todas as informacgdes
disponiveis, a selecdo genémica, por meio da utilizagcdo desta metodologia, pode ser
alternativa adequada para predizer os valores gendémicos para caracteristicas

indicadoras de precocidade sexual.
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