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COMPARAGAO DE METODOS DE CONSTRUGAO DE HAPLOTIPOS EM
ESTUDOS DE ASSOCIAGAO GENOMICA AMPLA COM DADOS SIMULADOS

RESUMO - Com o avango dos estudos em genética e da tecnologia aplicada a
genotipagem de marcadores moleculares, a identificagdo de polimorfismos
associados as caracteristicas de interesse econdmico se tornou mais acessivel,
possibilitando a sua utilizagcdo aumentar a acuracia de modelos de predicao do
mérito genético dos animais. Esse avango também possibilitou aumentar a acuracia
dos estudos para identificacdo de QTLs para caracteristicas de interesse econémico.
Entretanto, os marcadores comumente utilizados para tal fim sdo os SNPs, que por
serem bi-alélicos podem ndo ser muito eficientes na identificagdo dos QTLs. Os
haplotipos, multi-alélicos, apresentam maior possibilidade de estarem em
desequilibrios de ligagéo (DL) com os QTLs. Dessa forma, objetivou-se no presente
trabalho identificar o melhor método de construgdo de haplétipos para utilizagdo em
estudos de deteccdo de QTLs, a partir da comparagao dos trés métodos mais
comumente utilizados para este fim. Foram utilizadas trés populagdes simuladas
representando caracteristicas com trés diferentes valores de herdabilidade, para as
quais foram armazenados os dados fenotipicos, genotipicos e de pedigree dos 6.000
animais da populagdo mais recente: Pop1 com herdabilidade baixa (0,10); Pop2 com
herdabilidade moderada (0,25); e, Pop3 com herdabilidade alta (0,35). Os genomas
simulados consistiram de 750.000 marcadores do tipo SNP, e 750 QTLs, com dois a
quatro alelos, dispostos aleatoriamente em 29 cromossomos com tamanho total de
2.333 centimorgans (cM). A partir da simulagdo foram eliminados os SNPs cuja
frequéncia do menor alelo foi menor que 0,1, restando 576.027, 577.189 e 576.675
marcadores para as populacdes Pop1, Pop2 e Pop3, respectivamente. A variacao
fenotipica foi de 1,0 e a variagao dos QTLs foi de 50% das herdabilidades, para cada
populagdo. As médias dos DL para cada cromossomo, medidas pela estatistica D',
variaram de 0,20 até 0,30 para todas as populag¢des, na ultima geragdo. Foram
construidos haplétipos utilizando trés métodos: Intervalo de Confianga (IC), Regra de
Quatro Gametas (RQG) e Janelas Sobrepostas (JS). Para Pop1, no cromossomo 15,
os métodos IC, RQG e JS identificaram cinco, oito e sete QTLs, respectivamente.
Somente um QTL foi identificado nos cromossomos 19 e 29. Para a caracteristica de
herdabilidade alta, foi identificado um QTL no cromossomo 11. Em relacdo as
analises de associagao utilizando SNPs individuais, foram identificados quatro QTLs
no cromossomo 15. Para a caracteristica de herdabilidade moderada, ndo foram
encontrados haplétipos ou SNPs isolados significativos. A metodologia de formagéao
de haplétipos baseado na RQG foi considerada a mais eficiente para deteccao de
QTLs em relagcdo aos métodos IC e JS, bem como ao uso dos SNPs isolados.

Palavras-chave: estudos de associagao, haplétipos, intervalo de confianga, janelas
sobrepostas, regra de quatro gametas, snp
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COMPARISION OF HAPLOTYPES CONSTRUCTION METHODS IN GENOMIC
ASSOCIATION STUDIES WITH SIMULATED DATA

ABSTRACT - With the advancement of genetic studies and the technology applied
to the genotyping of molecular markers, the identification of polymorphisms
associated with the characteristics of economic interest became more accessible,
allowing its use to increase the accuracy of prediction models of the genetic merit of
the animals. This advance also made it possible to increase the accuracy of studies
to identify QTLs for characteristics of economic interest. However, the commonly
used markers for this purpose are SNPs, which because they are bi-allelic may not
be very efficient in identifying QTLs. The haplotypes, multi-allelic, are more likely to
be in linkage disequilibrium (LD) with QTLs. Thus, the objective of this work was to
identify the best haplotype construction method for use in QTLs detection studies, by
comparing the three methods most commonly used for this purpose. Three simulated
populations representing characteristics with three different heritability values were
used for which the phenotypic, genotypic and pedigree data of the 6,000 animals
were stored: Pop1 with low heritability (0.10); Pop2 with moderate heritability (0.25);
and, Pop3 with high heritability (0.35). The simulated genomes consisted of 750,000
SNP-type markers, and 750 QTLs, with two to four alleles, arranged randomly on 29
chromosomes with a total size of 2,333 centimorgans (cM). From the simulation the
SNPs whose frequency of the lowest allele was less than 0.1 were eliminated,
leaving 576,027, 577,189 and 576,675 markers for Pop1, Pop2 and Pop3
populations, respectively. The phenotypic variation was 1.0 and the variation of QTLs
was 50% of the heritabilities, for each population. The mean LD for each
chromosome, measured by the D' statistic, ranged from 0.20 to 0.30 for all
populations in the last generation. Haplotypes were constructed using three methods:
Confidence Interval (Cl), Four Gametes Rule (FGR) and Sliding-Window (SW). For
Pop1, on chromosome 15, Cl, FGR and SW methods identified five, eight and seven
QTLs, respectively. Only one QTL was identified on chromosomes 19 and 29. For
the high heritability characteristic, a QTL was identified on chromosome 11.
Regarding the association analyzes using individual SNPs, four QTLs were identified
on chromosome 15. For the moderate heritability characteristic, no significant
isolated haplotypes or SNPs were found. The methodology of haplotype formation
based on the FGR was considered the most efficient for the detection of QTLs in
relation to Cl and SW methods, as well as to the use of isolated SNPs.

Keywords: association study, confidence interval, haplotypes, four gamete rule,
sliding-window, snp



CAPITULO 1 — Consideragdes gerais
1. INTRODUCAO

O sequenciamento do genoma bovino possibilitou o desenvolvimento de
painéis de alta densidade com grande numero de marcadores SNP distribuidos ao
longo do genoma com potencial para capturar grande parte da variagdo genética de
determinadas caracteristicas (MATUKUMALLI et al., 2009). Esse avango permitiu a
deteccao de QTL para diferentes caracteristicas complexas por meio de estudos de
associacao gendmica ampla (Genome Wide-Association studies - GWAS) (HAYES
et al., 2007; CALUS et al., 2009; WU et al., 2014). Os estudos de GWAS sao
baseados no desequilibrio de ligagdo (DL) entre os marcadores e os QTLs
(HAMBLIN; JANNINK, 2011) sendo que quanto maior o DL, maior o poder de
detectar os QTLs (LONG; LANGLEY, 1999).

A utilizagdo de SNPs isolados em estudos de associagdo ndo tem sido muito
eficiente na detecgdo de QTL (GUO et al.,, 2009; LORENZ; HAMBLIN; JANNINK,
2010; SERAO et al., 2013; WU et al., 2014), o que pode ser explicado pelo fato dos
SNPs capturarem pouca informagdo sobre a variabilidade genética presente em
determinadas regides do genoma (BALL et al., 2010). Além disso, de acordo com
Hayes e Goddard (2001) muitos QTLs presentes no genoma bovino apresentam
pequenos efeitos, o que dificulta sua deteccdo com a utilizacdo de SNP isolados
(WANG et al., 2016). Por outro lado, utilizar sequéncias de marcadores adjacentes,
denominadas haplétipos, pode ser vantajoso em estudos de associagao, visto que
haplétipos sdo multi-alélicos e podem apresentar maior DL com o QTL (LONG;
LANGLEY, 1999; CUYABANO; SU; LUND, 2014).

Existem diferentes metodologias para construgcdo de haplétipos, as quais
apresentam vantagens e desvantagens dependendo da populagéo, da caracteristica
e da distribuicdo dos marcadores ao longo do genoma. O método de Intervalo de
Confianga (IC) é baseado no DL entre marcadores adjacentes e pode ser mais
eficiente para detectar os blocos de haplétipos em populagdes com maior
decaimento do DL em funcdo da distancia entre os marcadores, mas que possuam
grande diversidade haplotipica (GABRIEL et al., 2002). A Regra de Quatro Gametas

(RQG) € um método baseado no processo de recombinacgéo entre dois marcadores
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e recomenda-se sua utilizagdo em genomas com maior frequéncia de eventos de
recombinagcdo (WANG et al., 2002). No método de Janelas Sobrepostas (JS) todos
os marcadores formam haplétipos de tamanhos constantes sem a necessidade de
conhecimento prévio da estrutura genética da populagao (MATHIAS et al., 2006).

Como desvantagens, os métodos baseados no DL e em recombinagao, como
IC e RQG, desprezam regides no genoma que nao apresentam tais caracteristicas,
0 que acarreta na ndo inclusdo de SNPs “6rfaos” na analise de associagéo (Ll;
SUNG,; LIU, 2007). Por outro lado, o método JS ndo apresenta essa limitagado, pois o
mesmo cobre todo o genoma, aumentando a possibilidade de detectar o loco causal
(GUO et al., 2009), no entanto, seu custo computacional é elevado.

Poucos estudos tém sido realizados com a finalidade de encontrar a melhor
metodologia para construgéo de haplétipos em diferentes espécies (MEGENS et al.,
2009; LORENZ; HAMBLIN; JANNINK, 2010; SODELAND, 2010; BRAZ, 2016;).
Assim, nao ha consenso na literatura em relagdo ao melhor método de construcao
de haplétipos para utilizacdo em estudos de associacao, principalmente em bovinos

de corte.

2. Revisao de Literatura

2.1. Haplétipos

Haplétipos sdo regides gendmicas de SNPs adjacentes com poucas
evidéncias de recombinagdo histérica (GABRIEL et al., 2002) compostas por
marcadores que apresentam alto desequilibrio de ligagao (DL) entre si (CARDON;
ABECASIS, 2003).

Segundo Cuyabano et al. (2014) existe maior possibilidade de identificagdo de
QTL com a utilizacado de hapldtipos, em relacdo ao uso de SNPs isolados, em razao
dos primeiros serem multi-alélicos. De acordo com os autores, as frequéncias
alélicas dos marcadores bi-alélicos, como os SNPs, podem ficar inalteradas mesmo
com a ocorréncia de mutacdo e, dessa forma, essa mutacdo pode nao ser

detectada. Além disso, existe maior possibilidade do QTL estar em alto DL com um
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haplétipo do que com um SNP que o compde (CUYABANO et al., 2014; HAMBLIN,
JANNINK, 2011).

Calus et al. (2009) demonstraram que o mapeamento de QTL foi considerado
mais preciso com a utilizacdo de haplétipos. Lorenz, Hamblin e Jannink (2010)
relataram varios beneficios da utilizacdo de haplétipos em analises de associacao
quando comparados com marcadores SNPs, tais como: habilidade de capturar
interagdes epistaticas entre SNPs em um loco; mais informativos na identificacéo de
pares de alelos herdados pelas progénies, sendo provenientes de um ancestral em
comum (ldénticos por Descendéncia - ID); reduzem o numero de testes de hipéteses
(exceto no caso de JS), o que consequentemente, diminui o erro tipo |; capturam
com maior eficiéncia informacdes de evolugao histérica e fornecem maior poder de
deteccao devido sua composicado ser uma sequéncia de marcadores em um loco.

Barendse (2011) estudou a caracteristica de gordura corporal e sugeriu que
com o uso haplétipos se pode extrair mais informagdes dos dados gendmicos, pois
eles possuem maior capacidade de detectar a variagao fenotipica em comparacéao a
SNPs isolados. Zhang et al. (2016) afirmam que estudos genémicos com haplétipos
sdo ferramentas poderosas para busca de QTL. Salem et al. (2018) relataram que
haplétipos foram eficientes para a identificagdo de varios genes associados com

caracteristicas de interesse econémico.

2.2. Estudos de associagdao gendmica ampla utilizando haplétipos

O objetivo dos estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) é identificar
QTL para caracteristicas de interesse (IKEGAWA, 2012; VISSCHER et al., 2012).
Para tal andlise, alguns principios devem ser considerados para evitar resultados
falsos-positivos e maximizar o poder de detecgdo dos QTL (HAMBLIN; JANNINK,
2011; ZENG et al., 2015). Para evitar variaveis de confudimento em estudos de
GWAS é recomendavel incluir a estrutura populacional para considerar o efeito
poligénico. Isso pode ser feito com a inclusdo da matriz de parentesco convencional,
matriz de parentesco genémica, ou pelas suas componentes principais (ZENG et al.,
2015). Além disso, o poder de detecgdo de QTL dos estudos de GWAS é

diretamente proporcional ao tamanho da amostra (nUmero de animais) e também da
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densidade e distribuicdo dos marcadores utilizados no estudo, pois quanto maior a
densidade do painel de marcadores maior a probabilidade de o QTL estar em DL
com algum marcador (HAMBLIN; JANNINK, 2011; GODDARD; HAYES, 2012). Por
outro lado, como os SNPs sdo analisados independentemente em estudos de
GWAS (BUSH; MOORE, 2012; ZENG et al., 2015) um grande numero de testes &
gerado, causando redugao do poder estatistico.

O uso de hapldotipos em GWAS pode reduzir o numero de testes, pois SNPs
sdo analisados conjuntamente e os que nao forem agrupados ndo sao, comumente,
incluidos na analise. Deste modo, o poder do teste é preservado e a taxa de falso-
positivos pode ser controlada (SHIM et al., 2009), exceto para o caso das Janelas
Sobrepostas. No entanto, ndo existe consenso sobre qual método é recomendavel
em estudos de associagdo em bovinos de corte, principalmente porque existe
caréncia na literatura de estudos que comparem os desempenhos entre métodos de

construcao de haplétipos.

2.3. Métodos de construgao de haplétipos

Diferentes metodologias para constru¢ado de haplétipos tém sido descritas na
literatura (GABRIEL et al., 2002; WANG et al., 2002; MATHIAS et al., 2006), as quais
apresentam vantagens e desvantagens. O método Intervalo de Confianga (IC),
desenvolvido por Gabriel et al. (2002), é o método que tem sido mais utilizado em
estudos de selecao e associagdao genémica (CALUS et al., 2008; SODELAND 2010;
CUYABANO; SU; LUND, 2014; WU et al., 2014). Esse método utiliza como critério o
DL existente entre marcadores adjacentes.

O DL ocorre quando dois alelos no mesmo cromossomo segregam de
maneira dependente, sendo que quanto maior a correlagdo existente entre eles,
mais ligados esses alelos estdao (GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005). Esse DL tende
a decrescer de acordo com a distdncia entre os marcadores, entretanto o
decaimento do DL difere entre espécies e ragas (MCKAY et al., 2007; WANG et al.,
2013; PORTO-NETO; KIJAS; REVERTER, 2014; BRITO et al., 2015).

Segundo Gabiriel et al. (2002) populagbes que possuam grande extensao de

DL ao longo do genoma ou pouca extensao, mas com maior diversidade haplotipica,
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podem ser beneficiadas pelo método de IC. Entretanto, a utilizagdo do método IC
pode n&o ser vantajosa quando se utiliza painéis de baixa densidade (GABRIEL et
al., 2002). Os valores da estatistica D’ irdo variar de zero (0) até um (1), quanto mais
préximo de zero menor evidéncia de desequilibrio de ligagdo entre os pares de
marcadores, € quanto mais proximo de um os pares de marcadores possuirao ‘forte
DL”. Os autores descrevem que para aplicagdao desse método em uma amostra,
considera-se que um par de SNPs esteja em “forte DL” quando o limite superior do
intervalo de confianga 95% da estimativa de D' para o par for igual ou maior que 0,98
e o limite inferior for igual ou maior que 0,70; quando o limite superior estiver abaixo
de 0,90 existe "evidéncia de recombinacao historica" e nas outras situagdes o par de
SNPs ¢é considerado "ndo informativo". Quando 95% dos pares de SNPs
informativos de um conjunto de SNPs adjacentes estiverem em "forte LD" esse
conjunto é categorizado como um bloco de haplétipos. Marcadores com Frequéncia
Alélica Minima (MAF) inferior a 5% geralmente sdo considerados n&o informativos e,
consequentemente, ndo sao incluidos na analise.

O método Regra de Quatro Gametas (RQG) utiliza o evento de recombinagao
como critério para a formacao dos haplétipos (WANG et al., 2002). De acordo com
Hudson e Kaplan (1985) uma desvantagem é que o método RQG néo é capaz de
identificar todas as recombinagdes historicas existentes no genoma. O RQG
considera que, para quaisquer dois locos adjacentes, um evento de recombinagao
ocorre se sao observados quatro tipos de gametas, sendo que o quarto gameta
possui frequéncia superior ou igual a 0,01 (WANG et al., 2002). A formagéo dos
blocos € iniciada a partir do primeiro marcador até a primeira recombinacéo. Apds a
recombinacdo, € iniciado um novo bloco que ira terminar até a proxima
recombinagdo ascendida de um evento ndo recombinante e, assim, seguira até o
ultimo marcador do cromossomo, sendo que os haplétipos formados podem variar
de tamanho (HUDSON; KAPLAN, 1985).

Outra metodologia para a construgdo de haplétipos é a baseada em Janelas
Sobrepostas (JS), na qual haplétipos sdo construidos de tamanho fixo, comeg¢ando
com o primeiro SNP e movendo as janelas até cobrir todo o genoma, um SNP de
cada vez (MATHIAS et al., 2006). Para a utilizagdo deste método ndo € necessario

conhecer previamente a estrutura genética da populagado, ou seja, o DL, a taxa de
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recombinacao, entre outros fatores que influenciam na construgcao dos blocos de
haplétipos pelas metodologias apresentadas anteriormente (BRAZ, 2016). Além
disso, nesse método todos os marcadores sio incluidos em haplétipos, aumentando
a possibilidade de deteccao de QTL, pois todos SNPs sempre sao considerados nas
analises (GAO et al., 2012). Entretanto, existem algumas desvantagens na utilizagéo
do método JS como a redugdo do poder do teste de associagao, visto que o numero
de testes analisados é muito grande (GUO et al.,, 2009); o tamanho ideal do
haplétipo a ser utilizado precisa ser determinado (GUO et al., 2009; GAO et al.,
2012; BRAZ, 2016), e ha elevado custo computacional para a constru¢ao e analise
dos haplétipos (CHENG et al., 2005).

A metodologia utilizada para a construgdo dos haplétipos pode afetar nos
resultados obtidos da analise de associacdao (GABRIEL et al., 2002; WANG et al.,
2002; HAMBLIN; JANNINK, 2011). No entanto, estudos com a finalidade de
encontrar a melhor metodologia para construgdo de haplétipos em diferentes
espécies sao escassos (MEGENS et al.,, 2009; LORENZ; HAMBLIN; JANNINK,
2010; SODELAND, 2010; BRAZ, 2016), principalmente em bovinos de corte.

3. Objetivo Geral

Objetiva-se identificar o melhor método de construgdo de haplétipos para
deteccdo de QTLs, a partir da comparacao dos trés métodos mais comumente
utilizados para este fim, utilizando trés populagdes simuladas representando

caracteristicas com trés diferentes valores de herdabilidade.

3.1. Objetivos especificos

e Simular trés populag¢des, com herdabilidade diferente, baixa (0,10), moderada
(0,25) e alta (0,35);

e Construir haplotipos para as trés populagdes utilizando trés métodos: Intervalo
de Confianga, Regra de Quatro Gametas e Janelas Sobrepostas de tamanho

cinco;
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e Comparar o desempenho de cada método de construcdo de entre si e com as

analises dos modelos construidos utilizando SNPs isolados em GWAS.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Simulagédo de dados Genbmicos

Para a obtencao de dados fenotipicos, genotipicos e de pedigree foi utilizado
o simulador QMSim, versdo 1.10 (SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2009). Para cada
simulacao foi realizada uma réplica baseada nas simulagdes de Brito et al. (2011) e
Melo (2015).

Para cada populagdo foram simulados trés passos que correspondem a
populagao histérica, populacdo de expansao e populacao recente, respectivamente.
Inicialmente, na geragao zero, a populagao historica € composta de 1000 animais. A
partir da geragcéo 1.001 até a geragao 2.020 o numero de animais decai de 1000
para 200 com o objetivo de criar DL e equilibrio de mutagao e deriva.

Na populagao de expansao, foram utilizados como fundadores os 100 machos
e as 100 fémeas da ultima populagao histérica, o objetivo é aumentar o niumero de
animais para que haja animais suficientes para serem os fundadores da populagéo
recente. Dessa forma, da ultima geragcdo da populagdo de expansdo foram
selecionados aleatoriamente 240 machos e 6.000 fémeas, com o intuito de simular
um rebanho bovino real, com o tamanho efetivo de 923 animais.

No genoma dos animais simulados, o numero e a disposi¢ao dos marcadores
por cromossomos foram baseados em chips de genotipagem encontrados
atualmente no mercado. O diagrama de fluxo do processo de simulagdo das

populac¢des pode ser observado na Figura 4.1.
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Geragao Populagao Genoma
Passo 1: Populagéo histérica « Cromossomos: 29;
« Comprimento total do genoma: 2.333 cM;
Y N = 1000 (Ne = 1000) « Marcadores: bi-alélicos e equidistantes;
« Minimo (marcador/cromossomo): 12.931;
« Tamanho constante. * Unigo aleat6ria de gametas; « Maximo (marcador/cromossomo): 46.495;
« Total de machos e fémeas iguais. « Total de QTL: 750 equidistantes;

« NUmero de alelos dos QTL: 2 a 4;

« Frequéncia do alelo mais raro: > 0,1;

1000 N = 1000 (Ne = 1000) « Efeito aditivo (QTL) ~ Gama(0,4);

« Taxa de mutagédo (marcadores e QTL): 0,0001.

v

* (D:e'cr e_sc:;neStLo'g.ra.dll{al: « Unido aleatéria de gametas;
¢ Lriagao do UL inicial; « Total de machos e fémeas iguais. [Na primeira geragdo histérica, todos os marcadores
* Equilibrio mutagdo-deriva. | possuem a mesma frequéncia.

2020 N = 200 (Ne = 200)

Passo 2: Populagédo de expansédo
E_O N =200

« Progénie por fémea: cinco (50% machos);

« Sistema de acasalamento: unido randémica de gametas;
« Taxa de crescimento: exponencial do nimero de fémeas;
« Reposigédo de fémeas: 100%;

« Sem selegéo;

« Geragdes: seis;

« A sexta geragao consistiu em 16000 (50% fémeas).

v
E_6 N = 16000

Passo 3: Populagdo recente
R_O N = 240 machos e 6000 fémeas
(Ne = 923)

« Progénie por fémea: uma (50% machos);

« Taxa de crescimento: exponencial do nimero de fémeas;

« Reposigao de fémeas e machos: 20% e constante;

« Sistema de acasalamento: ao acaso;

« Geragdes: 15;

« Critérios de selegéo e descarte: valor genético (EBV - BLUP);
« Total 90.000 animais (6.000 por geragao).

v
R_15 N = 6000

Figura 4.1. Diagrama de fluxo da simulagao.

Apds a simulagdo, o numero de marcadores SNPs com MAF > 0,1 foi de
576.027, 577.189 e 576.675 para as populagbes Pop1 (herdabilidade baixa: 0,10),
Pop2 (herdabilidade moderada: 0,25) e Pop3 (herdabilidade alta: 0,35),
respectivamente, distribuidos em 29 cromossomos com comprimento total de 2.333
cM. A variagao fenotipica foi de 100% e a variagao atribuida aos QTLs foi de 50%
dos valores das herdabilidades simuladas.

Os animais analisados no presente estudo pertenciam a ultima geracao

simulada para cada populagéo (Pop1, Pop2 e Pop3), as quais foram compostas de
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3.010, 2.980 e 3.058 fémeas e 2.990, 3.020 e 2.942 machos, respectivamente. O

sumario dos fendtipos para cada herdabilidade esta disponivel na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Estatisticas dos fenétipos correspondentes de cada populagao.

Populagao Minimo Maximo Média Desvio-Padrao
Pop1 -2,563 4,935 1,344 0,9948
Pop2 -1,297 6,676 2,723 0,1376
Pop3 -0,2276 7,1473 3,1843 0,9788

4.2. Construcao dos Blocos de Haplotipos

Foram utilizados trés métodos para a construgdo dos blocos de haplétipos:
Intervalo de Confianga (IC), quando 95% dos pares de SNPs informativos de um
conjunto de SNPs adjacentes estiverem em "forte LD" (o limite superior do IC de D’ =
0,98 e o limite inferior = 0,70) esse conjunto é categorizado como um bloco de
haplétipos e os marcadores que possuiram MAF < 0,05 foram considerados nao
informativos e ignorados (GABRIEL et al., 2002); Regra de Quatro Gametas (RQG),
no qual foi considerado um evento de recombinacdo quando houve a identificacao
do quarto gameta com frequéncia observada maior que 0,01 (WANG et al., 2002);
Janelas Sobrepostas (JS), em que os haplétipos foram constituidos por cinco
marcadores adjacentes, representando o tamanho da janela de cada haplétipo,
(MATHIAS et al., 2006). Apos a formagao do primeiro haplétipo, composto do
primeiro marcador até o quinto, a janela sera deslocada para formar o segundo
haplétipo, do segundo marcador até o sexto, e continuara nesse processo iterativo
até o final do genoma. Sendo assim, cada marcador podera constituir de um ou mais
haplétipos. Os numeros totais de haplétipos formados e a porcentagem do genoma

coberto para cada método e populacdo podem ser observados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Numeros totais de haplétipos e alelos construidos e porcentagem de

cobertura no genoma por IC, RQG e JS por populagéo.

IC RQG JS*
Pop Cobertura’
Hap Alelos Hap Alelos Hap Alelos

46% (IC
Pop1 120.010 530.727 128.056 581.146 575.911 5.168.460 e (1C)
48% (RQG)

45% (IC
Pop2 121.051 522.333 129.762 568.446 577.073 5.191.308 0 (IC)
46% (RQG)

44% (IC
Pop3 120.945 515.158 128.339 560.551 576.559 5.245.741 ° (1)
45% (RQG)

Pop: Populacéo; IC: Intervalo de Confianga; RQG: Regra de Quatro Gametas; JS:
Janelas Sobrepostas; Hap: haplétipos. * Porcentagem de cobertura para JS é

sempre 100%; '"Porcentagem de cobertura.

As construgdes dos haplétipos com base nas metodologias IC e RQG foram
realizadas utilizando o software HaploView (BARRETT et al., 2004). O método JS foi
aplicado utilizando o software R (R CORE TEAM, 2016).

4.3. Matriz G

As matrizes gendmicas dos haplétipos e SNPs foram constituidas de acordo
com o0 numero de coépias de cada alelo que cada animal possuia, codificados da
seguinte maneira: 0 para os animais que n&o possuiam coépia do alelo; 1 para os
animais que possuiam apenas uma coépia do alelo proveniente de um dos pais; 2
para 0s animais que possuiam duas copias do alelo, sendo que cada cépia foi
proveniente de um dos pais. Dessa forma, cada matriz dos blocos de haplétipos e
SNPs teve dimensdo N X p, onde N corresponde ao numero total de alelos dos
blocos de haplétipos ou SNPs e p corresponde ao numero de animais no estudo.

Para as analises dos haplétipos formados pelos métodos IC e RQG foram
utilizadas as matrizes G construidas com base nos respectivos haplotipos. Para a

analise dos SNPs utilizou-se a matriz G construida utilizando os SNPs isolados.
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Essa mesma matriz foi utilizada para a analise dos haplétipos formados pelo método
JS, visto que neste método cada marcador forma mais de um haplétipo, e, dessa
forma, a estrutura populacional no modelo poderia estar superestimada.

As matrizes G foram calculadas para cada populacdo e método de haplétipo
utilizando o software GEMMA (ZHOU; STEPHENS, 2012). Seja X a matriz de
incidéncia que contém i alelos de n blocos de haplétipos de p animais, a estatistica

para o calculo da matriz de parentesco gendmica € definida como:

1 _ _
6= (=~ 1 E)(x = 1, %),
Onde, x; € a i-ésima coluna que corresponde ao i-ésimo alelo da matriz para

os haplotipos e no caso dos SNPs corresponde ao i-€simo marcador; x; e vy,

correspondem a média e variancias amostrais do i-ésimo alelo ou SNP e 1,, € um
vetor n X 1 de uns.

Apds a construcdo das matrizes foram estimadas as correlagdes, entre os
elementos fora da diagonal principal, das matrizes G dos métodos IC (Gic) e RQG
(Grac) com as matrizes G convencionais, computadas utilizando os marcadores
SNPs (Gsne) com a finalidade de mensurar a associagéo linear dos graus de
parentesco obtidos entre as mesmas. Caso as correlagdes entre as matrizes Gic e
Grac com as matrizes Gsnp forem altas, essas podem ser utilizadas nos modelos de

associagao.
4.4. Modelo misto linear univariado

As analises de associacdo utilizando haplotipos e SNPs isolados, para as
populagdes Pop1, Pop2 e Pop3 foram realizadas utilizando o software GEMMA
(ZHOU; STEPHENS, 2012) ajustando um modelo misto linear univariado, como
segue:

y=u+xf+u+e.

Onde, y é vetor de dimensdo n de caracteristicas quantitativas de n-
individuos, u € uma constante, x € a matriz dos blocos de haplétipos, f é o efeito
dos blocos de haplétipos ou SNP, u é o efeito aleatério dos animais, sendo u ~

NMV,,(0,At71G), € é o erro aleatorio, e ~ NMV,(0,771,,), T~ é a varidncia residual
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dos erros, 1 é a razédo entre dois componentes de variancia, G é a matriz genética de

parentesco, I,, € a matriz identidade com dimensao n X n.
4.5. Testes de significancia

Para a analise de associag¢ao utilizando os marcadores moleculares SNPs
foram computados os valores de p dos efeitos dos marcadores pelo Teste de Wald
(ZENG et al., 2015) apds corregdo para multiplos testes pelo método de Bonferrroni.

Para os blocos de haplétipos, por serem multi-alélicos, o teste de Wald nao se
aplica e, dessa forma, houve necessidade de adaptacdo de um teste especifico a
partir da variancia genética explicada por cada bloco de haplétipo. A variancia
genética aditiva dos haplétipos foi estimada utilizando as frequéncias e os efeitos de
cada alelo para cada haplétipo e é definida como (LYNCH; WALSH, 1998):

1 1
2
of = Z Z(au —ay;)" pypyj.

i >

Onde, ojz € a variancia genética aditiva do j-ésimo haplétipo; a; € o efeito
aditivo do i-ésimo alelo do j-ésimo haplétipo; a; é o efeito aditivo do I-ésimo alelo do
j-ésimo haplétipo, com i # 1 e [ > i; p; € a frequéncia do i-ésimo alelo do j-ésimo
haplétipo; p; € a frequéncia do |-ésimo alelo do j-ésimo haplétipo, e I: € o total de
alelos do j-ésimo hapldtipo.

Como a varidncia esperada das estimativas dos efeitos dos alelos é
dependente do numero de alelos por bloco de haplétipos, uma vez calculada a
variancia para cada bloco de haplétipo foi ajustada inicialmente uma curva da
distribuicdo de probabilidade gama para as varidncias dos blocos haplétipos de
acordo com o numero de alelos, sendo estimados os parametros de forma (a) e de
taxa (f). Depois disto, foi ajustado um tipo de modelo para cada parametro. Para o
parametro de forma «a, utilizou-se o0 modelo de regresséo linear:

Ya; = a+byx; + byx;* + bax;® + €.
Onde, Ve corresponde aos a ajustados; a corresponde ao intercepto;

by b, e by correspondem aos coeficientes linear, quadratico e cubico; x; € o numero
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de alelos por hapldtipo e ¢; € o erro associado (SCHNEIDER; HOMMEL,;
BLETTNER, 2010).

As significancias dos coeficientes de regressdo foram avaliadas pelos seus
valores de p e os modelos escolhidos foram os que possuiam o0s maiores valores
para o R? ajustado.

Para o parametro de taxa g, utilizou-se um modelo de regressao nao linear de
Brody (BRODY, 1924), como segue:

Vg = 6,(1— 6,exp(—05x;)) + Eij.
Onde, y;.. corresponde aos [ ajustados; os coeficientes da regressao 6, € o
Bl]

limite assintético que a curva podera assumir, 8, € a proporcao de valores iniciais
que definem a angulagao da curva e 65 representa a velocidade de crescimento da
curva até atingir o limite assintotico; x; € o numero de alelos por haplétipo e ¢;; € o
erro associado.

Os limiares baseados no resultado do Teste de Bonferroni foram estimados

- ~ . . . .~ a A~ Ya;
utilizando a fungdo quantil de uma distribuicdo gama com os parametros @ = 9“‘2 e
Bi

,\ 2
g = 7 ‘z, onde j,, sao os valores preditos para o i-eésimo numero de alelos obtidos do

i

modelo selecionado referente ao parametro a e 37131-2 sao os valores preditos para o i-

ésimo numero de alelos obtidos do modelo selecionado referente ao parametro £3.
4.9. Férmula do desequilibrio de ligagéo para marcadores multi-alélicos

Para verificar o desequilibrio de ligagao (DL) entre os haplétipos significativos
com o QTL detectado e os marcadores que constituem os haplétipos significativos
com o QTL detectado foi utilizada seguinte estatistica para D’ (ZHAO; NETTLETON,;
DEKKERS, 2007):

Dmax 4

p(A
D}** = min[ (4; )p(B ), (1 - (Al-)) (1 - p(Bj))] quando D;; < 0,
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I = min [p(4;) (1-p(8;)), (1 - p(4))p(B;)| quando D;; = 0.
E para o calculo da correlagdo como coeficiente de DL (r?) foi utilizada a
seguinte estatistica (ZHAO; NETTLETON; DEKKERS, 2007):

k m
r? = Z p(A)p(B;)r,
i=1 j=1

0
p(A)(1 - p)p(B) (1-p(8))

Onde, k e m sao os numeros dos alelos alternados em um loco A e B,

2

respectivamente, p(4;) é a frequéncia do alelo 4; no loco 4, p(Bj) € a frequéncia do

alelo B; no loco B e p(A;B;) é a frequéncia do haplétipo A;B;.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Extensao do desequilibrio de ligagao das populagdes simuladas

O decaimento do DL dos dados simulados para as trés herdabilidades foi
suave e linear nao diferindo entre si, e aproximando-se do que é encontrado na
literatura para bovinos da raga Nelore (ESPIGOLAN et al., 2013; MELO, 2015). Em
distancias maiores do que 60 kb, o decaimento do LD (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3) foi um
pouco maior do que o documentado por Espigolan et al. (2013). Em dados reais,
valores médios de DL, medido utilizando o 72, para bovinos Nelore variaram entre
0,17 (ESPIGOLAN et al. 2013) até 0,31 (FERNANDES JUNIOR et al. 2016), no
presente estudo, os valores médios do DL pertencem ao intervalo de 0,20 a 0,30.
Portanto, pode-se considerar que as simulagdes de cada populacdo se adequam ao

que é observado em dados reais.
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Figura 5.1. Gréafico do desequilibrio de ligagdo (r?) para a herdabilidade 0,10

referente aos cromossomos de 1 a 29 do genoma simulado.
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Figura 5.2. Gréafico do desequilibrio de ligagdo (r?) para a herdabilidade 0,25

referente aos cromossomos de 1 a 29 do genoma simulado.
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Figura 5.3. Gréafico do desequilibrio de ligagdo (r?) para a herdabilidade 0,35

referente aos cromossomos de 1 a 29 do genoma simulado.

5.2. Correlagdes entre as matrizes G

Na Tabela 5.1 observa-se que todas as correlagdes entre as matrizes Gic e

Grac com as matrizes Gsne, para as trés populagdes, possuem associagao linear

forte, indiciando que as matrizes ndo sao estatisticamente distintas.
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Tabela 5.1. Correlagado das matrizes genémicas construidas a partir dos métodos IC
e RQG com as matrizes gendmicas construidas a partir dos SNPs para as trés

populacdes simuladas.

Populagao
Método
Pop1 Pop2 Pop3
IC 0,9974 0,9975 0,9977
RQG 0,9978 0,9979 0,9981

IC: Intervalo de Confianga; RQG: Regra de Quatro Gametas.

As correlagdes entre as matrizes Gic e Grac foram estimadas em 0,9997.
Este resultado era esperado, pois ambos os métodos possuem em comum a
construcdo dos blocos de haplétipos baseada em eventos de recombinagao que
ocorrem no genoma (GABRIEL et al., 2002; WANG et al., 2002).

5.3. Analise de associagao

Na analise de associagdo gendmica ampla, foram encontrados haplétipos
com efeitos significativos apenas nas populagdes Pop1 (herdabilidade de 0,10) e
Pop3 (herdabilidade de 0,35). Para a populagdo Pop1, todos os métodos de
construgdo de haplétipos resultaram na identificacdo de haplétipos com efeitos
significativos. Para a Pop3, apenas quando foi utilizado o método JS observou-se
um bloco de haplétipo com efeito significativo, como pode ser visto na Tabela 5.2.
Este resultado nao era esperado uma vez que as trés populacdes foram simuladas
com estrutura genética muito semelhante e, como a variancia fenotipica simulada
era igual nas trés populagbes, os maiores efeitos dos QTLs no caso das

herdabilidades mais altas deveriam facilitar sua deteccéo.
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Tabela 5.2. Numero de haplétipos significativos por populagéo, de acordo com o

método de construcio de haplétipo e cromossomo.

Populagées Método Cromossomo Total de haplétipos significativos
IC 15 32
15 52
Pop1 RQG 19 1
29 1
JS 15 200
Pop3 JS 11 1

IC: Intervalo de Confianga; RQG: Regra de Quatro Gametas; JS: Janelas

Sobrepostas.

Na populagdo Pop1, com o uso do método IC cada um dos 32 hapldtipos
significativos explicou entre 0,0070 a 0,0150 de variancia aditiva, o que representou
entre 0,14% e 30% da variancia dos QTLs. Para os 52 haplétipos significativos do
método RQG, o valor da variancia genética explicada ficou entre 0,0061 e 0,0151,
correspondendo entre 0,12% e 30% da variancia dos QTLs. Com o uso das mesmas
metodologias, Sodeland (2010) também detectou QTLs para caracteristicas com
herdabilidades baixas (0,02 a 0,13) e Oh et al. (2012) identificaram haplotipos
significativos para caracteristicas de baixa a moderada herdabilidades, em dados
reais de bovinos. Com o uso do método JS os 200 haplétipos significativos
explicaram variancias aditivas de 0,0070 a 0,0150, equivalente a 0,14% e 30% da
variancia dos QTLs. Quando a populacdo Pop3 foi analisada, apenas o método JS
detectou haplétipo significativo, o qual explicou 0,0082 de variancia genética aditiva,
correspondendo a 0,05% da variancia do QTL identificado.

Considerando que os haplétipos que detectaram QTLs sdo os mais proximos
destes, pode-se observar que apesar do grande numero de haplétipos significativos
no cromossomo 15 da Pop1, foram detectados apenas cinco, oito e sete QTLs
utilizando-se, os métodos IC, RQG e JS, respectivamente (Tabela 5.3). O método
RQG foi o unico a detectar o QTL Q386, com haplétipo constituido de dois SNPs e
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trés alelos, e também os QTLs Q511 e Q737, com hapldtipos constituidos de trés
SNPs.

Na Tabela 5.3 observa-se que exceto o QTL Q387 no cromossomo 15 e o
Q511 no cromossomo 19, cujas variancias representavam pouco menos que 4,0%
das variancias simuladas dos QTLs na caracteristica da Pop1, as variancias dos
QTLs detectados foram muito pequenas. Estes dois QTLs (Q387 e Q511) foram os
que apresentaram maiores efeitos entre os QTLs simulados nesta populagdo. O
haplétipo significativo mais proximo do QTL Q737, cuja variancia genética era
essencialmente zero, estava também proximo do QTL Q738, com variancia genética
de 0,000217 (0,4% da variancia simulada), ainda de pequena magnitude, mas
suficiente para o haplétipo ser significativo. Observa-se ainda, que a maioria dos
haplétipos significativos estavam em DL com o QTL Q387, bem como que para os
trés métodos de formacdo de haplétipos a maxima variancia explicada pelo
marcador foi dos haplétipos proximos ao QTL Q387. A regido formada pelos QTLs
Q384 a Q390, que compreende cerca de 11 cM do cromossomo 15 na Pop1,
concentra mais de 99% dos hapldtipos significativos. Os QTLs que estdo mais
préximos entre si sdo o Q387 e o Q388 com distdncia de 0,0325 cM e os mais
distantes s&o os QTLs Q381 e Q390 com 12,5515 cM de disténcia. Deste conjunto
de QTLs, apenas os pares Q384-Q385 e Q386-Q387 apresentam a estatistica D'
maior que 0,5 e r? maior que 0,10 indicando DL entre eles. Entretanto, pode-se
considerar que a regido que abrange o QTL Q384 até o QTL Q387 apresenta
alguma ligacéo (Tabela 5.4), isto talvez explique o fato da regido concentrar a
maioria dos haplétipos significativos. Desta forma, supbe-se que apenas dois QTLs
detectados foram de fato importantes (Q385 e Q387) e os haplétipos que detectaram
outros QTLs s&o falso-positivos. Além disso, é importante ressaltar que o segundo
QTL com maior variancia simulada (Q511) foi detectado apenas por um haplétipo
significativo formado pela RQG e, apesar disto, a variancia do haplétipo ndo era

particularmente grande.
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Tabela 5.3. Populagdo, cromossomo, identificacdo dos QTL e variancias genética

aditiva simuladas dos QTLs detectados e, numero de hapldtipos significativos,

valores maximos das medidas de desequilibrio de ligagdo (r> e D') entre QTLs

detectados e os haplétipos significativos e maxima variancia do efeito estimado dos

haplétipos significativos, de acordo com o método de formagao dos haplétipos.

Var . 9 . , Max Var

Pop Cr QTL (QTL) N hap Maior r Maior D (hap)
IC(1)  IC(0,047)  IC(0,458)  IC(0,0084)
15 Q381 0,000000 RQG(1) RQG(0,047) RQG(0,475) RQG(0,0085)
JS(1)  JS(0,076)  JS(0,707)  JS(0,0068)
RQG(5) RQG(0,228) RQG(0,668) RQG(0,0081)
15 Q384 0,000008 54y ys(0286)  JS(0.886)  JS(0,0068)
RQG(4) RQG(0,202) RQG(0,702) RQG(0,0070)
15 Q385 0000016 ;50)  ys(0181)  JS(0,708)  JS(0,0069)
15 Q386 0,000000 RQG(1) RQG(0,208) RQG(0,682) RQG(0,0072)
IC(10)  IC(0,594)  1C(0,968)  1C(0,0150)
15 Q387 0,001937 RQG(13) RQG(0,597) RQG(0,995) RQG(0,0151)
oo JS(63)  JS(0,413)  JS(1,000)  JS(0,0131)
P IC(11)  IC(0,406)  IC(0,931)  1C(0,0139)
15 Q388 0,000010 RQG(13) RQG(0,226) RQG(0,931) RQG(0,0139)
JS(77)  JS(0,212)  JS(0,937)  JS(0,0107)
IC(8)  IC(0,467)  1C(0,937)  1C(0,0122)
15 Q389 0,000000 RQG(12) RQG(0,592) RQG(0,979) RQG(0,0108)
JS(51)  JS(0,319)  JS(0,987)  JS(0,0121)
IC(2)  IC(0,310)  IC(0,812)  IC(0,0078)
15 Q390 0,000013 RQG(3) RQG(0,249) RQG(0,766) RQG(0,0078)
JS(2)  JS(0,275)  JS(0,844)  JS(0,0075)
19 Q511 0,001896 RQG(1) RQG(0,371) RQG(0,885) RQG(0,0068)
29 Q737 0,000000 RQG(1) RQG(0,133) RQG(0,576) RQG(0,0068)
Pop3 11 Q256 0.000071 JS(1)  JS(0,000)  JS(0,028)  JS(0,0081)

Pop: Populagao; Cr: Cromossomo; Var (QTL): Variancia do QTL; N hap: Numero de

haplétipos significativos; Max Var (hap): Maxima variancia dos haplétipos; QTL:

Quantitative Trait Loci; IC: Intervalo de Confianga; RQG: Regra de Quatro Gametas;

JS: Janelas Sobrepostas.
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Estudos de associacdo gendmica em que sao utilizados haplétipos (WU et al.,
2014; ZHANG et al., 2015; BRAZ, 2016) demonstram que € possivel validar estudos
de GWAS em que foram utilizando SNPs isolados e, inclusive, detectar QTLs que
nao foram detectados por SNPs isolados, como é observado no caso do QTL Q511.
Tal observagao também foi documentada em estudos realizados utilizando dados
reais de frangos (ZHANG et al., 2015). Os autores estudaram a caracteristica de
peso em 396 frangos e utilizaram 46.665 SNPs nas analises. Os haplétipos
construidos possuiam limiar de r? >0,8 e o tamanho da janela foi de 200 kb. No
total, foram formados 5.650 haplétipos sendo que 19 deles foram significativos e 7
deles foram constituidos com SNPs significativos. Na andlise dos marcadores, 18
SNPs isolados também possuiam efeitos significativos. Em dados reais para
ovelhas, Ren et al. (2016) estudaram o fenétipo “polycerate” em que foram utilizados
dados de 50 animais, sendo 28 com dois chifres e 22 com quatro chifres, e o total de
491.507 SNPs. Foram identificados 10 SNPs e 20 haplétipos, construidos utilizando
a metodologia RQG.

Resultados diferentes foram encontrados por Wu et al (2014). Os autores
utilizando SNPs detectaram um numero maior de variaveis significativas do que com
o uso dos hapldtipos. A suspeita para tal € que os SNPs adjacentes estejam na
mesma regido o que diminuiu o numero de associagdes significativas. No presente
estudo, varios SNPs significativos constituiam o mesmo haplétipo. No estudo de Wu
et al (2014) alguns QTLs somente foram identificados utilizando SNPs isolados e
outros utilizando os haplétipos. As caracteristicas estudadas foram peso do corte de
musculo dianteiro (foreshank) e niveis de triglicerideos, em 942 bovinos da raga
Simmental, sendo os hapldtipos construidos pelo método de Intervalo de Confianca.

Para a populacéo Pop3, o haplétipo significativo esta localizado proximo do
QTL Q257 que possui variancia 0,000104 e corresponde a 0,2% do total da
varidncia simulada, podendo ser o efeito combinado entre ambos a razdo da
significancia do haplétipo.

Para os SNPs, ao nivel de significancia de 5%, a Pop1 foi a unica populagao
em que se detectou SNPs significativos, todos dispostos no cromossomo 15. No
total, 42 marcadores SNPs foram significativos, e todos estavam localizados na
mesma regido, proximos dos QTLs Q384, Q387, Q388 e Q389. Dessa forma, no
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presente trabalho, os modelos de associacdo utilizando haplétipos resultaram em
um numero maior de QTLs detectados do que os modelos de associacio utilizando
SNPs isolados. Em estudos de simulagao, Hayes et al. (2007) também observaram
em estudo de GWAS que com a utilizagdo de blocos de hapldtipos é possivel obter
melhor performance comparado ao uso de SNPs isolados. O resultado encontrado
corrobora com os encontrados por Braz (2016), o qual observou que haplétipos
baseados em Janelas Sobrepostas de cinco SNPs detectaram mais QTLs quando
comparados com analises de associacbes de SNPs isolados, utilizando uma

caracteristica de baixa herdabilidade em Nelore.

Tabela 5.4. Desequilibrio de ligagédo, D’ e r?, dos QTL detectados no cromossomo

15 da populacao Pop1.

QTL D’ r?
Q381 e Q384 0,337 0,050
Q384 e Q385 0,523 0,156
Q385 e Q386 0,479 0,045
Q386 e Q387 0,805 0,177
Q387 e Q388 0,259 0,009
Q388 e Q389 0,001 0,000
Q389 e Q390 0,116 0,012

QTL: Quantitative Trait Loci.

Analisou-se a razado pela qual alguns métodos nao identificaram QTLs que
outros métodos identificaram. Para os QTLs identificados apenas pelo método RQG
os seguintes casos foram observados: em relagdo ao QTL Q386, ndo ha blocos de
haplotipos construidos na posicdo do QTL pelo método IC e pelo método JS o bloco
de haplétipo presente nesta regido possui cinco SNPs e nove alelos, diferentemente
do haplétipo significativo formado pelo método RQG. Em relagdo ao QTL Q511, o
segundo em maior variancia simulada, utilizando o método IC n&o foi formado bloco
na posi¢céo do QTL e o bloco formado pelo método JS constituido de cinco SNPs e

seis alelos ndo conseguiu detectar o efeito do QTL. Na posi¢céao do QTL Q737, foi
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formado um bloco de haplétipo com seis SNPs e oito alelos pelo método IC,
entretanto, este nao foi significativo nos niveis de significancia testados (5% e 10%).

Os QTLs Q384 e Q385 foram detectados pelos métodos RQG e JS, sendo
que com o uso do método IC pode nao ter sido possivel identifica-los devido ao
bloco formado na posicdo do QTL Q384 consistir de quatro SNPs e nove alelos e na
posicao do QTL Q385 nao foi formado bloco de haplétipo.

Para a populagdo Pop3, apenas o método JS conseguiu detectar um QTL
(Q256) no cromossomo 11. Na mesma posigao, foram construidos haplétipos pelos
meétodos IC e RQG, ambos formados por dois SNPs e trés alelos, o que pode ter
afetado na nao identificacdo do QTL, visto que o haplétipo que o identificou pelo
método JS foi composto de cinco SNP.

Em virtude do valor de p de Bonferroni ao nivel de significancia de 5% ser
muito restritivo, os haplétipos de todos os métodos foram reanalisados utilizando o
nivel de significancia de 10%, sendo que os resultados foram semelhantes. Para a
Pop1, embora o numero de haplétipos no cromossomo 15 tenha aumentado, apenas
um novo QTL (Q402) foi identificado por um haplétipo formado pelo método RQG
em regiao cerca de 30 cM distante do Q390 e com variancia simulada de 0,000017.
Este resultado indica que diminuir o nivel de significancia de 5% para 10% apenas
aumentou o numero de QTLs falso-positivos. Para os marcadores SNPs, ndao houve
QTL identificado além dos documentados anteriormente, assim como para as outras
duas populacdes.

A eficacia do uso de métodos de construgdo de haplétipos depende
diretamente do numero de animais presentes no estudo e da densidade de
marcadores (HAMBLIN; JANNINK, 2011). No presente estudo, foram utilizados mais
animais e maior densidade de marcadores do que é documentado na literatura
(ZHANG et al., 2015; SALEM et al., 2018), os haplétipos também demonstraram ter
desempenho melhor que SNPs isolados. Com alguns métodos de construgdo de
haplétipos € possivel obter maior eficiéncia em estudos de GWAS utilizando menos

variaveis nos modelos de predicdo, o que resulta em maior poder de detecgao.
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6. CONCLUSAO

Para a estrutura das populacdes aqui simuladas, apesar da baixa eficiéncia
de todos os métodos para a deteccdo dos QTLs, os resultados indicam que o
método de formagao de haplétipos baseado na Regra de Quatro Gametas é o mais
adequado para deteccado de QTLs em relagdo aos métodos Intervalo de Confianca e

Janelas Sobrepostas, e também ao uso dos SNPs isolados.
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