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ESTUDO DE ASSOCIACAO GENOMICA E ANALISE DE ENRIQUECIMENTO
GENETICO DA CRIOTOLERANCIA ESPERMATICA EM BOVINOS DA RACA
NELORE

RESUMO - Estudo de Associacdo Gendmica (GWAS - Genome Wide
Association Study) foi conduzido para identificar regides cromossdmicas relacionadas a
capacidade de criotolerancia espermatica em bovinos da raca Nelore, empregando 0s
fendtipos: diferenca entre a motilidade do sémen fresco e descongelado (DMD) e
diferenca entre a motilidade do sémen fresco e pos-teste de termo-resisténcia (DMT),
com o intuito de compreender melhor os fenbmenos que regem tal caracteristica. O
perfil de SNP (SNP - Single Nucleotide Polymorphism) de cento e vinte e cinco touros
foi determinado com o auxilio de micro-arranjo de alta densidade de SNP (BovineHD
lllumina®). As estimativas dos valores genéticos dos touros (EBV - Estimated Breeding
Value) (Experimento 1) e as médias das medidas fenotipicas (Experimento 2) foram
calculadas para as caracteristicas em questdo. As metodologias estatisticas
GRAMMAR e EIGENSTRAT foram utilizadas para a realizacdo do teste de associacao
fendtipo / gendtipo apos procedimento de controle de qualidade dos dados. A analise
de enriguecimento funcional foi realizada com auxilio do software DAVID. Essa analise
apontou a familia de genes Serpina (inibidores de proteases), reguladores de cAMP e
componentes do citoesqueleto celular como o grupo de genes que apresentam maior
importancia funcional para as caracteristicas avaliadas. Todas as metodologias
testadas demonstraram-se capazes de identificar regibes gendémicas associadas aos

fendtipos DMD e DMT, destacando-se os cromossomos 1, 16 e 19.

Palavras-Chave: Criotolerancia Espermatica, Gendmica Funcional, GWAS, Nelore,

Serpinas, SNP
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GENOME WIDE ASSOCIATION STUDY AND GENETIC ENRICHMENT ANALYSIS
OF SPERMATIC CRYOTOLERANCE IN NELLORE CATTLE

ABSTRACT — Genome Wide Association Study (GWAS) was performed in order
to identify chromosomal regions related to sperm cryotolerance capacity in Nellore cattle
for the phenotypes: difference between fresh and post-thaw semen motility (DMD) and
difference between fresh and post thermal resistance test semen motility (DMT), aiming
to better understand the phenomena governing this characteristic. SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) profile of one hundred and twenty five Nellore bulls were
determined using high density SNP chip (BovineHD lllumina®). Estimated Breeding
Values - EBV (Experiment 1) and phenotypic measures means (Experiment 2) were
calculated for the evaluated traits. The statistical methodologies GRAMMAR and
EIGENSTRAT were used to test the phenotype / genotype association after data quality
control. Functional enrichment analysis was performed using DAVID software. These
analyses pointed out to Serpine (protease inhibitor), cAMP metabolism control and
cytoeskeletal components gene families as the most important functional gene groups
for the evaluated traits. All the methods tested shown to be able to identify genomic
regions associated with phenotypes DMD and DMT, especially chromosomes 1, 16 and
19.

KEY WORD: Functional Genomics, GWAS, Nellore, Serpin, Spermatic Cryotolerance,
SNP



l. INTRODUCAO

O aumento da competitividade tem levado a busca por maior eficiéncia na cadeia
produtiva bovina como um todo. Neste contexto, a utilizacdo de sémen congelado na
Inseminacdo Artificial (IA) é de extrema importancia ja que permite que touros de alto
valor genético sejam utilizados em um grande numero de rebanhos (BARBAS;
MASCARENHAS, 2009).

A qualidade do sémen criopreservado é determinada por suas caracteristicas
morfofuncionais. Para isso, avalia-se a qualidade do espermatozoide em relacdo a
essas caracteristicas, classificando-os de acordo com critérios minimos pré-
determinados que indiguem se o0 sémen apresenta qualidade adequada para ser
utilizado na IA (WATSON, 2000).

A capacidade espermatica de tolerar o processo de criopreservacao,
apresentando boa qualidade apds a descongelacao, pode ser influenciada por diversos
fatores. Essa caracteristica determina se um animal podera ter seu sémen congelado e
utilizado amplamente em diversos rebanhos ou se o reprodutor somente podera ser
utilizado em um rebanho, pela monta natural.

A complexidade biologica desse fenbmeno, a existéncia de poucas informacoes
sobre as bases fisiologicas da criotolerancia, a dificuldade de obtenc&o dos dados em
grande escala e sua expressao tardia (quando o animal jA € praticamente adulto),
constituem entraves que dificultam a implantacdo de critérios para a selecdo de animais
criotolerantes (DE ROUEN; FRANKE, 1989). Essas particularidades sugerem que a
introducd@o de ferramentas genémicas poderia trazer inUmeros beneficios ao processo
de selecdo desses animais.

Os Estudos de Associacdo Gendmica (GWAS - Genome Wide Association
Study) aliados as novas tecnologias de prospec¢do automatizada de SNP, permitem
identificar variagbes no DNA que estdo correlacionados com uma dada caracteristica,
apontando para a localizacdo dos genes envolvidos com a expressao do fenétipo de
interesse e auxiliando na compreensdo dos mecanismos bioldgicos e fisioldgicos

desses genes (KU et al., 2010).



O presente trabalho baseia-se na premissa de que a variacdo na resisténcia a
criopreservacdo do sémen entre individuos é determinada geneticamente. Avangos na
compreensdo dos mecanismos de determinacdo genética dessa caracteristica podem
ajudar a explicar a existéncia de animais mais ou menos criotolerantes. A identificacdo
das vias metabdlicas essenciais envolvidas no processo de criopreservacdo, com
consequente conhecimento dos genes e proteinas nelas envolvidas, podera auxiliar o
desenvolvimento de procedimentos de criopreservacao mais eficientes, além de trazer
luz a particularidades de espécies cujos gametas sdo altamente sensiveis a esse
processo, o que em ultima instancia deve permitir o desenho de estratégias para

selecdo de animais criotolerantes.

Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Panorama da pecuaria bovina no Brasil e no mundo

No ambito mundial a pecuaria contribui com 40% da producdo agricola total,
sendo responsavel pela subsisténcia e seguranca alimentar de mais de um bilhdo de
pessoas. Essa atividade tem sido crucial para a estabilizacdo da economia de paises
menos desenvolvidos, além de contribuir para a melhoria dos padrdes alimentares e
reducdo da pobreza e da fome no mundo (FAO, 2009).

Para se entender a dimenséo dessa atividade no Brasil basta dizer que ela &
responsavel por gerar mais de 220 bilhdes de reais por ano, sendo a bovinocultura de
corte a principal cadeia produtiva desse setor, com faturamento de mais de R$ 50
bilhdes/ano e geracdo de cerca de 7,5 milhdes de empregos (CEPEA, 2010).

Levantamentos realizados pela Associacdo Brasileira das Indastrias de
Exportacdo de Carne (ABIEC, 2010) demonstraram que o Brasil atualmente €
responsavel por 26% do total de carne bovina comercializada no mundo, sendo o maior
exportador e o segundo maior produtor de carne, com 1,7 milhdes e 9,3 milhdes de
toneladas equivalente-carcaca respectivamente, produzidas no ano de 2010.

A cadeia agroindustrial da pecuéria de corte bovina beneficia varios setores da

economia, como a cadeia de produtos e servicos, além de exercer impacto positivo no



aspecto social agregando aproximadamente um milhdo de produtores de gado de corte,
cerca de 1.000 estabelecimentos industriais de carnes, derivados e servicos de
armazenagem, 50 mil pontos de distribuicdo (BANKUTI; AZEVEDO, 2003; TORRES JR
et al., 2005) e mais de 180 empresas de biotecnologia no setor (SEBRAE, 2007).
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Figura 1. Evolucdo do nimero de doses de sémen congelado comercializadas no Brasil entre
0s anos de 2009 a 2011 (ASBIA, 2011).

A industria nacional de comercializacdo de sémen também desempenha papel
importante no que tange a valorizacdo da pecuaria nacional, jA que a inseminacao
artificial foi uma das maiores responsaveis pela expansdo rapida e os incrementos
significativos no mérito genético dos rebanhos. Como demonstrado pela Figura 1, a
cada ano as centrais de inseminacao artificial tem aumentado o numero de doses
comercializadas com o intuito de atender a demanda crescente do mercado. Segundo
Associacdo Brasileira de Inseminacao Artificial (ASBIA, 2010), na ultima década esse
mercado se expandiu em aproximadamente 200%. Apenas no ano de 2011, foram
vendidas 12 milhdes de doses de sémen, o que representa um aumento de 23,54% em
relacdo ao ano anterior (ASBIA, 2011).

Parte do aquecimento do mercado de sémen nos ultimos anos se deve a
Inseminacgao Artificial em Tempo Fixo (IATF), que viabilizou em termos econdémicos e



de manejo, o uso da inseminacgdo artificial em grandes rebanhos, principalmente em
regides onde ha problemas com infraestrutura e méo de obra.

No Brasil, 45% das vendas de sémen congelado sdo para o mercado leiteiro e
55% para o de corte. Neste ultimo, dentre as mais de 15 racas com sémen disponivel
para a venda, o sémen da raca Nelore se destaca, representando quase 50% do total
de vendas da subespécie zebuina (Figura 2).

Dentre os fatores que consagraram a criacdo dessa raca no pais podemos citar
sua rusticidade e adaptabilidade, o que permite que animais Nelore sejam criados em
diferentes condi¢cbes de manejo com um bom rendimento de carcaca (PESSUTI;
MEZZADRI, 2004).
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Figura 2. Proporcdo de doses de sémen comercializadas no Brasil no ano de 2011 das
principais racas de corte (ASBIA, 2011).

Apesar do mercado de sémen no Brasil estar em franca expanséo, estima-se
gue das 90 milhdes de fémeas em idade reprodutiva no pais, apenas 9% sejam

inseminadas. Esses dados demonstram o enorme potencial de crescimento que esse



setor ainda apresenta e 0 aumento da demanda para a comercializacdo de um nimero
maior de doses de sémen (ASBIA, 2011).

2.2. A Criobiologia dos espermatozoides

A utilizacdo de sémen congelado na IA é essencial para o melhoramento dos
rebanhos nacionais ja que permite que touros de alto valor genético sejam utilizados em
diferentes regides geograficas. Touros com alta capacidade reprodutiva produzem em
media cerca de 60.000 doses de sémen congelado por ano, que podem ser utilizados
em diferentes rebanhos intensificando os ganhos pelo melhoramento genético e
reduzindo o potencial de transmissdo de doencas (CURRY, 2000; BARBAS;
MASCARENHAS, 2009).

De forma geral, os protocolos de criopreservacdo de sémen incluem a reducgao
da temperatura, a desidratacéo celular, a congelacédo e a descongelacdo (MEDEIROS,
2002). Segundo HALLAP et al. (2006), o processo de criopreservacao apresenta varias
etapas potencialmente danosas a célula espermatica, reduzindo a porcentagem de
espermatozoides férteis em até 50%. Os danos a célula espermatica podem ser
ultraestruturais, fisicos, quimicos e/ou funcionais, e podem ser causados por fendmenos
como o choque pelo frio, o “efeito solucdo” e a formacao de cristais de gelo intracelular
(CURRY, 2000).

O choque pelo frio ocorre principalmente quando a temperatura é reduzida de
30°C para 0°C durante o processo de criopreservacao (WATSON, 1981). A reducéo de
temperatura causa a desorganizacdo da porcao lipidica da membrana plasmatica
causando fraturas irreversiveis. Durante a congelagdo ocorre a inativacdo da enzima
aminofosfolipideo transferase, responsavel por manter a polarizacdo dos fosfolipides
concentrados na camada interna da membrana. Com a inativacdo da enzima,
decorrente da reducao progressiva da temperatura, as membranas passam do estado
fluido para o de gel, e as cadeias de acidos graxos, que antes eram distribuidas
aleatoriamente, se paralelizam formando uma estrutura mais rigida, portanto menos

fluida, consequentemente mais susceptivel a rupturas e fusdes (HAMMERSTED, 1990).



A desorganizacdo da membrana também propicia o agrupamento das proteinas
integrais com consequente perda da funcdo de canais ibnicos especificos, como por
exemplo, os canais de calcio. Segundo ROBERTSON & WATSON (1986), a
congelacdo aumenta a permeabilidade dos canais de célcio, aumentando o influxo
desse ion para o meio intracelular e contribuindo para a capacitacdo precoce da célula
espermatica, diminuido suas chances como gameta fecundante.

De forma geral, a membrana plasmatica possui citoesqueleto celular a ela
ancorado, sendo que qualquer alteracdo dessa estrutura pode repercutir negativamente
na funcdo da célula. Esse fato foi observado por SPUNGIN (1995), que verificou o
efeito da reducédo da temperatura sobre a despolimerizacéo dos filamentos de F-actina
do citoesqueleto, o que permitia a aproximacao e consequente fusdo da membranas
plasmética e acrossomal externa, em um processo similar a reacdo acrossOmica.

Muitos autores tém descrito a evidente reducdo da motilidade espermatica apés
a descongelacdo (WATSON, 2000; ESTEVES et al., 2007; BARBAS;MASCARENHAS,
2009). Segundo WATSON (1995), esse fato justifica-se pela ocorréncia de alteracdes
no transporte ativo e na permeabilidade das membranas na regido da cauda, além da
reducdo da disponibilidade de energia celular e/ou possiveis danos ao axonema. O
mesmo autor relata que o processo de criopreservagao propicia a formagao de cristais
de gelo intra-mitocondriais que causam danos fisicos a essa organela, prejudicando
processos como a fosforilacdo oxidativa, o transporte de prétons e a producdo de ATP.

Alteracdes nas membranas e nas diferentes organelas das células espermaticas
ocorrem simultaneamente nas diferentes fases da criopreservacdo. Uma caracteristica
patognomoénica da ocorréncia de danos devido ao choque pelo frio € a alteracdo do
padrdo de motilidade espermatica. Células com a viabilidade comprometida apresentam
movimentos em circulo ou retroégrado, além de dobras nas pecas intermediarias
(WATSON, 2000).

A adicao e remocéo dos agentes crioprotetores ao meio de congelacdo causam
um estresse osmatico transitério na célula denominado “efeito solucdo” (MAZUR et al.,
1972). Quando uma suspensao celular é resfriada, a agua pura do meio externo se

solidifica, tornando os solutos extracelulares progressivamente mais concentrados. O



ambiente extracelular hiperosmotico induz a saida brusca da agua do meio intracelular
por osmose, levando a célula a uma desidratacdo intensa. O limite de tolerancia
osmatica (OLT), representado pela extensdo da retracdo ou expansdo da célula em
resposta as alteragcbes de osmolaridade, varia entre as distintas espécies, sendo
importante para o estabelecimento da quantidade e tempo 6timos para a adicdo e a
remocéao do crioprotetor sem que ocorram danos a célula (AGCA; CRISTER, 2002).

As taxas de resfriamento utilizadas no protocolo de congelagdo sao de extrema
importancia para evitar a formacdo de cristais de gelo intracelular que podem
mecanicamente danificar organelas. A velocidade em que o resfriamento ocorre, deve
permitir que a agua deixe a célula por osmose antes que 0s cristais de gelo sejam
formados. Para minimizar esses danos, utiliza-se taxa de resfriamento que variam entre
15 a 60°C/minuto (WATSON, 2000).

Apesar dos extensos danos celulares, o sémen congelado bovino tem sido
utilizado ha algumas décadas com taxas de concepcao equivalentes aquelas obtidas
atraveés da monta natural. Segundo WATSON (2000), o sucesso na utilizagdo de sémen
congelado nessa espécie deve-se ao uso de elevada concentragdo de espermatozoides
na dose inseminante. A espécie bovina é especialmente beneficiada com a congelacao
do sémen, pois necessita de relativamente poucos espermatozoides para apresentar
bons indices de fertilidade.

AMMAN & HAMMERSTED (1993), propuseram modelo tedrico (Figura 3) para
explicar a relacdo entre a fertilidade e a dose inseminante no qual a inseminagédo deve
ser realizada com uma quantidade de células espermaticas suficiente para atingir o

ponto mais alto da curva garantindo assim fertilidade satisfatoria.



Figura 3. Relacao tedrica proposta por AMMAN & HAMERTSED (1993) para explicar a relacao
entre o numero de espermatozoides na dose inseminante e a fertilidade. A inclinagcéo e
0 ponto maximo da curva dependem das caracteristicas qualitativas do sémen.
Adaptado de WATSON (2000).

Nas ultimas décadas, muitas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de
revelar quais sao os principais fatores que afetam a criotolerancia da célula espermatica
(BELL et al., 1993; GAO et al.,, 1993; CURRY et al.,, 1994; CURRY et al., 1995;
GILMORE et al., 1996). Os mecanismos responsaveis por essa caracteristica ainda nao
foram elucidados, mas evidéncias demonstram a importante influéncia de fatores como
espécie, protocolo de criopreservacéao e perfil genético (HOLT, 2000).

A utilizacdo da motilidade como parametro de avaliagdo da criotolerancia
espermatica é controversa (JANUSKAUSKAS et al., 1995), ja que espermatozoides que
apresentem boa motilidade apos descongelacédo, podem ser incapazes de fertilizar um
odcito caso apresentem danos acrossomais (STROM et al., 1997). Entretanto, esse
parametro € um indicativo da proporcao de espermatozoides vivos apds esse processo,

além de ser a manifestacdo da integridade estrutural e funcional dessa célula.



HANDELSMAN (2002) relata que o estudo desse parametro exige atencao
especial jA& que o mesmo nao apresenta distribuicdo normal devido ao modo como é
mensurado (escala de 1 a 100% com acréscimos/decréscimos de 5%). Segundo esse
autor, mesmo depois de transformados os valores da motilidade podem n&o apresentar
normalizacao na distribuicdo.

Particularidades espécies-especificas tais como a forma, o volume, o tamanho e
a composicdo das organelas podem influenciar na sensibilidade das células a
congelacéo. Estudos comparativos entre a forma da cabeca dos espermatozoides de
diferentes espécies demonstraram correlagdo negativa entre o tamanho da cabeca do
espermatozoide e a criotolerancia (GAO et al., 1993; BARBAS e MASCARENHAS,
2009).

A variacdo individual na criotolerancia do sémen €& reconhecida em muitas
espécies domésticas, incluindo os bovinos (PARKINSON; WHITFIELD, 1987;
KOIVISTO et al.,, 2008). Touros podem ser classificados como mais ou menos
criotolerantes dependendo das caracteristicas de seus espermatozoides. SHAMSUDIN
& LARSSON (1993), relataram que caracteristicas da estrutura da membrana
espermatica, relacionadas a variagfes entre linhagens de uma mesma raca, podem
conferir ao espermatozoide resisténcia a congelacao.

O mesmo foi observado por TADA et al. (1993), que relataram maior
criotolerancia em camundongos de determinadas linhagens. Resultados semelhantes
foram relatados por THURSTON et al. (2002) na espécie suina, que identificaram
diferencas especificas no DNA de animais classificados como mais ou menos
criotolerantes.

A criotolerancia pode variar entre touros distintos e entre ejaculados do mesmo
touro, sendo que entre 5 a 15% dos ejaculados sdo usualmente descartados apds o
congelamento pelas centrais de inseminacao artificial (DEFOIN et al., 2008).

A identificacdo de touros com alta criotolerancia traria inGmeros beneficios para
as centrais de inseminacgdo, tais como a) reducdo do descarte de palhetas apos a
congelagdo devido a baixa qualidade espermatica; b) reducdo dos custos com

manutencao de touros na fase preparatdria para coletas c) otimizacdo do nimero de
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espermatozoides por palheta, maximizando o uso de touros com sémen de alta
qualidade e d) personalizagéo de protocolos de congelamento de sémen de touros com

baixa tolerancia a congelacdo, mas com alto valor econémico (AMANN; KATZ, 2004).

2.3. Estudos de Associacdo Gendmica (GWAS)

Apesar dos resultados positivos provenientes da aplicagdo de programas de
melhoramento no rebanho nacional ao longo dos ultimos 20 anos, caracteristicas de
baixa herdabilidade e de dificl mensuracdo, ou que ndo podem ser diretamente
mensuradas, apresentam baixa resposta aos metodos de selecéo tradicional.

A capacidade de compreender a manifestacdo de caracteristicas complexas e
estimar os efeitos de segmentos cromossdmicos na expressao dessas caracteristicas
permite aumentar a eficiéncia de selecdo pela utlizacdo destas informagdes na
predicdo do valor genético (FRAZER, 2009).

Nesse sentido, a aplicacdo de conceitos e ferramentas de genética molecular
pode contribuir para suplantar algumas destas limitacdes.

Gracas ao Projeto Genoma Bovino, concluido em 2009, e consequente
disponibilidade de micro-arranjos de alta densidade de SNP e de vasta aplicabilidade
(Bovine 50K — painel contendo mais de 54.000 SNP - lllumina Inc. - USA) (THE
BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009; THE BOVINE GENOME SEQUENCING AND
ANALYSIS CONSORTIUM, 2009), a primeira utilizagdo do conceito Whole Genome
Enabled Animal Selection (WGEAS) (ou Sele¢do Gendmica - GS) ocorreu em bovinos
de leite na América do Norte no final da primeira década do século XXI.

O resultado pratico da aplicacdo da estratégia originalmente proposta por
MEUWISSEN et al. (2001) foi a determinagdo de DEPs Gendmicas (GEPBV), que
passaram a ser publicadas oficialmente pelas associacdes de criadores de racas
leiteiras em paises como Estados Unidos, Canada, Australia, Nova Zelandia e Holanda
(HAYES et al., 2009).

A aplicacdo pratica da GS em rebanhos bovinos de leite tem mostrado ser

possivel a predicdo do mérito genético de animais jovens, antes mesmo de introduzi-los
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no programa de melhoramento, direcionando a escolha dos melhores reprodutores
(WEIGEL et al., 2010).

Além desta ja consagrada aplicacdo da gendmica em bovinos de leite, baseada
no aumento da acuracia de programas de melhoramento através da determinacdo de
DEPs Genbmicas (HAYES et al., 2009), outra importante perspectiva de aplicacado dos
conhecimentos gendmicos, consiste na identificacdo e mapeamento dos genes que
interferem na expresséo de caracteristicas de importancia econémica, visando melhorar
a compreensdao do controle genético de caracteristicas complexas, ou seja, aquelas sob
controle poligénico, e em ultima instancia, propor novas estratégias para a selecao dos
melhores individuos de uma populacgao.

Os Estudos de Associacdo Genbmica (GWAS - Genome Wide Association
Study) tem carater altamente inovador, pois permitem a identificacdo de associacdes
estatisticas entre centenas de locos gendmicos e caracteristicas complexas,
aumentando o entendimento sobre importantes vias moleculares e biolégicas (SCOTT
et al., 2007).

O GWAS foi um conceito originalmente utilizado pela comunidade cientifica
envolvida com a genética epidemiolégica humana, e tem por finalidade a identificagédo
de regibes do genoma relacionadas com fendtipos especificos para posterior
investigacao de suas funcdes bioldgicas (NATIONAL HUMAN GENOME RESEARCH
INSTITUTE, 2011).

A abordagem GWAS representa uma grande evolu¢do em relacdo a metodologia
classica de andlise de genes candidatos, uma vez que ndo € necessario conhecimento
prévio profundo dos mecanismos fisiologicos envolvidos na manifestacdo da
caracteristica investigada (TAYLOR et al., 1998; WANG et al., 2005).

Trés fatores principais favoreceram a popularizacdo dessa metodologia. O
primeiro deles foi o modelo descrito por LANDER (1996), denominado de doenca
comum, variante comum (DC-VC). O modelo DC-VC baseia-se no fato de que o perfil
genético das doencas comuns é determinado por variacbes genéticas comuns na

populacdo (MAF — menor frequéncia alélica inferior a 0,05). Sendo assim, a base
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genética das doencas pode ser descoberta pela identificacdo de variantes com
diferentes frequéncias alélicas em classes fenotipicas distintas (SEBASTIANI, 2009).

Para que essa abordagem se tornasse viavel era necessario 0 acesso as
variantes genémicas através de tecnologias de genotipagem massal. Esse problema foi
resolvido com o desenvolvimento de micro-arranjos para a deteccdo de milhares de
variages simultaneamente. Esses micro-arranjos permitem a varredura do genoma de
uma populacdo, a um baixo custo e de maneira muito rapida, comparado ao que vinha
sendo feito com o uso de outras tecnologias. A partir do desenvolvimento dessas
ferramentas, foi possivel a disponibilizacdo de catadlogos que permitiram o acesso a
diversas informacdes sobre as variantes gendmicas nas diferentes espécies
(INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM, 2005, BOVINE INTERNATIONAL
CONSORTIUM, 20009).

De forma geral, a maioria das variagbes genéticas sdo teoricamente neutras nao
representando contribuicdo para a variacéo fenotipica. As demais variacdes podem ser
classificadas quanto a sua forma de apresentacdo, podendo ser denominadas como
polimorfismos estruturais, quando as diferencas entre individuos ocorrem em mais de
um par de bases, ou de sitio Unico, quando as diferengcas ocorrem em apenas um par
de bases (Figura 4) (FRAZER, 2009).

Dentre as variacbes estruturais (VE) mais comuns podemos citar as insercdes-
delecdes (INDELS), as inversdes de sequencia, as substituicbes em bloco e as
variacbes no numero de cépias (CNV) (REDON et al., 2006; COOPER et al., 2008;
KORN et al., 2008; BICKHART et al., 2012).

Os polimorfismos de nucleotideo em sitio Unico (SNP) sdo a forma mais comum
de variacdo no genoma. Os SNP sdo em sua maioria dialélicos, sendo o alelo menos
frequente (MAF) presente em pelo menos 1% da populacéo testada (BROOKES, 1999).
Apesar da alta recorréncia na observagcdo de mutagdes em um Unico nucleotideo ao
longo dos genomas (em média uma a cada 1.000 pares de base), muitas dessas
variagbes ndo sdo SNP propriamente ditos e sim variantes raras, pois ndo estdo
presentes em mais de 1% da populagéo (LI; SADLER, 1991; WANG et al., 1998 e
2005).
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Figura 4. Apresentacdo esquematica dos tipos mais comuns de variacfes genéticas. Adaptado
de FRAZER (2009).

Estudo realizado por GABRIEL (2002), na espécie humana demonstrou as
primeiras evidéncias de que, com excec¢do de algumas regides onde a recombinacao
ocorre com alta frequéncia (hotspots), 0 genoma é caracterizado por uma estrutura de
blocos que se apresentam altamente correlacionados com os SNP pelo principio de
desequilibrio de ligacdo (LD). O LD é a associagédo ndo aleatodria de alelos em dois ou
mais locos no genoma, formando blocos de haplétipos que segregam juntos na
populacdo. Segundo SEBASTIANI et al. (2003), apenas alguns SNP, denominados de
tagSNP, seriam suficientes para representar a variabilidade de um bloco haplotipico
(GABRIEL, 2002).

Na espécie bovina, a primeira grande iniciativa de identificacdo de SNP foi
realizada pelo THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM em 2009. Esse trabalho
interrogou 37.470 SNP em 497 animais de 19 racas distintas demonstrando diferencas
na MAF de SNP das subespécies taurina e zebuina. Racas taurinas apresentaram SNP
com MAFs médias superiores (30% SNP com MAF >0.3) as das racas zebuinas (19%
SNP com MAF >0.3) e maior LD a longas distancias no genoma.

Os SNP podem ser originados por diversos processos nhaturais ou induzidos,

entre eles a ocorréncia natural de mutacdes e a sua selecdo, a recombinacdo homadloga
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e, em casos mais raros, 0s agentes mutagénicos externos os principais causadores
desse tipo de polimorfismo (MOUNTAIN et al.,1992). Apesar de serem gerados
continuamente no DNA dos individuos, a maioria dos polimorfismos de sitio Unico foram
originados apos a especiacédo (diferenciacdo das espécies), e antes da formagéo de
diferentes populacdes. Sendo assim, individuos da mesma espécie apresentam 85% de
SNP comuns e 15% de SNP especificos para cada populacdo, o que demonstra a
estabilidade desse tipo de variacdo (BARBUJANI et al., 1997).

Com relagéo a distribuicdo dos SNP ao longo do genoma, de acordo com o THE
BOVINE HAPMAP CONSORTIUM (2009), a maioria dos SNP descritos na espécie
bovina se localiza em regides intergénicas (63,74%), sendo a minoria localizada nas
regides intrénicas (34,9%) e exobnicas (1,35%) do genoma.

Os SNP podem estar associados ao fenoétipo diretamente, quando o SNP é a
mutacdo causal que altera a regulacdo e/ou expressao do gene, ou indiretamente,
guando o SNP esta ligado & mutacdo causal por desequilibrio de ligacdo (LD) (Figura
5).

Segundo PEARSON & MANOLIO (2011), os estudos de associagcao representam
novos desafios na interpretacdo de dados, além de utilizar novas terminologias e
modelos estatisticos. De forma geral, essa abordagem requer alguns elementos
essenciais para ser realizada com sucesso (CANTOR, 2010).

O primeiro desafio consiste na necessidade de utlizacdo de amostras
provenientes de uma populacédo representativa do fendtipo de interesse. O tamanho
amostral dever ser suficientemente grande para detectar até mesmo pequenas
associagbes com os SNP variantes, ja que polimorfismos que explicam até 1% do
fendtipo podem ser efetivos na elucidacao de suas bases bioldgicas (CANTOR, 2010;
GOLDSTEIN, 2009). A utlizagdo de um grande numero de amostras torna essa
metodologia bastante dispendiosa, sendo que a realizacdo do GWAS em multiplas
etapas pode minimizar os custos de estudos dessa natureza. Sendo assim, pode ser
realizada uma etapa de triagem onde se analisa numero pequeno de animais utilizando
micro-arranjos de SNP de alta densidade. A etapa seguinte consiste em interrogar

apenas os SNP que demonstraram forte associacdo com os fenétipos em um nimero
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maior de animais (FEUGAND et al., 2009). A utilizacdo de mdultiplas etapas beneficia
principalmente os estudos envolvendo caracteristicas complexas cuja mensuracao dos
fendtipos € onerosa, dificil e demorada (FRAZER, 2009).

Figura 5. Apresentacdo esquematica da utilizacéo direta (A) e indireta (B) do SNP para elucidar
0s genes envolvidos com a expressao fenotipica (estrela vermelha representa a
mutacdo causal; estrela cinza representa SNP; linha cheia/tracejada representa a
cadeia de DNA; retangulo cinza representa o exon génico). Adaptado de HISCHHORN
e DALY, 2005.

Um dos elementos mais critico no GWAS ¢ a utilizacdo de métodos estatisticos
suficientemente poderosos que permitam detectar associagbes sem nenhum tipo de
viés, descartando aquelas consideradas falsas (CHAN, 2009; CANTOR, 2010).
Diversos autores proveram listas extensas de fatores e métodos a serem considerados
na analise (SACCONE et al., 2008; CHAN, 2009; CANTOR, 2010).

O emprego de métodos estatisticos apropriados € de particular importancia, pois
em algumas estratégias para o GWAS realiza-se a comparagdo entre centenas de
milhares de SNP, um a um, o que aumenta as taxas de falsos positivos ou erro do tipo |
(CHAN, 2009). Um processo eficiente de controle de qualidade (CQ) dos SNP, testes
estatisticos robustos, analise de haplétipos e limites de significancia elevados séo
alternativas normalmente utilizadas para diminuir as associacdes espurias (EASTON et
al., 2007; SLADEK et al.,, 2007; THE WELLCOME TRUST CASE CONTROL
CONSORTIUM, 2007; BOLORMAA et al., 2010).

Devido ao grande numero de SNP e amostras utilizadas no GWAS, pequenos
erros no genétipo podem resultar em niveis inaceitaveis de erros do tipo | (falso-

positivo) e Il (falso negativo). A realizacdo de um procedimento de CQ dos SNP e das
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amostras dever ser cuidadosamente realizado como etapa precedente ao teste de
associacdo (MANOLIO, 2007; ZIEGLER, 2008).

A aplicacdo de diferentes critérios no CQ visa a remoc¢édo de SNP e/ou amostras
gue introduziriam vieses nos resultados sem que ocorra perda no poder de deteccéo de
associacdes verdadeiras. Para se entender a magnitude dos impactos negativos de
erros do tipo | em estudos de associacdo, basta considerar uma situacdo hipotética
onde um estudo realizado com 770.000 SNP e nivel de significancia de 0,001
apresentaria pelo menos 770 SNP espuriamente associados ao fenétipo devido a esse
tipo de erro.

Segundo FREIMER et al. (2005), ndo existem protocolos ou limiares de controle
de qualidade rigidos para o0 GWAS. Embora alguns estudos e/ou bancos de dados de
genadtipos / fenotipos exijam que os dados atinjam determinados critérios para a
inclusdo no estudo, esse limiares sdo bastante flexiveis dependendo das estratégias de
analise adotadas pelo pesquisador. A escolha dos parametros de CQ é tipicamente
baseada em atributos que objetivam refletir a utilidade e a integridade do genétipo de
um dado SNP. De forma geral, esse procedimento é dividido em CQ dos gendtipos de

cada SNP (a) e do conjunto de genotipos de SNP de uma dada amostra (b).

2.3.1. Controle de qualidade dos gendtipos de cada SNP

2.3.1.1. Call Rate e Gene Call Score (GCScore)

A designacdo do gendtipo dos SNP ¢é determinada pela intensidade de
fluorescéncia emitida pela reacéo fisico-quimica que ocorre no sitio de hibridizacéo
especifico para cada SNP, que é captada por diferentes tipos de plataformas de
deteccdo. Para tanto, € necessario minimizar diferencas nas intensidades da
fluorescéncia ocasionadas por fatores ndo biologicos. Esse processo € denominado de
normalizacdo do sinal, e consiste na transformacdo dos niveis de fluorescéncia em
escalas coordenadas de forca e contraste, que s&o interpretados como r e 6

respectivamente, nas coordenadas polares dos sinais alélicos (XIAO et al., 2007).
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Intensidades normalizadas geralmente resultam na formacéo de trés possiveis grupos
gue representam os genaotipos hipotéticos AA, AB e BB (Figura 7).

Apesar dos algoritmos responsaveis pela designacdo do gendtipo serem
eficientes, uma pequena fracdo de SNP ndo serd agrupada na posicdo esperada,
resultando em erros na designacado dos genétipos e até mesmo a nao designacao dos
mesmos (No Call) (TEO et al., 2007).

SNP com sinais de fluorescéncia agrupados terdo seus genoétipos designados a
um determinado valor de confianca (GCScore) que dependera da distancia do SNP do
centro (cluster center) do grupo no qual ele foi designado. Como demonstrado pela
Figura 6, o GCScore decresce a medida que o SNP se afasta do centro do grupo até
um limite minimo para deteccdo (McCARTHY et al., 2008).

Grandes quantidades de No Call e baixo GCScore podem acarretar na reducao
do poder de associacdo devido a diminuicdo do numero e da confiabilidade das
informacdes que serdo utilizadas na andlise. Aléem disso, podem acarretar vieses nos
resultados, alterando as estimativas das frequéncias alélicas das amostras analisadas
(FU et al., 2009).

Figura 6. Agrupamento da intensidade de fluorescéncia normalizada em diferentes classes de
genotipos representados pelas diferentes cores (AA= vermelho, AB=plrpura e
BB=azul) (A); Falha no agrupamento da intensidade de fluorescéncia normalizada,
resultando em No Call onde SNP representados por pontos da cor preta falharam na
designacao do gendtipo (B). Adaptado de ILLUMINA (2010).
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2.3.1.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) preconiza que em populagbes grandes,
homogéneas, com acasalamento ao acaso e onde as duas cépias de um mesmo gene
sdo herdadas de forma independente, as frequéncias alélicas se mantém constantes
por muitas geracdes. SNP que desviam do EHW podem indicar endogamia,
estratificacdo na populacdo, selecdo ou associacdo do fenétipo-gendtipo (BALDING,
2006). Erros durante o processo de determinacdo do perfil de SNP também podem
ocasionar desvios de EHW, o que tem levado esse parametro a ser bastante utilizado
no controle de qualidade dos SNP (McCARTHY et al., 2008).

2.3.1.3. Determinagdo da Menor Frequéncia Alélica (MAF)

A menor frequéncia alélica (MAF) refere-se a frequéncia do alelo SNP menos
comum em uma dada populagdo. Na maioria dos GWAS descritos na literatura,
observa-se a remoc¢ado dos SNP que apresentam MAF abaixo de 2% com o intuito de
aumentar o poder de deteccdo da associacdo genotipo-fenédtipo. Como os chips
comerciais apresentam SNP com diversas MAFs, esse procedimento muitas vezes
acarreta na remocao de muitos SNP da analise (GORLOV et al., 2008). O descarte dos
SNP com MAF abaixo de um limite pré-estabelecido se justifica pela premissa de que
esses genotipos podem ser produto de baixa qualidade da determinacdo do perfil de

SNP e/ou erros na designacao dos mesmos (TABANGIN et al., 2009).

2.3.2. Controle de qualidade do conjunto de gendtipos de SNP de uma dada

amostra

2.3.2.1. Verificacdo de possiveis erros humanos
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O poder do estudo de associacdo pode ser consideravelmente reduzido se o
genotipo for designado a fendtipos errados. Amostras duplicadas ou com identificacao
trocada devem ser identificadas e corrigidas antes da realizagdo do teste de
associagao.

Um dos métodos utilizados para verificar a presenca de amostras duplicadas é o
célculo da distancia genética (DST — Nei's standart genetic distance) entre as mesmas.
Esse calculo é baseado no numero de alelos de SNP que os individuos compartilham,

segundo a férmula geral:

IBS2 +0,51BS1

DST =1-—
N

Onde IBS2 (IBS - identical by state) € quando os dois possiveis alelos de um
locos especifico sdo compartilhados por dois individuos, IBS 1 é quando apenas um
dos dois possiveis alelos de um loco especifico € compartilhado por dois e N € o
namero de individuos do estudo (NEI & ROYCHOUDHURY, 1972). A analise de
distancia genética é realizada em uma matriz (N x N), onde amostras duplicadas
teoricamente compartilham dois alelos em todos os SNP (IBS 2) e apresentam DST
igual a zero (ou seja ndo existe distancia genética entre duas amostras iguais, o que
caracterizaria erro humano).

A troca de amostras pode ser verificada pela identificacdo do sexo dos individuos
analisados. Este procedimento € particularmente pertinente quando o sexo é uma
variavel levada em consideracdo no estudo ou quando os animais com perfil de SNP
analisado sdo todos do mesmo sexo. Para tanto se deve avaliar a heterozigosidade
observada no cromossomo X de todas as amostras. Essa metodologia baseia-se no
fato de que em mamiferos os machos sédo heterogameéticos, apresentando apenas um
cromossomo X, portanto apresentam baixa propor¢cdo de heterozigosidade nesse
cromossomo (LAURIE et al., 2010).

A heterozigosidade observada também permite identificar se duas amostras

foram colocadas erroneamente uma sobre a outra durante a montagem das placas para
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as andlises do perfil de SNP. Caso isso ocorra, o DNA proveniente de dois animais sera
analisado como o de um Unico animal, sendo a propor¢ao de heterozigosidade muito

superior a média dos demais animais do estudo (LAURIE et al., 2010).

2.3.2.2. Amostras com baixa qualidade de DNA

Quando o GWAS ¢ realizado em um grupo amostral com centenas de amostras,
€ inevitdvel a variacdo na qualidade e na concentracdo das amostras de DNA
processadas. A baixa qualidade e/ou concentragédo de DNA pode levar a falhas na
deteccdo de SNP, com reducdo na emissdo de fluorescéncia e aumento do numero de
gendtipos nao designados ou No Call (FU et al., 2009).

A proporcédo de No Call interfere diretamente no call rate das amostras, que é um
dos principais parametros de qualidade do procedimento de analise de SNP calculado
pela divisdo do nimero de SNP com gendétipos designados (AA + AB +BB) pelo nimero
de SNP analisados no estudo. Amostras com baixo call rate devem ser removidas, com

0 intuito de minimizar qualquer viés na interpretacao dos resultados.

2.3.2.3. Efeitos na comparacéo de andlises realizadas independentemente

Mesmo quando o DNA apresenta alta qualidade e concentracao, alguns fatores
confundidores podem ser introduzidos no estudo devido a variacdes no procedimento
analitico. Em estudos realizados com um grande numero de amostras, 0os DNAs
individuais sado agrupados em diversas partidas para posterior processamento. Essas
partidas sdo analisadas independentemente, sendo que a utilizacdo de informacdes
provenientes de diferentes partidas pode ocasionar em alteracdes na frequéncia alélica
dos SNP dificultando a interpretacéo dos resultados (LAMBERT & BLACK, 2012).

A andlise de componentes principais (PCA — Principal Component Analysis) é um
método estatistico multivariado que produz componentes ndo correlacionados a partir
de uma matriz de dados com variaveis potencialmente correlacionadas. Nesse tipo de

7

analise, a maior variagdo dentro do banco de dados € representada pelo primeiro
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componente principal (PC), a segunda maior variacdo é explicada pelo segundo PC,
seguido de outros componentes que podem explicar a variagdo em magnitude
decrescente (ANDERSON et al., 2010).

Essa abordagem permite identificar partidas que apresentem variacdo fora do
padrdo, como apresentado na Figura 7 que ilustra estudo hipotético realizado com
informacdes genotipicas provenientes de 16 partidas de andlise de SNP idénticos,
porém realizadas em momentos distintos, no qual dois PC sédo suficientes para
demonstrar os efeitos introduzidos pelas partidas 11, 12, 14 e 16. Nas partidas 11, 12 e
14, apenas alguns individuos sao responsaveis pelo efeito. J4 na partida 16, todas as
amostras processadas desviam-se das demais. Em estudos onde o efeito entre partidas
estd presente deve-se remover os individuos divergentes e designar novamente 0s

genotipos.

Figura 7. Deteccdo do efeito de partidas utilizando analise de componentes principais. Os
escores dos componentes principais foram agrupados e representados em Box-plots.
Adaptado de Anderson, 2011.

2.3.2.4. Estratificacdo da populagéo
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O efeito da estratificacdo da populacdo nos estudos de associacdo tem sido
amplamente discutido na literatura, e vem sendo citado como um dos principais fatores
confundidores na interpretacdo dos resultados desse tipo de estudo (PRICE et al.,
2006; McCARTHY et al., 2008; LAURIE et al., 2010). A estratificacdo da populacao
ocorre geralmente quando as amostras sao provenientes de populacdes ancestrais
distintas. A diferenca alélica entre as populagbes ancestrais pode acarretar uma
associacado significativa entre alelos e fenétipos, entretanto sem efeito causal direto ou
indireto com o fendétipo (CARDON; PALMER, 2003).

Mesmo um pequeno grau de estratificagcdo da populacédo pode afetar analise do
tipo GWAS devido aos grandes tamanhos amostrais necessarios para detectar SNP
envolvidos na expressao de caracteristicas complexas (MARCHINI et al., 2004).

Para a verificacdo da estratificacdo da populacao pode ser utilizada a analise de
componentes principais, sendo suficiente a utilizacdo de apenas dois PCs para
identificar grupos originados em diferentes populagdes ancestrais. Os escores dos PCs
podem ser utilizados como covariaveis nos modelos de regressdo no teste de
associagdo, com o intuito de ajustar os dados para a ancestralidade da populagéo
(PRICE et al., 2006).

Uma das consequéncias mais importantes da presenca de estratificacdo € a
inflacdo do numero de SNP associados ao fendtipo. Isso pode ser facilmente
visualizado com a utilizagdo de um grafico quantil-quantil (Q-Q plot). Esse grafico
mostra a ocorréncia de divergéncia entre os valores de significancia observados e
aqueles esperados na hipétese nula do teste estatistico y°. Segundo PATTERSON et
al. (2006), desvios da diagonal do grafico (hipétese nula) geralmente sugerem
associacao verdadeira dos SNP com o fendtipo, exceto em caso que o desvio ocorre de
forma generalizada, indicando inflacdo do teste potencialmente devido a estratificacao

conforme apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Andlise de componentes principais (PCA) de uma populacdo estratificada com a
formacdo de trés grupos bem definidos no grafico (A); Inflacdo generalizada
facilmente visualizada com o auxilio do grafico quantil-quantil (B) (cedido por José
Fernando Garcia, 2012).

2.3.3. Metodologias estatisticas utilizadas nos testes de associagao

Além dos procedimentos de controle de qualidade, cuidados especiais devem ser
tomados na escolha dos métodos estatisticos mais adequados para testar a existéncia
de associacédo entre o fenétipo e o genétipo.

Apesar de muitos GWAS terem sido realizados na espécie humana, o que
propiciou progressos consideraveis no desenvolvimento de métodos estatisticos
especificos, até a presente data relativamente poucos estudos dessa natureza foram
realizados em bovinos (BARENDSE et al., 2007; COLE et al., 2009; HAYES et al.,
2009; BOLORMAA et al., 2010; PRYCE et al.,, 2010). A utilizacdo do GWAS em
diferentes espécies e fenodtipos implica na busca por metodologias alternativas de
analise devido a natureza das caracteristicas avaliadas e as restricbes quanto ao
tamanho amostral (SCUTERI et al., 2007; WEEDON et al., 2008).

A maioria dos estudos realizados em humanos é do tipo caso-controle, onde a
caracteristica avaliada é binaria (McCARTHY et al., 2008). Nesses casos, realiza-se a

comparagdo entre os genotipos dos individuos acometidos (caso) e ndo acometidos
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(controle) por determinada condigdo. O mesmo ndo acontece com as caracteristicas de
producao tipicamente estudadas em animais como 0s bovinos, onde os fenétipos de
interesse econémico sédo do tipo continuo ou ordinal, em que a variacdo dos mesmos
entre os individuos de uma populacdo pode néo ser tdo 6bvia (BOLORMAA et al.,
2010).

Uma das maneiras mais simples de analisar estudos de associacéo do tipo caso-
controle € testar a hipétese nula (ndo associagdo) entre linhas e colunas de uma matriz
2 X 3, que contém a contagem das trés classes de genotipos (AA, BB, AB), entre 0s
casos e o0s controles. Para tanto, podem ser utilizados testes estatisticos como o teste
de Pearson e o exato de Fischer (BALDING et al., 2008).

Em estudos com caracteristicas quantitativas, o efeito do SNP sobre o fendétipo
pode ser analisado como o contraste das medias de diferentes classes de genotipos
sobre o fend6tipo em um modelo linear. Apesar de rapida, essa abordagem ignora a
covariancia entre os individuos aparentados aumentando a taxa de falsos positivos.
Para resolver esse problema, BOERWINKLE et al. (1986), propuseram a utilizacao de
um modelo misto que considera a relacdo de parentesco entre os individuos como um
componente aleatorio, e estima os residuos corrigidos para as relacfes de parentesco e

para os efeitos fixos como mostrado a seguir:

(1)

Yl:|.l+z ,B] C]l+ Gi+ei
Jj

Onde Y; é o fenotipo do i-nésimo individuo, y € a média da populacéo, B; é o
efeito do j-nésimo efeito fixo ou covariavel, C; € o efeito do j-nésimo efeito fixo ou
covariavel no i-nésimo individuo, G; e e; sdo a matriz de efeitos aleatorios e os residuos
do i-nésimo individuo, respectivamente. Nesse modelo assume-se que os efeitos

aleatérios seguem uma distribuicdo normal multivariada com média 0. A variancia do
modelo poligénico é definida como Cbag, onde ® é a matriz de parentesco e aé éa

variancia genética aditiva do poligene.
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Os residuos séo calculados de acordo com a equacéo:

(2)

j

Onde ,67] é o valor estimado dp j-nésimo efeito fixo e G; is té o valor estimado da
contribuicdo do poligene (valor genético).

Essa metodologia, denominada de Measured Genotype (MG) utiliza os residuos
estimados na equacdo acima como a caracteristica quantitativa (variavel dependente)
para o teste de associacdo com 0s gendtipos em uma regressao linear simples como a
mostrada a segquir:

3)

&= pnt+kg + e

Onde &; é o vetor de residuos da equacéo (2), 4 é a média, g; € o vetor de
genotipos do i-nésimo individuo, k é o efeito do marcador e e; € vetor de residuos
aleatorios dos i-nésimos individuos.

Esse método € bastante eficiente em estudos que testam poucos SNP, em
populacbes ndo estratificadas e pouco aparentadas (BOERWINKLE, 1986). Caso o
estudo ndo apresente essas caracteristicas, métodos estatisticos especificos podem
ajustar os dados para a existéncia de estratificacdo ou de amostras aparentadas com o
intuito de reduzir os erros no teste de associacao.

Em estudos de associacdo genbmica espera-se que apenas uma pequena
propor¢cdo de SNP sejam verdadeiramente associados ao fenétipo, sendo a grande
maioria deles caracterizados pela hipétese nula da distribuicdo estatistica y°. Levando
essa premissa em consideracdo, DEVLIN & ROEDER (1999) propuseram uma
metodologia denominada de Genomic Control (GC). Esse método baseia-se no fato de
gue em grandes populacdes € possivel estimar um fator de inflagdo A para inferir a

estratificacao presente.
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Segundo os autores, o fator de inflagdo pode ser estimado a partir da regresséo
do fendtipo pelo nimero de locos analisados. Para cada equacao de regressao estima-
se o teste estatistico T2, segundo a equac&o:

4)

,82

T? = ﬁizm

Onde [ é o efeito do i-nésimo SNP sobre o fendétipo e Var (B)) € a variancia do
efeito estimado. O fator de inflagdo entdo é calculado pela seguinte equacéo:
(5)

( T]_ZI TZZJ L T‘r%)
0,456

A = mediana

Onde 0,456 é o valor da mediana da distribuicédo Xz com a variancia nao central

igual a ¢. Nesse método, valores de A maiores do que 1 indicam estratificacdo da
populacdo. Sendo assim, os valores dos testes estatisticos sdo corrigidos pelo A com o
intuito de minimizar os erros do tipo I.

AMIN et al. (1999), propuseram a metodologia GRAMMAR (Genome- wide Rapid
Association using Mixed Model and Regression), que combina as metodologias MG e
GC. Nesse método o teste de associacdo pode ser realizado da mesma maneira que
no MG, onde os residuos ambientais estimados a partir do modelo poligénico aditivo
serdo utilizados como fendtipos no teste de associacdo, sendo corrigido pelo fator de
inflacdo A (GC) quando hé estratificacéo.

Métodos de associacdo estruturados também sdo comumente utilizados como
opcao para estudos onde a estratificacao esta presente. Essa abordagem baseia-se em
alocar individuos a sub-populacbes e testar a associacdo nas diferentes sub-
populacdes separadamente (PRITCHARD et al. 2000).

Outro método popularmente utilizado para a correcdo da estratificacdo € o

EIGENSTRAT. Essa metodologia consiste de trés etapas distintas, sendo a primeira
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delas a utilizacdo de PCA dos genotipos para inferir a variagdo genética. A partir dos
escores dos PCs é realizada a correcdo dos genoétipos computando os residuos da
regressao linear. Dessa forma a associacéo € realizada utilizando gendtipos corrigidos
previamente para a estratificacdo (PRICE et al., 2006).

De acordo com AULCHENKO (2011), o método estatistico mais adequado para
realizar o teste de associacdo depende dos niveis de parentesco e estratificacdo da
populacdo (Figura 9). De acordo com esse autor, a aplicabilidade dos diferentes
métodos pode ser distinta dependendo do tipo de cenario:

1) Grupo amostral pouco aparentado e com ancestralidade comum,
determinando baixos valores para o fator de inflagdo A. Nesse caso, a aplicacdo do
meétodo GC sera suficiente para controlar o viés residual.

2) Grupo amostral pouco aparentado e proveniente de populacdes distintas.
Nesse caso, a aplicacao do método de associacao estruturada € mais recomendada.

3) Grupo amostral muito aparentado. Nesse caso, deve ser considerado como
metodo de escolha o modelo misto para a realizacdo do teste de associagéo.

4) Grupo amostral com niveis moderados de parentesco e estratificacdo. Nesse
caso deve-se utilizar o EIGENSTRAT ou métodos alternativos que ajustem os dados
pelos escores dos PCs.

Os métodos de associacdo podem se basear ou ndo em informacfes de
parentesco acuradas e podem ser afetados negativamente quando essas informacoes
estdo incompletas ou erradas. Para sanar esse problema, AMIN et al. (2007),
recomendam que informacdes provenientes do pedigree gendmico sejam consideradas

devido a sua maior confiabilidade.
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Figura 9. Possiveis cenarios e métodos estatisticos para a realizacdo do teste de associacao
gendmica levando em consideracdo os niveis de estratificacdo e parentesco da
populacdo (proposto por AULCHENKO, 2011).

Além de escolher um teste de associacdo adequado para as caracteristicas do
estudo proposto, outra medida importante para reduzir os erros do tipo | € a correcédo
dos valores de significAncia para as comparacdes multiplas. A corre¢cdo mais utilizada
tradicionalmente, principalmente em estudos com humanos, € a correcdo de Bonferroni.
Esse ajuste foi proposto por BENJAMIN & HOCHBERG (1995), e consiste em corrigir
os valores de significancia para o nimero de comparacdes independentes realizadas
pelo teste de associacdo (valor de significancia (a) / n). Um dos principais problemas
dessa correcdo € o aumento do erro do tipo Il tornando esse teste excessivamente
conservativo. Além disso, esse teste impOe niveis de significAncia excessivamente
altos, o que dificulta a identificacdo de associacdo em estudos nos quais 0 SNP tem
efeito moderado sobre a caracteristica (ASTON; CARREL, 2009).

A reprodutibilidade de um estudo pode ser favorecida pela utilizagdo de um valor

de significancia rigoroso ou pela combinagdo desse valor com outros critérios. Com o
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intuito de oferecer alternativas para indicar a reprodutibilidade de um estudo, sem que o
ajuste de Bonferroni seja utilizado, MANLY (2005) prop6s o sistema BADGE (Better
Associations for Disease and Genes) de classificagcdo. Esse sistema contempla uma
grande variacdo nos valores de significancia dividindo os mesmos em classes de
acordo com a confiabilidade da associacédo representada no Manhattan Plot. Sendo
assim, a ultima classe apresenta o valor de significancia menos rigoroso, e a primeira
classe o mais rigoroso, de tal modo que a grandeza das classes descreva a forga da
associacdo genotipo/fendtipo. Os valores de significancia e a denominacdo de cada

classe desse sistema estéo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Sistema BADGE de classificacdo da reprodutibilidade em estudos de associacéo
gendmica (MANLY, 2005).

Sugere reprodutibilidade sob pressuposicao conservadora para
1° Classe p<2x10’ associacdo sem evidéncias prévias.

Sugere reprodutibilidade sob pressuposicdo conservadora para

caracteristicas previamente mapeadas (~100 cM) ou outras fracas

evidéncias de associacdo. Sugere reprodutibilidade sob

pressuposicdo ndo conservadora para associagcdo sem evidéncias
2°Classe p<5x10° prévias.

Sugere reprodutibilidade sob pressuposicdo conservadora para

caracteristicas previamente mapeadas em pequenas regides (~5

cM). Sugere reprodutibilidade sob  pressuposicdo  nado
3° Classe p<1x10* conservadora para associacdo com evidéncias prévias fracas.

Sugere reprodutibilidade sob pressuposicdo conservadora para
4° Classe p<2x10° caracteristicas previamente mapeadas em pequenas regides.

Confirma associacdo de primeira e segunda classe em amostras
5° Classe p<5x10% de populacdo independente.
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2.4. Analise de enriquecimento funcional

Os desafios para a geracdo de conhecimentos Uteis e aplicaveis a partir do
emprego de abordagens analiticas no ambito, as quais invariavelmente geram enormes
guantidades de informacdo, ndo se assentam apenas nas etapas de processamento e
analise de dados, mas principalmente naquelas que envolvem sua interpretacdo. Nesse
contexto, novas técnicas de mineracdo de dados, capazes de extrair informacdes
biologicas consistentes, sdo necessarias para interpretar o significado biolégico de um
dado experimento. Sendo assim, pode-se dizer que um dos maiores desafios da
biologia computacional atual é o de prover métodos automaticos robustos que permitam
inferir a funcionalidade de uma longa lista de genes derivada de estudos de associacao
GWAS (FONTANILLO et al., 2011).

Os conhecimentos gerados nos GWAS podem ser posteriormente utilizados em
areas como transcriptbmica, epigendmica, protedmica e mapeamento metabdlico. A
combinacédo dinamica das informagdes provenientes desses estudos permite integrar as
diferentes partes do todo, gerando um conceito denominado de Biologia de Sistemas
(CHUANG, 2010).

Aspecto essencial dessa abordagem é o de traduzir as assinaturas moleculares
em informagcdes que possam auxiliar o entendimento de mecanismos biolégicos. Nos
ultimos anos, diversos métodos e ferramentas foram desenvolvidos para interpretar
longas listas de genes ou proteinas utilizando informacdes disponiveis nos bancos de
dados biolégicos (FONTANILLO et al., 2011).

Basicamente, essa abordagem objetiva avaliar a frequéncia dos termos
funcionais da lista de genes, aplicando testes estatisticos para determinar aqueles
termos significantemente representados ou enriquecidos (WEBBER, 2011).

Informacdes curadas provenientes de diferentes fontes, tais como Gene
Ontology (GO) (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000) e KEGG (KANEHISA,;

GOTO, 2000), sdo comumente utilizadas nesse contexto. Essas fontes provém mapas e
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informacdes que agrupam padrdes comuns de diferentes interagcbes entre o0s
componentes do sistema (KANEHISA; GOTO, 2000).

Diversas ferramentas foram desenvolvidas para a aplicacdo do enriqguecimento
funcional, apesar de cada aplicacdo introduzir suas proprias fontes de variagédo tais
como: diferentes testes estatisticos, fontes de termos e organismos com informacgéo
disponivel, de forma geral todos realizam o mesmo tipo de analise produzindo poucas
diferengas nos resultados.

De acordo com FONTANILLO et al. (2011), a analise de enriquecimento
funcional (AEF) pode ser classificada em trés categorias distintas: analise de
enriquecimento singular (SEA), andlise de enriquecimento de genes (GSEA) e analise
de enriguecimento modular (MEA).

Uma das primeiras abordagens da AEF foi estabelecer limites de significancia
para cada gene com o intuito de selecionar os mais importantes para a analise de
enriquecimento. Essa metodologia € denominada de analise de enriquecimento singular
(SEA) e pode apresentar algumas limitagBes tais como: a) nenhum gene atingir os
limites de significAncia necesséarios para serem incluidos na andlise devido a seus
efeitos modestos na caracteristica; b) resultados podem ndo apresentar termos
biolégicos comuns entre os genes incluidos na analise, dificultando a interpretacdo dos
resultados e c) resultados de diferentes estudos sobre a mesma caracteristica podem
apresentar poucos termos funcionais comuns.

Com o intuito de superar essas limitacbes, SUBRAMANIAN & TAMAYO (2005)
propuseram o GSEA. Esse método baseia-se na comparacdo entre uma lista de genes
(LG) ordenados de acordo com sua correlacdo com o fendétipo e os genes descritos em
uma via metabdlica especifica (VM). Para tanto, sdo realizados céalculos do indice de
enriquecimento, niveis de significancia e niveis de significancia corrigidos para testes
multiplos.

O indice de enriguecimento (IE) reflete em que proporcdo a LG esta
representada em uma dada VM. O indice é calculado da seguinte forma: quando um
componente da LG esta numa VM, o indice é acrescido de um determinado valor. Caso

contrario, o indice é decrescido desse valor. A magnitude do valor que sera acrescido
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ou decrescido do indice a cada comparacdo depende da correlagdo do gene com o
fenotipo e do software utilizado.

O valor de significancia nominal do IE é estimado pelo teste de permutacdo dos
genes. Basicamente o que ocorre € o célculo de uma nova estimativa de IE a cada
permutacdo, gerando distribuicdo nula para os indices. O valor de significancia nominal
do IE é calculado com base na distribuicdo nula gerada pelas permutacfes e corrigido
posteriormente para comparac¢des multiplas.

E importante lembrar que esse método foi primariamente desenvolvido para
dados provenientes de estudos de expressdo génica, onde a LG é determinada por
genes com expressao diferencial em determinadas classes de fenétipos. Apesar disso,
SUBRAMANIAN & TAMAYO (2005) afirmam que a utilizacdo dessa metodologia, com
LG provenientes de estudos de associagdo gendmica tem sido bastante promissora
para a formulacao de hip6teses bioldgicas.

As abordagens SEA e GSEA avaliam cada gene independentemente ignorando
as relacdes entre eles. A andlise de enriquecimento modular (MEA) permite a
integracédo de informacdes provenientes de diferentes fontes e identifica combinacdes
de termos enriquecidos para uma lista de genes ou proteinas. Essa abordagem
representa um avango nas andlises de enriqguecimento, pois permite a integracdo de
anotacdes heterogéneas descobrindo combinacdes significativas entre elas.

Atualmente, existem mais 70 de tipos de softwares capazes de realizar AEF
(HUANG et al., 2009a). Dentre os mais populares podemos destacar o software DAVID
(HUANG et al., 2009b), que permite a integracdo de diversos bancos de dados
simultaneamente e o0 uso algoritmos avancados de analise de enriquecimento modular.

Esse software permite realizar a andlise funcional seguindo conceito génico
préprio (DAVID Gene Concept) para agrupar genes e proteinas espécies-especificas
provenientes de diversos bancos de dados publicos como o NCBI, PIR e
Uniprot/SwissProt, considerando valores IE maiores do que 2,00 como de relevancia
para investigacbes mais detalhadas. Esse método agrupa dezenas de milhares de
identificadores provenientes de mais de 65.000 espécies em 1,5 milhdes de proteinas e

genes unicos.
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2.5. A aplicacdo da gen6mica na reproducéo

Atualmente existem mais de setecentos genes descritos como associados a
reproducéo/fertilidade em diferentes espécies, possibilitando sua utilizacdo como
candidatos para o estudo da biologia das caracteristicas reprodutivas (ASTON;
CARREL, 2009).

No que tange a fertilidade em bovinos, FEUGAND et al. (2009) realizaram GWAS
multi-estdgio em touros da raca Holandesa sendo que na primeira fase foram
analisados vinte touros de alta e baixa fertilidade, evidenciando quatro SNP
significativamente associados a caracteristica (p < 10, e na segunda fase apenas
esses SNP foram interrogados em uma populacdo de 200 animais confirmando a
associacao significativa de apenas dois deles (rs29024867 e rs41257187; p < 0.05). Os
resultados confirmaram a importancia do gene da Integrina Beta 5 (IGB5) na fertilidade
de bovinos, embora nao tenha sido definido um papel especifico para esse gene.

Estudo realizado por PRYCE et al. (2010), demonstrou que setenta e trés SNP
estavam associados a fertilidade em setecentos e oitenta vacas da raca Holandesa. Os
SNP em questdo estavam posicionados principalmente nos cromossomos BTAG,
BTA14, BTA20, BTA29, e embora o resultado ndo tenha se repetido na populacéo de
validacdo, os autores observaram um haplétipo fortemente associado a essa
caracteristica no cromossomo 18 em duas populacdes de validacdo distintas.
Resultados semelhantes foram encontrados em estudos realizados por KUHN et al.,
(2003), ASHWELL et al., (2004), HOLMBERG & ANDERSSON-EKLUND (2006), e
COLE et al., (2009).

Como causas mais frequentes de infertilidade no macho, destacam-se fatores
gue sofrem influéncia genética tais como a oligozoospermia, azoospermia e baixa
gualidade seminal. Sendo assim, alguns grupos de pesquisa tém realizado GWAS com
o intuito de descobrir SNP associados a esses fend6tipos como preditores indiretos da
fertilidade (ASTON; CARREL, 2009 e 2010; XI-HUANG, et al., 2011).
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ASTON & CARREL (2009) em estudo piloto em humanos, ndo observaram SNP
significativamente associados a essas caracteristicas apds a corre¢cdo de Bonferroni.
Mesmo assim esses autores consideraram como importantes candidatos para estudos
posteriores vinte SNP que apresentaram significancia sem a aplicacdo de correcdes
para as comparaces multiplas (p < 10), caracterizando-se como um exemplo da
importancia de estudos prévios com GWAS para direcionar estudos futuros, mesmo
guando as associagdes detectadas inicialmente sejam s&do consideradas marginais.
Esses mesmos autores realizaram segunda fase do trabalho (ASTON; CARREL, 2010)
interrogando oitenta e quatro SNP selecionados na primeira fase. Dessa vez, apenas
guatorze SNP foram significativamente associados (p < 0,05) as caracteristicas sem a
aplicacdo de correcéo para as comparacdes multiplas.

FORTES et al. (2010), realizaram um GWAS para as caracteristicas idade a
puberdade, intervalo de anestro e primeira ovulacdo pds-parto em animais das racas
Tropical Composta e Brahman, e observaram que os SNP significativamente
associados apresentavam-se em sua maioria nas regides cromossomicas BTA 14 e
BTA 5 nas racas Brahman e Tropical Composta, respectivamente.

Em um dos estudos de associacdo mais completos ja realizados em bovinos,
COLE et al., (2011) analisaram trinta e uma caracteristicas produtivas, incluindo cinco
caracteristicas reprodutivas de importancia econdémica. A taxa de prenhez foi avaliada
como uma medida indireta de fertilidade da vaca e se apresentou geneticamente
correlacionada com fenétipos produtivos, como a dura¢ao da vida produtiva e o escore
de células somaticas.

Ao analisar essas trés caracteristicas simultaneamente, esses autores
observaram dois grupamentos de SNP significativamente associados. O primeiro deles
localizado em uma regido de 15,7 Mb do BTA 7, correspondendo a 1.166 genes,
destacando-se o gene INSR (gene receptor de insulina). O segundo grupamento
localizado em uma regido de 106 Mb do BTAX, proximo ao gene LOC 520057 (gene da
proteina inibidora de fosfatase do tipo I). Adicionalmente foram localizadas regifes
associadas especificamente a taxa de prenhez no cromossomo BTAl e BTA3,
destacando-se o gene ATP1B4 (gene ATPase transportadora de Na'/K* beta 4
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polipeptideo) e GRIA3 (gene receptor de Glutamato 3) no BTAX no fendtipo taxa de
prenhez.

Ao analisar o efeito do touro na facilidade de parto e na taxa de natimortos,
atraves da analise de suas filhas, o estudo demonstrou que SNP associados a essas
caracteristicas encontram-se agrupados em uma regido de 15,82 MB no cromossomo
BTAL18, correspondendo a 1.322 genes, com destaque para os genes PGLYRP1-IGF1
e LOC787057. A caracteristica efeito da vaca na taxa de natimorto apresentou-se
associada a uma regido genémica especifica de 211,67Kb no BTA 23, préximo ao gene
MOCS1-LRFN2 e a genes CD82 do cromossomo BTA15. Segundo esses autores, 0
gene MOCS em questdo ja foi relatado na literatura em estudos de associacdo de
natimortos em humanos.

A utilizacdo da abordagem GWAS para identificar SNP associados a diferentes
caracteristicas reprodutivas, a grande variedade de métodos de andlise e alta
abrangéncia demonstrada por seus resultados apontam para os desafios impostos pela
aplicacdo dessa metodologia na atualidade. O foco do presente trabalho foi de
identificar regibes cromossémicas associadas a caracteristica qualitativas do sémen
atraveés do emprego de GWAS em bovinos da raca Nelore, com o intuito de apresentar
novas perspectivas para o entendimento das vias metabdlicas e dos processos

fisiol6gicos responséaveis por seu controle.

3. HIPOTESES E OBJETIVO

3.1. Hipoteses

A metodologia GWAS, aliada a analise de enriquecimento funcional, € capaz de
identificar regides cromossémicas em bovinos da raca Nelore associadas aos fenétipos:
diferenca na motilidade entre o sémen fresco e descongelado (DMD) e diferenca na

motilidade sémen fresco e apds teste de termo resisténcia (DMT).
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3.2. Objetivos gerais

Identificar e caracterizar as regides cromossdmicas associadas aos fendtipos
DMD e DMT, levando a predicdo de mapas metabdlicos que permitam a identificacao
de mecanismos reguladores da criotolerancia espermatica dos bovinos e seus efeitos

na manifestacao fenotipica.

3.3. Objetivos Especificos

1. Comparar a utilizagcdo do valor genémico estimado (EBV) e das meédias das
medidas fenotipicas para os fen6tipos DMD e DMT em estudo de associagdo gendmica
(GWAS).

2. Identificar regibes gendmicas potencialmente associadas a manifestacdo dos
fendtipos DMD e DMT.

3. Propor possivel (eis) mecanismo (s) de interacdo dos genes localizados nas
regides cromossOmicas identificadas com relacdo a manifestacédo dos fenétipos DMD e
DMT.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento Experimental: Motilidade Pds-descongelacdo e

Motilidade Pos-teste de Termo Resisténcia

Para avaliacdo dos fendtipos foram coletados cerca de 50 ejaculados de 125
animais da raca Nelore, que compde o quadro de doadores de sémen da Empresa Alta
Genetics do Brasil Ltda., em Uberaba — MG, entre 2005 e 2010.

Antes integrarem o0 grupo experimental, todos os animais foram submetidos a

avaliacdo clinica geral e do sistema reprodutivo de acordo com procedimento
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preconizado pelo Manual do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal para exame
androldgico e avaliacdo de sémen (1998) com intuito de garantir que 0s animais
encontravam-se saudaveis. Cada um dos touros teve os ejaculados colhidos com
auxilio de vagina artificial de acordo com procedimentos de rotina. Todos os ejaculados
foram submetidos ao mesmo protocolo de criopreservagao.

A avaliacdo espermatica consistiu da observacdo da motilidade e vigor
espermatico, realizada imediatamente apés a coleta do sémen, apds a descongelagéo
e apbs o teste de termo resisténcia (TTR). O quadro com a analise descritiva das
medias e desvios padrao dos fenotipos de cada touro encontra-se no Anexo 1.

A avaliacdo convencional da motilidade e do vigor foi baseada na analise visual
da porcentagem de espermatozoides moveis em (escala de 0 a 100%) e do escore da
energia das células em movimento (em escala de 1 a 5), respectivamente. Para a
realizacao dessas avaliagdes, uma gota de sémen foi colocada entre [amina e laminula
(pré-aquecidas a 37°C) sob microscopio 6ptico em aumento 100X.

A longevidade do sémen e sua resisténcia a temperatura foram avaliadas atraves
do TTR lento. O teste foi realizado incubando o sémen descongelado a 38°C por 3
horas (VIANNA et al., 2009). Foram realizadas avalia¢cdes de motilidade e vigor apds o
fim do periodo de incubacéo.

Os fendtipos considerados para a realizacdo do presente estudo foram a
diferenca de motilidade entre o sémen fresco (MSF) e o descongelado (MSD),
denominada DMD e a diferenca de motilidade entre o sémen fresco (MSF) e 0 sémen
pos TTR (MST), denominada de DMT.

Para analise da criotolerancia espermatica foram consideradas as diferencas
entre motilidades avaliadas em dois tempos distintos, ao invés de seus valores
absolutos, com o intuito de eliminar potenciais confundidores na avaliacdo dessa
caracteristica. Sendo assim, um animal hipotético A que apresentou MSF = 80% e MSD
= 60% (80-60 = 20) sera igualmente criotolerante ao animal B que apresenta MSF =
60% e MSD = 40% (60-40 =20), apesar do touro A apresentar maior MSF e MSD do

que o touro B.
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Foram descartadas as avaliagdes de qualidade seminal que estavam acima ou
abaixo de quatro desvios padrdo da média. Essa medida foi tomada para evitar que
avaliacdes ndo representativas do animal, devido & ocorréncia de situacdes pontuais,

fossem incluidas na analise.

4.2. Extracdo DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir do sémen dos animais,
utilizando protocolo baseado na extracdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1), segundo rotina utilizada no laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular
Animal (LBBMA-UNESP, Campus Aragatuba).

Apos a extracdo do DNA, sua concentracdo foi determinada (em ng/mL), assim
como seu grau de pureza (relacdo entre as densidades Oticas a 260 e 280nm)
utilizando-se espectrofotdbmetro (Nanodrop - Thermo Fisher Scientifc, Waltham,
Massachusetts, EUA).

4.3. Analise em micro-arranjo de polimorfismo de sitio Unico (SNP) de alta

densidade

O perfil de SNP das amostras foi determinado pela plataforma Infinium com o
ensaio HDBovine lllumina®, que contém aproximadamente 777.000 SNP, dos quais
538.517 sdo polimérficos para a subespécie Bos primigenius indicus. Estudos de
validagdo prévios demonstraram que a plataforma em questdo apresenta call rate
medio de 99,6% e reprodutibilidade de 100%, sendo adequada para estudos com
animais dessa subespécie (lllumina, 2010).

O protocolo de andlise do perfil de SNP foi realizado como o preconizado pelo
fabricante e esta disponivel em detalhes no endereco eletrénico www.illumina.com. Em
suma, o protocolo em questao consistiu de seis etapas principais distintas:

Amplificacdo: o DNA das amostras foi desnaturado, neutralizado e submetido a

um processo de amplificacdo isotérmico. Essa etapa objetivou aumentar a
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concentracdo de DNA centenas de vezes para que isso ndo fosse um fator limitante no

processo, reduzindo a qualidade dos resultados.

Fragmentacédo: o produto de amplificacédo foi fragmentado por um processo
enzimatico do tipo end-point, isto €, os sitios de fragmentacdo sdo determinados por
atributos especificos da sequencia de DNA, o que evita a ocorréncia de fragmentacao
excessiva.

Hibridizacdo: o DNA amplificado e fragmentado se anela (hibridiza) a sequencia
de 50 bases que esta covalentemente ligada a nano particula bead, sendo que cada
bead corresponde a um l6cus especifico do DNA.

Extensdo de base-Unica: ocorre a extensao de uma Unica base nucleotidica da

sequéncia, que ira incorporar 0s corantes que permitirdo a determinando os genotipos.
Coloracdo: coloracdo da lamina (micro-arranjo). Diversos corantes foram
incorporados aos beads sendo responsaveis pela emissao de fluorescéncia.

Visualizacdo das Imagens: Um conjunto de laser foi utilizado para excitar os

fluoréforos que estavam ligados aos beads na lamina, permitindo que o sinal de
fluorescéncia fosse captado e analisado.

4.4. Andlise de GWAS

4.4.1. Andlise dos fenétipos

De forma geral, os estudos de associacdo sdo realizados com caracteristicas
mensuradas uma Unica vez, o que difere do presente estudo onde o mesmo touro teve
diversas amostras de sémen avaliadas em distintas ocasides. As duas abordagens
mais empregadas para analisar caracteristicas quantitativas longitudinais em animais
sdo: a) utilizacdo do valor genético do animal para a caracteristica avaliada (EBV) e b)
utilizacdo das médias das medidas fenotipicas para cada individuo. Sendo assim, o
presente estudo analisou os fendétipos seguindo as duas abordagens possiveis em dois

experimentos distintos:
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a) Experimento 1: Estimativa do valor genético (EBV) para DMD e DMT em cada

touro foi considerada como fenétipo.

b) Experimento 2: Média das medidas fenotipicas para DMD e DMT em cada

touro foi considerada como fendtipo.

A utilizacdo do EBV como fendtipo nos estudos de associagdo em bovinos ja é
bastante consagrada (PRYCE et al., 2010 e COLE et al., 2011). No presente estudo, 0
pequeno numero de individuos do grupo amostral impactou negativamente o calculo do
EBV dos animais, impossibilitando que estimativas de herdabilidade fossem calculadas.

Para suplantar essa dificuldade, foi utilizada a estimativa obtida por CHANDLER
et al. (1985), para a motilidade pos descongelacdo (DMD). O mesmo procedimento nao
pode ser utilizado para o calculo de herdabilidade da motilidade pés TTR (DMT), ja que
essas estimativas ndo foram encontradas na literatura.

Sendo assim, a herdabilidade arbitrada para o célculo da EBV de ambos os
fendtipos foi baseada naquela previamente descrita para DMD (h? = 0,20), dada a alta
correlacéo entre DMD e DMT. Apesar da herdabilidade utilizada néo ter sido calculada
da forma convencional, optamos por esse procedimento por entender que a mesma
aproxima-se mais do real do que a herdabilidade estimada com base no banco de
dados do estudo (h? = 0,05). Tal decisdo baseou-se em trabalho de CHANDLER et al.
(2000) que relataram como complicador para o céalculo da herdabilidade da motilidade o
fato de que essa caracteristica € mensurada em uma escala de 0 a 100%, em
incrementos/decréscimos de 5%, 0 que seria responsavel pela variancia heterogénea
da caracteristica, afetando os célculos de herdabilidade.

Apesar do calculo do EBV ter sido realizado com um modelo que considera o
ambiente onde as medidas foram mensuradas permanentemente, foram utilizados
critérios para exclusdo das estimativas menos acuradas com o intuito de assegurar a
confiabilidade das mesmas. Foram removidos antes do teste de associacdo, 0s animais

que apresentaram acuracia < 0,5.
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Baseados em RASMUSSEN-TORVIK et al. (2010) que relataram cuidados a
serem tomados para a utilizagdo da média dos valores mensurados como caracteristica
fenotipica, quando os valores apresentam relativa estabilidade entre as repeticdes,
utilizou-se a média como alternativa para a deteccédo de sinais de associacdo que nao
seriam passiveis de detec¢cdo em estudos com tamanho amostral reduzido. Sendo
assim, a utilizacdo da média dos valores mensurados por touro, apos a remoc¢ao das

avaliacdes marginais com valores com + 4 desvios padrao da média, foi utilizada.

a) Experimento 1

A analise uni-caracteristica foi conduzida com o intuito de estimar os valores
genéticos para DMD e DMT, levando em consideracdo o desempenho do proprio
individuo além dos possiveis efeitos de ambiente que poderiam influenciar as
caracteristicas em questao.

Foi utilizado o procedimento GLM (Generalized Linear Model) do pacote
estatistico SAS para verificar os efeitos ambientais que afetavam significativamente a
caracteristica avaliada, considerando todo o banco de dados fenotipico (n =148) touros.
O resultado detalhado das andlises esta apresentado no Anexo 2.

A equacdo que melhor ajustou os fenétipos (r* = 0,18 e 0,23 para DMD e DMT,
respectivamente) considerou o0 ano e estacdo em que foi realizada a coleta como
efeitos fixo, a idade do touro na data da coleta (linear e quadratico) como covariavel, e o
individuo avaliado como efeito aleatério. Apesar do r? ter sido baixo, ndo haviam mais
informacdes disponiveis para a realizagdo de melhorias no ajuste do modelo.

A estimativa dos parametros genéticos foi realizada segundo a equacao
proposta por HENDERSON (1953):

(6)

Y = Xf + Za + Wc + e
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No qual, Y é vetor de observacdes da varidvel estudada, f € vetor de efeitos
fixos, a € vetor dos valores genéticos aditivos dos animais avaliados, ¢ € vetor de efeito
permanente de ambiente, e é o vetor de efeitos residuais, e X, Z e W sdo as matrizes
de incidéncia dos efeitos fixos, aleatorios e efeito permanente, respectivamente. Os
padrées genéticos do modelo foram estimados utilizando-se o software MTDFREML
(BOLDMAN et al., 1995).

Os EBVs dos touros foram avaliados quanto a sua normalidade (teste Shapiro-
Wilk) e a presenca de marginais com a utilizacao da biblioteca GenABEL (AULCHENKO

et al., 2007) do pacote estatistico R.

b) Experimento 2

As médias das medidas fenotipicas como caracteristica fenotipica para cada
touro foram calculadas e avaliadas quanto a sua normalidade (teste Shapiro-Wilk),
heterogeneidade de variancia (teste de Levene) e presenca de marginais com a
utilizagc&o da biblioteca GenABEL (AULCHENKO et al., 2007) do pacote estatistico R.

4.5. Controle de qualidade dos gendétipos

Os procedimentos de controle de qualidade objetivaram a manutencdo da
integridade e a utilidade dos SNP que foram testados. Para tanto, os SNP foram

avaliados e excluidos seguindo diversos critérios em diferentes etapas.

O procedimento de controle de qualidade dos gendtipos foi realizado através do
uso de rotinas personalizadas nas linguagens Perl e da biblioteca GenABEL
(AULCHENKO et al., 2007) do pacote estatistico R, sendo dividido em duas categorias:
controle de qualidade dos gendtipos de cada SNP e controle de qualidade do conjunto

de gendtipos de SNP de uma dada amostra.

4.5.1. Controle de qualidade dos gendtipos de cada SNP



43

1) SNP mapeados no cromossomo 0 — Devido a falhas na montagem do genoma
bovino (versdo UMD 3.1) alguns SNP contidos no ensaio BovineHD lllumina® n&o foram
posicionados adequadamente no genoma, tendo sua localizacdo remetida a um
cromossomo ficticio denominado de 0. Devido a auséncia de coordenadas gendmicas
precisas para esses SNP, os mesmos foram excluidos da amostra.

2) SNP localizados no DNA mitocondrial — Esse critério se justificou devido a
baixa heterozigosidade e consequente baixa ou nula informatividade do DNA
mitocondrial para o estudo proposto.

3) SNP localizados nos cromossomos sexuais X e Y — Esse critério se justificou
devido as limitacbes que os algoritmos atualmente disponiveis apresentam para
determinagédo desses genotipos (Genotype Calling). Uma das razdes para esse fato é
gue a versao atual da montagem do genoma apresenta falhas nesses cromossomos.

4) SNP com a mesma coordenada genémica — Durante o desenvolvimento do
ensaio BovineHD Illumina® observou-se que alguns SNP com designacdes diferentes
possuiam a mesma coordenada genémica. Uma das razfes para esse fato é que houve
redundancia de alguns SNP durante o processo de fabricacdo do SNP chip BovineHD
lllumina®. Por essa raz&o todos os SNP que se encontravam nessa situacéo foram
retirados da andlise.

5) SNP com baixo GCScore — SNP com GCScore inferior a 0,7 foram retirados
da analise. Essa critério foi utilizado para assegurar a qualidade dos gendtipos, ja que
SNP que apresentam GCScores < 0,7 representam niveis de confiabilidade
decrescentes (de intermediario a baixa).

6) SNP altamente correlacionados — Determinados ensaios de determinacéo do
perfil de SNP podem apresentar grupos de SNP altamente correlacionados que podem
ter uma grande influéncia sobre alguns componentes principais durante a avaliagdo da
estratificacao pelo PCA. LAURIE et al. (2010), recomendam que esses sejam retirados
do banco de dados para permitir que a estratificacdo da populacéo seja avaliada sem

viés, portanto foram removidos SNP que apresentaram r? = 0,995 entre si.
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7) SNP com baixa MAF — Foram removidos SNP com MAF < 0,02. Esse limite €
preconizado por diversos autores e objetiva retirar SNP cujo gendtipo foi designado
erroneamente durante sua determinacao.

8) SNP com baixo call rate — Foram removidos SNP com call rate < 0,98
objetivando eliminar SNP com baixa qualidade de genotipagem.

9) SNP que desviam do EHW - Foram removidos SNP com EHW p < 107
objetivando eliminar genoétipos designados erroneamente durante sua determinacao.

4.5.2. Controle de qualidade do conjunto de gendétipos de SNP das amostras

1) Identificacdo de possiveis erros na determinacdo do perfil de SNP - Foi
realizada a verificacdo do sexo das amostras utilizando a proporgao de heteozigosidade
do cromossomo X. Além disso, foi analisada a existéncia de amostras duplicadas no
banco de dados, utilizando o coeficiente de parentesco gendémico IBS (IBS > 0.95 =
amostras duplicadas) entre os pares de amostras.

2) Remocéao de individuos com baixo call rate - Foram removidos individuos com
call rate < 0,90 objetivando remover aqueles em que o procedimento de determinacao

do perfil de SNP apresentou qualidade duvidosa.

4.6. Verificacdo da presenca de estratificacdo na populacéo

A aplicacdo de PCA utilizando os SNP e os individuos que atenderam aos
critérios estabelecidos para controle de qualidade com base no parentesco genémico
foi conduzida. A utilizacdo do PCA objetivou avaliar a relacdo entre os individuos, com

o0 intuito de evidenciar uma possivel subestrutura na populacéo.

4.7. Teste de Associacdo Gendmica

O teste de associacdo foi escolhido de acordo com o comportamento de
estratificacdo e parentesco das amostras com base no diagrama proposto por
AULCHENKO et al. (2007).
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A confiabilidade dos resultados foi verificada através do calculo do fator de
inflacdo A, no qual valores de A superiores a 1 sdo indicativos de inflacdo generalizada
do teste. A distribuicdo dos valores estatisticos foi ajustada para a inflacdo do teste
guando o valor de A foi maior ou igual a um. Como controle complementar, os valores
de p nado ajustados foram inspecionados por meio de um grafico de quantil-quantil (Q-
Q).

Os testes de associagao foram realizados utilizando-se os métodos GRAMMAR
e EIGENSTRAT. No Experimento 1, o método GRAMMAR foi equivalente ao método
Genomic Control, ja que os ajustes foram realizados para a estimativa do EBV, sem
adicdo de covariaveis extras no modelo poligénico do teste. No Experimento 2 foram
incluidos no modelo poligénico: estacdo (primavera, verdao, outono e inverno), ano da
coleta do sémen e o numero de avaliagcdes por touro como efeitos fixos, além da idade
do animal no momento da coleta como covariavel. Para corrigir o valor de p para
multiplos testes, o ajuste de Bonferroni foi aplicado.

Finalmente, os resultados foram apresentados na forma de Manhattan Plots com
0 co-logaritmo dos valores de p corrigidos para A. Foram representados nesse grafico
os limiares de significancia ajustados para mdultiplos testes (Bonferroni) e as
classificagbes propostas pelo sistema BADGE para facilitar a interpretacdo dos
resultados. Estas analises foram realizadas utilizando a biblioteca GenABEL do pacote

estatistico R.

4.8. Anélise de Enriquecimento Genético

Apés a realizacdo do teste de associacdo foram considerados significativos os
SNP com valores de significancia maiores do que 0,01%. Os genes que participaram da
AEF foram selecionados levando em consideragao sua associagao direta e indireta com
0 SNP.

Para a identificacdo dos genes associados diretamente com os SNP (SNP intra-
génicos), foram utilizadas as coordenadas gendmicas dos mesmos. Rotinas do software

Plink foram utilizadas para identificar os genes associados indiretamente com os SNP,



46

isto é, ligados por LD ao SNP. Foi estimado o LD entre todos os SNP posicionados a
até 1 Mb dos SNP com valores de significAncia maiores do que 0,01%, sendo
selecionados para a AEF apenas os genes com r? superior a 0,8 .

A AEF foi realizada pelo software DAVID (versédo 6.7) aplicando-se a andlise de
agrupamento funcional com rigor médio. Os IE e os valores de p nominal e ajustado
foram calculados para cada termo do grupo. Apenas o0s grupos com IE > 2 foram
considerados de importancia funcional.

Para o célculo do valor de significancia do grupamento funcional foi utilizado o
teste exato de Fisher modificado (EASE Score). Esse teste determina se existe
diferenca estatistica na proporcdo de termos em cada grupo. O software utiliza

estatistica Kappa para verificar se os termos pertencem a mesma categoria funcional.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise descritiva das caracteristicas avaliadas nos dois experimentos
(Histograma, Box-plot e Q-Q plot - Figuras 10 al3) demonstrou que os fendtipos néo
apresentaram distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk, p < 0,05).

Tentativas de normalizacdo da distribuicio dos dados fenotipicos foram
realizadas através de transformacdes logaritmicas e Box-cox (informacdes
complementares no anexo 3). Apesar de transformadas, as medidas fenotipicas ndo se
apresentaram normalizadas (teste de Shapiro-Wilk, p < 0,05).

Uma das hipéteses para explicar esse fato, refere-se ao nimero limitado de
animais avaliados, o que pode ter interferido na distribuicdo dos fenotipos. O melhor
valor estimado do fator de correcédo A na transformacéo Box-cox (DMD= 0,86 DMT = 1)
indicou que apesar de ndo ter atingido a normalidade segundo o teste aplicado, a
distribuicdo dos dados ficou proxima da normal (A = 1).

De acordo com HANDELSMAN (2002), as caracteristicas qualitativas do sémen
apresentam particularidades que dificultam a ocorréncia desse tipo de distribuicéo.
Segundo esse autor, tais caracteristicas podem nao atingir a normalidade mesmo apos

transformacao de seus valores por diferentes métodos. Dada a proximidade da
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normalizacao, verificada pela forma de sino dos histogramas apresentados nas Figuras
10 e 11, justificou-se a realizacdo dos testes de associacdo gendmica com fendtipos
nao transformados.

Como a distribuicdo encontrava-se proxima a normal, aliado ao fato do tamanho
amostral limitado a 125 animais, optou-se por manté-los na analise com intuito de
preservar 0 maior numero de amostras possivel. Além disso, consideramos que a
permanéncia de individuos com fenoétipos poderia ser interessante nas etapas de
associacdo uma vez que poderia explicar as causas das variacoes fenotipicas.

Apés a definicdo dos ajustes dos fendtipos e animais foram realizados os
procedimentos de analise descritiva dos genétipos. Primeiramente foram removidos do
banco de dados de SNP, todos aqueles relacionados ao DNA mitocondrial, aos
cromossomos sexuais e ao cromossomo 0 contidos no painel inicial de 786.799 SNP.
Esse procedimento resultou em 735.238 SNP Uteis para a submissdo aos controles de
gualidade subsequente. As andlises descritivas dos parametros de qualidade dos SNP
selecionados compreenderam a MAF (Figura 14), heterozigosidade (Figura 15), EHW
(Tabela 2) e call rate (Tabela 3). Além da heterozigosidade média e o call rate dos
individuos.

A andlise descritiva dos gendtipos demonstrou que a distribuicdo das MAF foi
semelhante ao discutido anteriormente pelo THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM
(2009) nas racas zebuinas. Segundo esses autores, 19% dos SNP apresentaram MAF
superiores a 0,3. No presente estudo, apenas 10% dos SNP apresentaram MAF
superiores a esse limite. Essa diferenca pode ser justificada pelo fato de no estudo
realizado pelo THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM (2009) a MAF média foi
contabilizada considerando MAF de trés racas zebuinas distintas (Brahman, Nelore e

Gir) e ndo apenas da raca Nelore como no presente estudo.
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Figura 10. Andlise descritiva do fen6tipo EBV (Experimento 1) da caracteristica diferenga entre a motilidade do sémen fresco e
descongelado (DMD) pelo Histograma, Box plot e Q-Q plot.
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Figura 11. Analise descritiva do fendtipo EBV (Experimento 1) da caracteristica diferenca entre a motilidade do sémen fresco e
pos teste de termo resisténcia (DMT) pelo Histograma, Box plot e Q-Q plot .
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Figura 12. Andlise descritiva das médias das medidas fenotipicas (Experimento 2) da caracteristica diferenga entre a
motilidade do sémen fresco e descongelado (DMD) pelo Histograma, Box plot e Q-Q plot .
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Figura 13. Andlise descritiva das médias das medidas fenotipicas (Experimento 2) da caracteristica diferenca entre a
motilidade do sémen fresco e poés teste de termo resisténcia (DMT) pelo Histograma, Box plot e Q-Q plot.
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Tabela 2. Distribuicdo cumulativa do nimero de SNP que néo atingiram os critérios de EHW
(p> 10°°) para diferentes valores de p.

p <10° p<10* p <103 p <107 p<5x107? Todos p

N° SNP 3.370 4.522 6.374 12.433 29.928 735.238

% SNP 0,05 0,06 0,09 17 4,1 100

Tabela 3. Distribuicdo da proporcédo do call rate (CR) dos SNP.

CR=0,9 0,9<CR< 0,95 0,95<CR= 0,99 CR> 0,99
N° SNP 51.960 16.978 33.888 632.412
%SNP 7,1 2,3 4,6 0,86

A andlise de heterozigosidade observada demonstrou que existe nimero de SNP
informativos em quantidade suficiente para serem utilizadas em estudos com animais
zebuinos. Esses resultados reforcam os estudos de validacao realizados pela empresa
ILLUMINA (2010) que demonstraram ser possivel o uso do micro-arranjo BovineHD
lllumina® com sucesso em estudos dessa subespécie. Quanto a avaliacdo do
comportamento do conjunto de SNP com relagdo a cada amostra individual, a
heterozigosidade média no grupo do estudo foi de 0,21 + 0,01. Da totalidade de
amostras avaliadas, 63,1% apresentaram call rate entre 90-95% e 36,9% entre 95-
99%.

Por ndo atenderem aos critérios adotados no CQ conforme apresentado na
secdo Material e métodos (secédo 4.5), 42,34% dos SNP foram excluidos das analises,
restando 311.346 SNP do painel inicial de 735.238 (Figura 16). A Tabela 4 apresenta o
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namero de SNP removidos em cada uma das etapas do CQ. Todos os 125 amostras
atenderam os critérios de qualidade pré-estabelecidos.

Segundo LAURIE et al. (2010), o limite de exclusdo de SNP pela MAF, quando a
plataforma Infinium é utilizada para determinacéo do perfil de SNP das amostras, deve
ser de 0,01 devido a alta desempenho do ensaio. Para reduzir possiveis impactos
negativos de eventuais erros, critério de exclusdo de SNP pela MAF, adotado Np
presente estudo (MAF < 0,02), foi utilizado com sucesso por diversos autores em
trabalhos anteriores (WANG et al., 2005; ANDERSON et al., 2010). Apesar de grande
guantidade de SNP ter sido excluida (208.352) devido a esse critério, cabe ressaltar
gue cerca de 25.000 desses SNP excluidos apresentaram MAF igual a zero, sendo

portanto ndo informativos para o estudo.

Tabela 4. Numero de SNP removidos nas diferentes etapas do controle de qualidade.

Critério N° de SNP removidos
SNP com mesma coordenada genémica 54
SNP correlacionados (r? = 0,995) 142.891
MAF < 0,02 208.352
Call rate < 0,98 73.315
EHW > 107 3.553

Nao foram utilizados critérios para exclusdo de SNP baseados na
heterozigosidade observada no presente estudo. A distribuicdo de heterozigosidade dos

SNP em geral, assim como a média da heterozigosidade das amostras (0,21 + 0,01)
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demonstraram a qualidade das analises para determinacdo dos perfis de SNP,
descartando possiveis erros ou contaminag¢do. Segundo LAURIE et al. (2001) para a
plataforma BovineHD Illlumina® devem ser removidos SNP dos cromossomos
autossdmicos e pseudo autossdémicos com heterozigosidade superior a 0.3, portanto
acima dos valores encontrados no presente estudo (0,21 + 0,01).

Critérios para a exclusdo de SNP que desviam do EHW vem sendo discutidos por
diversos autores. Os valores de significAncia aceitos para desvios de EHW
controversamente variam entre 10 a 10" (SAMANI et al., 2007; ZIEGLER, 2008;
LAURIE et al, 2010). De maneira geral a recomendacdo € que sejam excluidos SNP
com desvios de pelo menos 10™. Segundo ZIEGLER (2008), essa recomendacéo deve-
se ao fato de que outros processos, além de erros na analise do perfil de SNP tais
como a selecdo, podem causar desvio de EHW. A distribuicdo de EWH apresentada na
Tabela 2 demonstra que menos de 1% dos SNP foram eliminados com o critério de
EHW < 107 utilizado no presente estudo.

Limites de call rate acima de 97% sao normalmente relatados para exclusédo de
amostras (ANDERSON et al 2010).Entretanto, ZIEGLER (2008) afirma que valores
acima de 90% ja seriam suficientes para garantir a qualidade do estudo. Como o
tamanho amostral do presente estudo € limitado, adotamos o critério menos rigoroso
para a remocdo das mesmas, sendo excluidas amostras que apresentaram call rate
abaixo de 90%.
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Figura 14. Distribuicdo da frequéncia alélica menor (MAF) dos SNP antes do controle de qualidade. Linhas verticais abaixo do
eixo X representam os SNP individualmente.
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Figura 15. Distribuicdo da heterozigosidade dos SNP antes do controle de qualidade. Linhas verticais abaixo do eixo X
representam os SNP individualmente.
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Figura 16. Distribuicdo dos SNP por cromossomos autossdmicos antes e depois do controle de
gualidade.

O numero de SNP removidos ap6s o CQ depende do rigor dos filtros aplicados.
Segundo ANDERSON et al. (2010), estudos realizados com pequenos grupos
amostrais devem utilizar critérios mais conservadores de exclusdo para eliminar os
possiveis vieses decorrentes do pequeno nimero de individuos na analise.

No Experimento 1, trés animais foram excluidos antes do teste de associagao
devido a baixa acuracia do EBV estimado (acuracia < 0,50). Esses animais também
foram retirados do Experimento 2 para que o banco de dados analisado fosse 0 mesmo
em ambos 0s experimentos, sendo assim, o grupo amostral finalmente foi constituido
por 122 animais.

A andlise de componentes principais (PCA) baseada no parentesco gendmico
(Figuras 17 e 18) demonstrou que as amostras em estudo pertencem a apenas um
grupo principal, ndo apresentando subestrutura evidente.

J4 a andlise de estratificacdo da populacdo pelo calculo do fator de inflacdo A
(DEVLIN & ROEDER, 2008) demonstrou em ambos os experimentos presenca de

inflacdo ap6s o0 QC (A > 1) nos fendtipos avaliados (Figura 19 a 22).
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O PCA é um método amplamente utilizado com o objetivo de identificar a
presenca de sub-populagdes distintas em grupo de amostras (THE BOVINE HAPMAP
CONSORTIUM, 2009; PRICE et al., 2010; HAO et al., 2010).

No presente estudo, a maioria dos touros avaliados € proveniente do mesmo
programa de melhoramento, 0 que sugere gque 0S mMesSmMO possuem a mesma
ancestralidade, o que ajuda a justificar a formacdo de apenas um grupo (dados néo
apresentados).

Ainda nessa andlise, os individuos foram classificados de acordo com a
magnitude de seu fendtipo (Heatmap), permitindo a identificacdo de classes fenotipicas
distintas. No Experimento 1, de forma geral, os animais mais criotolerantes
apresentaram-se agrupados a direita do bloco principal (cor vermelha) enquanto os
menos criotolerantes (cor amarela) encontraram-se a esquerda do mesmo. O mesmo
comportamento se repetiu no experimento dois, mas de forma menos evidente, estando
0S animais criotolerantes na parte superior do bloco.

A subdivisdo entre classes fenotipicas evidenciadas pelo Heatmap reforcou a
hipotese de que componentes genéticos sdo determinantes para a expressdo de
tolerancia a criopreservagdo. A andlise do Heatmap do Experimento 2 demonstrou
menor variacao fenotipica do que o do Experimento 1 (Figuras 17 e 18). Como touros
em regime de coleta nas centrais de inseminacdo teoricamente apresentam pouca
variacdo nos parametros qualitativos do sémen, devido ao efeito de selecdo da fase
preparatéria para coletas, provavelmente a utilizacdo das médias das caracteristicas
por animal (Experimento 2) representem melhor o fenotipo avaliado do que os EBVs
(Experimento 1).

Os diferentes grupos fenotipicos evidenciados nessa analise mostraram que o
modo de ajuste dos fendtipos é importante para a interpretacdo dos resultados. Mesmo
tendo como base para a andlise de componentes principais 0s mesmos genotipos, o
EBV e as médias das medidas fenotipicas das mesmas caracteristicas se comportaram
como fendtipos diferentes. Isso pode ter ocorrido devido a baixa capacidade de ajuste
do modelo utilizado para estimar o EBV e o pequeno tamanho amostral utilizado para

calcular essa estimativa, acarretando possivel viés na analise. Apesar de o grupo
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amostral ser pequeno, estudos de associacdo gendmica realizados para caracteristicas
de dificil mensuracédo, como as do presente estudo, foram realizados com sucesso por
FEUGAND et al. (2009) com tamanhos amostrais similares.

Apesar da estratificagcdo da populacdo néo ter sido evidenciada (Figuras 17 e
18), os Q-Q plots demonstraram a presenca de algum confundidor. Esse fato foi
confirmado pelo valor do fator de inflacdo A, superior a 1 em todas as caracteristicas e
testes avaliados. Estudos prévios demonstram que valores de A superiores a esse limite
sao indicativos de inflagéo generalizada do teste, demandando a realizagao da correcao
dos valores de significancia para a reducéo dos erros do tipo | (PRICE et al., 2006).

Os Q-Q plots demonstraram que o método EIGENSTRAT foi mais eficiente em
corrigir a inflacdo presente no grupo de amostras do Experimento 1 do que o método
GRAMMAR. No Experimento 2 ocorreu o contrario (GRAMMAR mais eficiente que
EIGENSTRAT). Tal fato poder ser evidenciado pela reducao dos valores de A nos testes
realizados, o que indica a menor ocorréncia de associacfes espurias (Figuras 19 a 22).

No Experimento 2, o método GRAMMAR permitiu que covariaveis adicionais
fossem utilizadas para ajustar as médias das medidas fenotipicas, o que ndo ocorre no
metodo EIGENSTRAT que utiliza apenas os escores dos PCs para tal ajuste. A maior
capacidade de ajuste do modelo poligénico utilizado no método GRAMMAR permitiu a

maior reducao dos valores do fator de inflagéo A.
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Figura 17. Analise de Componentes Principais (PCA) e Heatmap dos fenétipos do Experimento 1 (EBV). Animais
representados por cores diferentes de acordo com a magnitude do fendtipo caracteristica diferenca entre a
motilidade do sémen fresco (DMD - A) e pos teste de termo resisténcia (DMT -B).
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Figura 18. Andlise de Componentes Principais (PCA) e Heatmap dos fenétipos do Experimento 2 (médias das medidas
fenotipicas. Animais representados por cores diferentes de acordo com a magnitude do fendtipo. Média das
medidas fenotipicas de DMD (A) e DMT (B)
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Figura 19. Gréficos Q-Q dos valores de significancia (p) nao ajustados dos testes de associagao realizados com a metodologia
GRAMMAR (A) e EIGENSTRAT (B) para a caracteristica DMD no Experimento 1 (EBV). Valores de A= 1,42 e 1,27
respectivamente.
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Figura 20. Gréaficos Q-Q plot dos valores de significancia (p) ndo ajustados dos testes de associagdo realizados com a
metodologia GRAMMAR (A) e EIGENSTRAT (B) para a caracteristica DMT no Experimento 1 (EBV). Valores de A=
1,36 e 1,27 respectivamente A e B.
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Figura 21. Gréaficos Q-Q plot dos valores de significancia (p) ndo ajustados dos testes de associacdo realizados com a
Metodologia GRAMMAR (A) e EIGENSTRAT (B) para a caracteristica DMD no Experimento 2 (Média das medidas
fenotipicas). Valores de A= 1,07 e 1,14 respectivamente A e B.
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Figura 22. Gréficos Q-Q plot dos valores de significancia (p) ndo ajustados dos testes de associacdo realizados com a
metodologia GRAMMAR (A) e EIGENSTRAT (B) para a caracteristica DMT no Experimento 2 (Média das medidas
fenotipicas). Valores de A= 1,07 e 1,14 respectivamente A e B.
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As Figuras 23 a 26 representam os gréaficos do tipo Manhattan Plot referentes
aos testes de associagcdo em ambos os experimentos. Por sua analise pode ser notada
grande semelhanca entre dos diferentes resultados nos testes (GRAMMAR e
EIGENSTRAT) realizados com os mesmos fenotipos (DMD e DMT).

De forma geral, os graficos ndo apresentam picos altos evidentes, apontando
para regides gendmicas significativamente associadas com o fendétipo, mas sim picos
de magnitude média a baixa, além de difusos por diversos cromossomos indicando que
muitos SNP tem efeito intermediario a baixo sobre a caracteristica. De acordo com o
sistema BADGE, os picos de maior significancia se posicionaram na 32 classe para a
caracteristica DMD e na 42 classe para DMT.

A Figura 27 apresenta a analise comparativa dos cromossomos que
apresentaram SNP mais significativos comum nas metodologias utilizadas para a
realizacdo do teste de associacdo indicando haver relacdo com o fendtipo entre as
distintas combinacdes fendtipos (EBV) e métodos estatisticos (GRAMMAR e
EIGENSTRAT) utilizados.

Os Manhattan Plot mostraram-se semelhantes quando o mesmo fenétipo foi
testado pelos métodos GRAMMAR e EIGENSTRAT. Esse resultado era esperado ja
gue se trata da mesma caracteristica sob analise. Os fenétipos DMD e DMT também
apresentaram padrdo de picos semelhantes, principalmente no Experimento 2. Esse
resultado também era esperado devido a alta correlagdo entre os dois fenotipos
(r*=0,74).

Para a identificacdo de genes indiretamente associados a caracteristica de
interesse (em LD com os SNP significativos), foi utilizada a estratégia de determinar o
LD entre um dado SNP e os outros posicionados a uma determinada distancia
utilizando o software Plink. Esse procedimento foi utilizado por diversos autores para
determinar o padrdo de LD de regiées cromossémicas especificas (BUSH et al., 2009;
BOHMANOVA et al., 2010). Entretanto, como ainda nao existem padrbes de LD
relatados na raca Nelore, consideramos apenas os genes com r? > 0,8 do SNP

significativo para a andlise de enriquecimento funcional.
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Figura 23. Manhattan Plot dos valores de significancia (p) ajustados pelo Método de Bonferroni e classificados pelo sistema
BADGE (MANLY, 2005) do teste de associagao realizado pelos métodos GRAMMAR (A) e EIGENSTRAT (B) para a
caracteristica DMD para o Experimento 1 (EBV). SNP com valores de significAncia 0,01 mais altos estéo
representados de azul. Retangulo vermelho destaca SNP significativos em ambos os métodos.



68

Figura 24. Manhattan Plot dos valores de significancia (p) ajustados pelo Método de Bonferroni e classificados pelo sistema
BADGE (MANLY, 2005) do teste de associagdo realizado pelos métodos GRAMMAR (A) e EIGENSTRAT(B) para a
caracteristica DMT para o Experimento 1 (EBV). SNP com valores de significancia 0,01 mais altos estdo
representados de azul. Retangulo vermelho destacada SNP significativos em ambos os métodos.
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Figura 25. Manhattan Plot dos valores de significancia (p) ajustados pelo Método de Bonferroni e classificados pelo sistema
BADGE (MANLY, 2005) do teste de associagao realizado pelos métodos GRAMMAR (A) e EIGENSTRAT (B) para a
caracteristica DMD para o Experimento 2(médias das medidas fenotipicas). SNP com valores de significancia 0,01
mais altos estéo representados de azul. Retangulo vermelho destaca SNP significativos em ambos os métodos.



70

Figura 26. Manhattan Plot dos valores de significancia (p) ajustados pelo Método de Bonferroni e classificados pelo sistema
BADGE (MANLY, 2005) do teste de associagao realizado pelos métodos GRAMMAR (A) e EIGENSTRAT (B) para a
caracteristica DMT para o Experimento 2(médias das medidas fenotipicas). SNP com valores de significancia 0,01
mais altos estéo representados de azul. Retangulo vermelho destaca SNP significativos em ambos os métodos.
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Figura 27. Representagao dos cromossomos que apresentaram SNP significativos apds o teste de associagao realizado com
ambos os métodos estatisticos (GRAMMAR e EIGENSTRAT) nos fenoétipos (A) DMD no Experimento 1 (EBV), (B)
DMT no Experimento 1 (EBV), (C) DMD no Experimento 2 (médias das medidas fenotipicas) e (D) DMT no
Experimento 2 (médias das medidas fenotipicas).

Tabela 5. NUmero de genes que se apresentaram associados com as caracteristicas avaliadas (DMD e DMT) nos diferentes
métodos estatisticos (GRAMMAR e EIGENSTRAT).

Caracteristica | Teste de associacdo | N° de genes |

Experimento 1

GRAMMAR 196

DMD EIGENSTRAT 209

GRAMMAR 241

DMT EIGENSTRAT 383
Experimento 2

GRAMMAR 266

DMD EIGENSTRAT 210

GRAMMAR 350

DMT EIGENSTRAT 302
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Com base nos resultados das analises do GWAS, a anélise de enriquecimento
funcional (AEF) foi conduzida com o apoio do software DAVID (5). Apenas a analise de
enriquecimento funcional para a caracteristica DMD no Experimento 1 (anédlise de EBV)
ndo apresentou grupos génicos funcionais com IE > 2. Tal observagdo pode ter sido
causada pelo menor nimero de genes selecionados para a AEF nessa caracteristica
(Tabela 5). Apesar disso, 0os grupos funcionais com menor IE para essa caracteristica,
se assemelharam aqueles observados para os demais fenoétipos.

O grupo funcional que mais se destacou, ndo apenas pelo IE, mas por estar
presente nos dois metodos de associagao utilizados, foi o de inibidores de proteases.
Dentre os genes desse grupo se destacaram os genes da superfamilia de Serpinas.

As Serpinas compdem a superfamilia de proteinas que possuem em comum a
presenca de um dominio Unico que determina sua estrutura e funcdo. A maioria dos
membros dessa familia séo inibidores de proteases com um mecanismo de acdo Unico
e atuacdo em diferentes tecidos (GETTINS, 2002).

Segundo LEE et al. (2011), inibidores de protease do tipo serina (familia das
serpinas) estdo presentes nas células germinativas dos testiculos de camundongos e
envolvidos na regulacdo da espermatogénese e inibicdo da apoptose. Segundo esses
autores, camundongos com mutacfes nesse gene apresentam fertilidade reduzida,
diminuicdo da concentracdo espermatica e espermatogénese anormal.

Esses inibidores de protease também foram identificados por LU et al. (2011) na
mucosa do epitélio da vesicula seminal, epididimo e vasos deferentes. Nos testiculos,
foram localizados nas espermatogbnias, espermatocitos, espermatides, células de
Leydig, espermatozoide, além do acrossoma como uma proteina intrinseca da
superficie dessa regido.

Ainda segundo esses autores, esse inibidor de protease é detectado
predominantemente nos espermatozoides ndo capacitados, sendo perdida antes que
esse processo se inicie. Além disso, o0 mesmo estudo demonstrou evidéncias de que
essa protease pode inibir a albumina sérica bovina indutora de capacitacdo impedindo

gue o espermatozoide se una ao odcito.
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Apesar de ndo terem sido realizados estudos de expressdo diferencial dos
inibidores de protease do tipo Serpina entre touros bons e maus congeladores no
presente estudo, a mencao a trabalhos prévios sobre a influéncia das Serpinas sobre a
propriedade capacitante do espermatozoide sugere o aprofundamento dos estudos das
funcbes dessa proteina. seria extremamente importante para prevenir que o0
espermatozoide se capacite precocemente com 0 processo de criopreservacao.

Outro membro da superfamilia de Serpinas, os inibidores de protease tipo serina
— heparina dependente, ja foram descritas como importantes inibidores da penetracdo
do espermatozoide em od6citos humanos livres de zona pellucida. De acordo com
ESPANA et al. (2007), essa substancia esta presente no liquido seminal em uma
concentracao de 2,2 a 3,7 micromolar. Aproximadamente duas horas apds a ejaculagéo
essa protease perde sua atividade devido a sua interacdo com outras proteases. Uma
concentracdo de apenas 0,04 micromolar inibe 50% da capacidade de penetracao
espermatica, reduzindo a fertilidade. Essas informacfes também auxiliam na
gualificacdo desse gene como alvo de estudos futuros.

Além das ja citadas, outras serpinas desempenham importantes funcdes na
reproducédo dos machos tais como aquelas relacionadas com a inibicdo da proteina C,
gue € responsavel por inibir a reagcdo acrossémica devido a inibicdo da protease
acrossina (GEIGER et al., 1996), e Serpinas al — anti-tripsina, que estéo relacionadas a
motilidade progressiva do espermatozoide humano. DING et al. (2007), afirmam que
essa Ultima tem papel importante na maturacao do espermatozoide pelo epididimo. Os
resultados dos trabalhos desses autores sugerem que esses genes devem ser incluidos
em estudos mais profundos sobre os fendtipos DMD e DMT, jA que 0S mesmos
demonstram ser fundamentais para a manifestacdo desses feno6tipos. Ambos os genes
relatados foram selecionados pela AEF com IE > 2 no presente estudo.

As Serpinas também podem atuar indiretamente na reproducdo ja que sdo
responsaveis pela secrecdo da forma ativa de neurotransmissores envolvidos com a
regulacdo do eixo hipotalamo-hipodfise, tais como o Neuropeptideo Y e os opibide
endogenos (HWANG et al., 2009). O controle da liberagdo de GnRH pelos

Neuropeptideos Y é de fundamental importancia para a producdo de espermatozoide
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funcionais e capazes de tolerar processos como a criopreservagao, tornando esse gene
alvo para estudos subsequentes.

Além das Serpinas, outros grupos funcionais que mereceram destaque s&o 0s
genes envolvidos na dindmica dos componentes do citoesqueleto celular e da ativagéo
da cAMP. E de conhecimento geral que apos a descongelacdo do sémen, a célula
espermatica passa do estado inerte para um estado ativo, sendo obrigada a
reestabelecer suas fungdes e sua motilidade. A ativagdo do cAMP induz a ativacao
flagelar na maioria dos mamiferos através da fosforilacdo oxidativa de proteinas
relacionadas a motilidade (TASH et al., 1996). Estudos realizados por SI & OKUNO
(1995) demonstraram que a o cAMP ativa a motilidade espermatica pela regulacao do
deslizamento entre os microtibulos, evidenciando a alteracdo nas propriedades
deslizantes dos microtubulos espermaticos pela ativagcdo de uma proteina cAMP
dependente.

Com base em relatos encontrados na literatura, o presente trabalho propde um
modelo para a interacdo dos principais grupos funcionais / genes observados na AEF
(Figura 28).

Interessantemente, o0 modelo proposto a partir da AEF se assemelha ao descrito
por VISCONTI & KOPF (1998). Esses autores descreveram via metabolica detalhada
com os principais fatores envolvidos na capacitacdo espermatica. Dentre os fatores
citados, muitos foram encontrados no presente estudo como grupos funcionais
importantes para a manifestacdo das caracteristicas DMD e DMT, auxiliando a
compreensdo da interacdo entre eles, jA que a capacitacdo precoce da ceélula
espermatica € uma das consequéncias negativas da criopreservacao (Figura 29).

Além disso, ao se listar todos os principais grupos funcionais indicados pela AEF,
utilizando distintos fenotipos e modelos estatisticos, observou-se que a vasta maior
parte deles encaixava-se no modelo (Tabela 6).

A similaridade entre os resultados do presente estudo e os descritos na literatura
indica a consisténcia e interacdo dos grupos funcionais observados e apontam para
novas perspectivas de pesquisa cientifica nesse campo através da exploracdo mais

profunda dos grupos funcionais apontados nesse trabalho.
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Figura 28. Modelo proposto pelo presente trabalho para as interagdes entre grupos funcionais encontrados na AEF: linhas
continuas pretas representam grupos de genes especificos; linhas tracejadas pretas representam vias metabdlicas.
Linha tracejada vermelha representa o possivel resultado da interagdo entre os grupos funcionais arbitrado no
presente trabalho. Linha tracejada verde representa o ponto inicial e final do modelo arbitrado no presente trabalho.
Via metabdlica (1) Baseado nos resultados descritos por SI & OKUNO (1995) e TASH et al. (1996); Via metabdlica
(2) -Baseado nos resultados descritos por VISCONTI & KOPF; e Via metabdlica (3) - Baseado nos resultados
descritos por GEIGER et al. (1996) e LU et al. (2011).
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Figura 29. Representacdo da via metabdlica da capacitacdo espermatica proposta por
VISCONTI & KOPF (1998). Retangulos coloridos correspondem a grupos funcionais
encontrados no presente trabalho: (1) canais e proteinas carreadoras; (2) via de
sinalizacao de célcio; (3) gene de receptores de cations; (4) regulacao e biossintese
de cAMP; (5) inibidores de protease — SERPINAS; (6) regulacdo da resposta ao
estimulo externo e (7) regulacdo positiva dos processo metabdlicos envolvendo
macromoléculas.
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Tabela 6. indice de Enriquecimento (IE) dos principais grupos funcionais encontrados na AEF
com o uso do programa DAVID em ordem decrescente de valor, originados a partir
das diferentes combinacdes de fenétipos e métodos estatisticos para o GWAS. Em
destaque os grupos funcionais ndo utilizados para a proposicdo do modelo por n&o
apresentar relacdo clara e direta com dados de literatura.

Grupo Funcional

N° de vezes que
aparece na AEF

indice de
Enriquecimento

Regulacao da resposta ao estimulo externo 2 3,11

Regulacao da resposta ao estimulo externo 2 2,6

Inibidores de protease 5 2,41

Inibidores de protease 5 2,23

Inibidores de protease 5 2,17

Canais de célcio e proteinas carreadoras 2 2,01

Atividade de dimerizacao de proteinas 1 1,72

Regulacao e biossintese de cAMP 2 1,67

Inibidores de protease 5 1,57

Inibidores de protease 5 1,46

Canais de célcio e proteinas carreadoras 2 1,25
Regulacao positiva dos processo metabolicos

envolvendo macromoléculas 1 1,23

Transporte intracelular 1 1,21

Via de sinalizacao do célcio 1 1,19

Regulacao e biossintese de cAMP 2 1,19

Componentes do citoesqueleto 1 0,9
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7. CONCLUSOES

1. Tanto o valor gendmico estimado (EBV) quanto as médias das medidas
fenotipicas para os fenétipos DMD e DMT utilizados em teste de associacdo gendmica
(GWAS), mostraram-se capazes de identificar regibes gendmicas associadas aos
fenotipos em questao.

2. Regides cromossdmicas foram identificadas como associadas aos fenotipos
DMD e DMT, sendo que se destacaram regides especificas nos cromossomos 1, 16 e

19 em todos os tipos de fenoétipos ou métodos utilizados para o GWAS.

3. Adicionalmente, regides cromossdmicas foram identificadas como associadas
aos fenotipos de interesse de forma distinta entre os Experimentos 1 (2 e 13) e
Experimento 2 (8, 9, 21 e 24).

4. Os grupos funcionais que mais se destacaram na analise de enriquecimento
funcional (AEF) foram as familias de inibidores de proteases Serpina, reguladores de
CAMP celular e componentes do citoesqueleto, permitindo a proposi¢cdo de modelo de
interacdo entre os grupos funcionais em linha com o conhecimento prévio existente na

literatura.
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Tabela 1. Andlise descritiva das médias e desvios padrao (DP) das medidas fenotipicas DMD e

DMT.
Id touro Média DMD DP DMD Média DMT DP DMD
1 36,3 8,5 46,2 7.3
2 21,4 4,8 31,4 6,9
3 30,0 7.1 38,6 7,5
4 30,0 6,3 39,3 5,6
5 35,6 4,9 455 5,0
6 28,0 8,0 40,0 4,0
7 32,1 7,0 38,6 6,9
8 31,3 7,9 39,4 6,2
9 29,8 10,0 38,5 8,5
10 37,1 8,1 46,4 6,3
11 258 5,8 34,2 2,0
12 27,5 5,9 39,8 5,0
13 40,0 9,0 46,7 7,9
14 24,2 6,6 32,5 9,4
15 27 4 7,5 38,2 5,9
16 29,2 4,9 39,2 5,8
17 30,0 7,9 40,0 5,0
18 28,0 5,7 40,0 3,5
19 32,3 8,5 40,0 7.3
20 32,4 7.1 39,8 7.1
21 29,0 6,5 40,0 7,9
22 32,3 9,8 41,7 8,4
23 26,8 7.1 42,1 7.6
24 32,3 7,2 44,3 4,9
25 32,5 6,1 45,0 6,3
26 38,4 10,1 49,8 9,5
27 26,5 9,1 38,4 7,7
28 26,1 9,4 35,0 10,6
29 33,5 13,1 44,5 8,6
30 35,9 11,4 45,9 10,4
31 29,6 10,8 42,1 8,4
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Id touro Média DMD DP DMD Média DMT DP DMD
32 27,4 8,4 38,9 7,7
33 32,0 54 43,9 7,1
34 30,4 9,3 39,9 8,7
35 30,8 12,4 36,7 6,1
36 41,4 12,5 50,8 6,9
37 33,3 8,0 44,2 8,5
38 35,3 7,4 41,5 7,9
39 30,2 6,8 39,3 8,1
40 35,0 4,6 41,5 4,3
41 35,6 7,5 46,9 7,9
42 30,1 8,7 40,6 8,7
43 33,1 7,1 40,7 6,6
44 37,6 14,0 46,7 10,9
45 27,3 4,8 38,1 52
46 32,9 10,2 45,5 7,7
47 30,5 8,6 41,0 10,4
48 32,1 7,7 39,8 6,6
49 31,1 7,3 38,4 7,7
50 29,7 9,3 43,9 6,4
51 27,7 6,7 38,8 6,3
52 28,5 8,2 42,8 7,6
53 30,4 9,9 41,8 9,1
54 29,1 7,9 38,1 7,4
55 32,5 9,5 44,5 8,6
56 31,0 10,0 46,1 8,9
57 39,5 11,7 51,8 9,8
58 33,6 10,5 45,5 9,4
59 30,5 8,8 41,4 7,9
60 30,2 7,6 38,9 7,4
61 31,8 8,3 39,9 8,7
62 30,6 7,4 37,6 8,0
63 29,1 8,8 39,1 7,6
64 34,5 9,1 46,8 6,4
65 32,0 116 41,0 9,5
66 29,7 8,7 35,5 10,5
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Id touro Média DMD DP DMD Média DMT DP DMD
67 22,5 10,0 38,4 10,2
68 27,7 11,0 40,6 9,5
69 27,6 8,1 38,6 6,5
70 33,8 8,8 42,6 8,5
71 35,2 10,6 45,3 13,5
72 37,5 141 49,1 10,5
73 44,4 12,8 50,5 12,5
74 26,0 7,9 35,0 10,1
75 30,4 8,2 42,0 7,2
76 28,2 8,0 37,8 6,7
77 32,0 6,2 40,5 7,6
78 30,7 7,8 38,8 6,9
79 39,2 10,0 44,4 8,1
80 35,0 8,0 40,6 7,4
81 28,1 6,2 37,9 59
82 29,0 9,8 39,0 9,5
83 30,4 6,3 38,2 5,6
84 28,3 7,5 37,7 7,2
85 28,9 9,5 38,1 8,2
86 27,4 7,0 34,5 10,4
87 28,8 11,8 37,4 113
88 27,3 8,6 38,0 7,3
89 31,1 8,0 40,1 7,7
90 32,0 6,2 41,2 6,3
91 20,0 114 33,9 8,7
92 44,3 6,7 53,6 4,8
93 37,1 9,4 46,5 6,0
94 31,4 7,2 40,9 8,0
95 25,0 7,7 351 7,2
96 26,3 9,4 40,9 8,3
97 28,3 6,2 37,5 6,2
98 32,6 8,7 43,8 8,2
99 30,7 8,7 38,4 7,8
100 29,1 6,8 38,9 6,7
101 31,8 8,8 42,9 7,1
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Id touro Média DMD DP DMD Média DMT DP DMD
102 34,5 6,2 43,0 6,7
103 31,0 10,6 40,6 9,0
104 26,3 10,9 34,1 10,3
105 33,2 7,0 42,5 7,4
106 294 6,0 35,9 4,6
107 32,0 10,2 42,4 8,7
108 25,7 9,7 32,7 8,7
109 38,8 9,4 46,9 7,8
110 35,2 8,9 45,2 7,9
111 40,8 7,3 49,6 7,5
112 28,9 6,3 35,9 4,2
113 26,1 8,3 40,0 7,8
114 33,7 9,0 45,0 10,3
115 25,6 6,9 33,9 6,1
116 34,0 2,2 43,0 4,5
117 36,6 12,6 45,1 9,2
118 34,8 9,6 45,1 9,0
119 34,5 7,6 47,5 9,8
120 32,2 9,7 44,1 8,7
121 25,0 10,0 31,9 9,1
122 32,8 13,8 43,5 10,7
123 30,0 5,8 38,6 5,7
124 32,1 9,9 43,6 9,4
125 31,1 9,0 39,2 7,6

Tabela 2. Analise descritiva das caracteristicas DMD e DMT

Média |Variancia| C.V |Minimo | Maximo
DMD |31,2816| 18,2055 | 13,64 20 44 4
DMT | 41,112 | 18,6465 |10,5034| 314 53,6

C.V = coeficiente de variacéo
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ANEXO 2

Tabela 1. Estatistica do Procedimento GLM (Generalized Linear Model) para avaliar a
capacidade de ajuste do modelo utilizado para estimar o EBV (Experimento 1) da caracteristica
DMD (SAS, 2007).

GL S.Q. Q.M. Valor de F Pr>F
Modelo 166 116176,4 699,8 8.95 < 0,0001
Erro 6595 515964,7 78,2
Correcéo Total 6761 632141,1

* G.L = graus de liberdade; S.Q = Soma dos quadrados; Q.M = Quadrados minimos

Tabela 1. Estatistica do Procedimento GLM (General Linear Model) para avaliar o efeito das
covariaveis no EBV (Experimento 1). da caracteristica DMD (SAS, 2007).

GL Tipo Il SS Q.M. Valor de F Pr>F
Touros 147 89549,4 609,1 7,79 < 0,0001
Ano* estacdo do ano 17 21670,5 1274,7 16,29 < 0,0001
Idade 1 2293,4 2293,4 29,31 < 0,0001

Idade? 1 1132,1 1132,1 14,47 0,0001

* G.L = graus de liberdade; S.Q = Soma dos quadrados; Q.M = Quadrados minimos

R?=0,18

Coeficiente de variacao = 28,34
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Tabela 3. Estatistica do Procedimento GLM (Generalized Linear Model) para avaliar a
capacidade de ajuste do modelo utilizado para estimar o EBV (Experimento 1) da caracteristica
DMT (SAS, 2007).

GL S.Q. Q.M. Valor de F Pr>F
Modelo 166 127753,8 769,6 11,92 <0,0001
Erro 6595 425611,1 64,53
Correcéo Total 6761 553365,0

* G.L = graus de liberdade; S.Q = Soma dos quadrados; Q.M = Quadrados minimos

Tabela 4. Estatistica do Procedimento GLM (General Linear Model) para avaliar o efeito das
covariaveis no EBV (Experimento 1). da caracteristica DMT (SAS, 2007).

GL Tipo | SS Q.M. Valor de F Pr>F

Touros 147 69638,3 473,7 7,34 < 0,0001

Ano* estacdo do ano 17 20786,8 1222,7 18,9 < 0,0001
Idade 1 5611,2 5611,2 86,95 0.0005
Idade” 1 774,2 473,7 12,0 0,0001

* G.L = graus de liberdade; S.Q = Soma dos quadrados; Q.M = Quadrados minimos

R?=0,23

Coeficiente de variagdo = 19,42
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ANEXO 3
Box-Cox Plot DMD
Lower CL  Upper CL
80+ Lambda
(using 95,0% confidence)
i Estimate 0,862819
60 Lower CL 0,828707
Upper CL 0,902033
504 Best Value 0,862819
& 40
30
204
104 Limite
0 K T T T T T T T T
2 -l 0 1 2 3 4 5 A
Lambda
Box-Cox Plot DMT
Lower CL  Upper CL
404 Lambda
(using 95,0% confidence)
354 Estimate 0,95861
Lower CL 0,90570
304 Upper CL 1,01523
Best Value 1,00000
™ 254
[a)
204
154
101
Limite
T T T T T T T T
-2 -1 0 1 2 3 4 5 B
Lambda

Figura 1. Estimativa do fator de correcéo 6timo de lambda para as caracteristicas DMD e DMT.
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