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UTILIZA(}AO DE INFORMA(}{)ES GENOMICAS PARA O MELHORAMENTO
GENETICO DE CARACTERISTICAS DA CARNE EM BOVINOS DA RACA
NELORE

Resumo - O consumidor tem se tornado mais exigente com relagdo a qualidade da
carne, fatores como maciez, cor e sabor sao as caracteristicas mais requeridas. Pouco
tem sido feito em relacédo a qualidade da mesma, pois essas caracteristicas ndo sao
consideradas nos programas de avaliagao genética para gado de corte no Brasil, por
serem de mensuragao dificil, alto custo, e por exigir o abate dos animais. Uma
alternativa para inclusao destas medidas em programas de melhoramento pode ser o
uso dos SNPs em estudos de associacao e selegao gendmica. Foram utilizados 1.875
animais machos da ragca Nelore foram terminados em confinamento e abatidos em
planta frigorifica comercial, com idade média de 731+81 dias. As amostras coletadas
foram analisadas para maciez, lipideos, marmoreio, coloragdo L* (luminosidade), a*
(vermelha) e b* (amarela). Os animais foram genotipados com um painel de 777.962
SNPs (lllumina BovineHD Beadchip) e apds o controle de qualidade restaram 1.634
animais com gendtipos e 369.722 SNPs. No capitulo 2, trés métodos de selegao
gendmica foram avaliados: GBLUP (assume distribuigdo normal com variancia unica
para todos os efeitos de SNPs), BayesCtr (apresenta uma distribuicdo mista para os
efeitos dos SNPs) e Bayesian Lasso (assume distribuicdo dupla exponencial para os
efeitos dos SNPs). O fendtipo corrigido para os efeitos fixos (Yc) e o valor genético
predito (EBV) foram utilizados como pseudo-fendtipos. Para a validagao cruzada, a
populacao foi dividida aleatoriamente em cinco grupos de tamanhos similares. Para
comparar a habilidade de predicdo dos métodos foram calculadas: a correlagao entre
os valores genémicos (GEBV) e os fendtipos corrigidos e o valor da correlagéo dividido
pela raiz quadrada da herdabilidade; a correlagdo entre GEBV e EBV; o coeficiente
de regressédo do GEBV sobre o fendtipo corrigido e do GEBV sobre o EBV. O EBV
como pseudo-fenoétipo foi mais acurado que o fenétipo corrigido. O GBLUP apresentou
melhor habilidade de predicdo para as coloracoes e, para as demais caracteristicas,
as metodologias bayesianas foram superiores. Entre as metodologias bayesianas, o
BayesC1r apresentou maior acuracia que o Lasso para todas as caracteristicas. No
Capitulo 3 aplicou-se a metodologia do ssBLUP (método GBLUP feito em uma unica
etapa) para estimar o efeito dos SNPs e associa-los as caracteristicas de maciez e
marmoreio. Esse método utiliza GEBVs com base em informagdes de pedigree,
fendtipos e gendtipos em uma unica etapa. Os resultados das analises de associagéao
gendmica (GWAS) foram apresentados com base na proporgao de variancia explicada
por janelas de 50 SNPs adjacentes. Somente as janelas de SNPs que explicavam
acima de 1,5% de variancia genética aditiva, foram discutidos. Para a caracteristica
marmoreio, os genes que se destacam sdo FGF12, GPD2, NR4A2, ZNF461, LIPT1 e
MRPL30, que apresentam relagcbes com o metabolismo de lipideos. Para a
caracteristica maciez, destaca-se o gene PLCL2, uma fosfolipase cuja alta expressao
€ conhecida no musculo esquelético.

Palavras-chave: associagao, métodos, selecao, efeitos dos SNPs
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USE OF GENOMIC INFORMATION FOR GENETIC IMPROVEMENT OF MEAT
TRAITS IN NELLORE CATTLE

Abstract - Consumers have become stricter for higher quality meat and are seeking
for traits such as tenderness, color and flavor. Few has been done for improving meat
quality traits, due to the difficultness and high cost to measure, as well as to the
necessity of culling animals. An alternative to inclusion of these measures in breeding
programs may be the use of SNPs in association studies and genomic selection.
Animals Nellore (1,875) were feedlot finished and slaughtered at commercial
slaughterhouses were used, with an average age of 731 + 81 days. The samples were
analyzed for tenderness, lipid content, marbling, lightness (L*), redness (a*) and
yellowness (b*). The animals were genotyped with a panel of 777,962 SNPs
(luminaBovineHDBeadchip) and after quality control remained 1,634 animals with
genotypes and 369,722 SNPs. In chapter 2, three genomic selection methods were
evaluated: GBLUP (assumes normal distribution with variance only for all SNPs
effects), BayesCtr (mixed distribution to the SNPs effects) and Bayesian Lasso
(assumes double exponential distribution for SNPs effects). The adjusted phenotype
for the fixed effects (Yc) and the estimated breeding value (EBV) were used as pseudo-
phenotypes. For cross-validation, the population was randomly divided into five groups
of similar sizes. To compare the predictive ability of the methods, the following
procedures were used: correlation between the genomic values (GEBV) and the
adjusted phenotypes and the correlation value divided by the square root of the
heritability; correlation between EBV and GEBV; regression coefficient of the GEBV
on adjusted phenotype and GEBV on EBV. The EBV as pseudo-phenotype was more
accurate than the adjusted phenotype. The GBLUP showed better predictive ability for
meat color. For the other traits, the Bayesian methodologies had higher predictive
ability. Among the Bayesian methodologies, BayesCtr was more accurate than Lasso
for all traits. In Chapter 3 was applied the methodology of ssBLUP (GBLUP method
done in one step) to estimate the effect of SNPs and associate them to the traits of
tenderness and marbling. The single-step method combined genomic- and pedigree-
based relationship matrices. The results of the genome association analysis (GWAS)
have been presented based on the proportion of variance explained by windows of 50
adjacent SNPs. Only SNPs that explained above 1.5% of additive genetic variance,
based on two iterations processes, were discussed. The genes associated with
marbling were FGF12, GPD2, NR4A2, ZNF461, LIPT1 and MRPL30, which have
relations with the lipid metabolism. For tenderness, the analysis drawn attention to the
PLCL2 gene, a phospholipase which high expression in skeletal muscle is known.

Keywords: association, methods, selection, SNPs effects
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CAPITULO 1 - Consideracées Gerais

1. Introducao

A producao de carne bovina no Brasil cresceu 2,9 % ao ano, nos ultimos 10
anos, tanto devido ao aumento no numero de animais, como a melhor eficiéncia
de producgao (FAO, 2014). Com isso, o0 pais é o segundo maior produtor mundial
de carne bovina e também o maior exportador (USDA, 2014).

Além do aumento na quantidade de carne produzida e exportada no Brasil, é
essencial a melhoria na qualidade da carne, uma vez que os consumidores tém
exigido carne saudavel e de qualidade. Em resposta a essa tendéncia do mercado,
a industria alimentar, apoiada pela comunidade de pesquisa, tem buscado
diferenciar a qualidade da carne bovina, de forma que atenda as necessidades
dos consumidores (SCOLLAN et al., 2006). Nesse sentido, ganham importancia
as caracteristicas associadas a qualidade da carne, como maciez, gordura e
coloracao. Em relagao aos atributos de qualidade da carne, a maciez destaca-se
como um dos aspectos mais valorizados pelos consumidores (ISHIHARA et al.,
2013), sendo uma caracteristica decisiva para a aquisicdo da carne bovina
(BOLEMAN et al., 1997).

O marmoreio € uma caracteristica indicadora de gordura, definido como o
acumulo de gordura intramuscular (entremeada as fibras musculares) na carne
bovina, que é considerada um tipo de gordura desejavel (WILLIAMS, 2008), por
estar associada as caracteristicas sensoriais da carne, que podem ser percebidas
pelo consumidor, como a suculéncia e o sabor. Além do marmoreio, a carne
também pode ser avaliada pelo percentual de lipideos contido na amostra.
Contudo, alta quantidade de gordura ndo é encontrada na carne da raga Nelore.
Alids, a raca é conhecida pelo baixo teor de gordura, quando comparada com Bos
taurus (CUNDIFF, 2004).

A coloragao da carne é outro fator de forte influéncia sobre sua qualidade, por
contribuir para a aparéncia geral do produto. E um atrativo visual para o
consumidor e indicadora do frescor da carne (MANCINI e HUNT, 2005). Um
padrao internacional € utilizado para medir a coloragdo, adotado pela Commission


http://pt.wikipedia.org/wiki/Gordura
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Carne_bovina_e_su%C3%ADna&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Carne_bovina_e_su%C3%ADna&action=edit&redlink=1
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Internationale d’Eclairage (CIE) em 1976, em que sdo tomadas as medidas, L*,
componente de luminosidade, a* o componente de verde a vermelho e b* de cor
azul a amarela (YAM e PAPADAKIS, 2004). Portanto, essas trés medidas
proporcionam uma visao geral da cor da carne bovina.

Embora o Brasil produza e exporte grandes quantidades de carne, pouco tem
sido feito em relacdo ao melhoramento genético de caracteristicas relacionadas a
qualidade da carne, ja que as mesmas nao tém sido consideradas nos programas
de avaliagdo genética para gado de corte no Brasil, por serem de mensuragéo
dificil e alto custo, exigindo o abate dos animais. Levando em consideragao as
dificuldades mencionadas, uma alternativa para inclusdo destas caracteristicas
em programas de melhoramento pode ser 0 uso dos marcadores de polimorfismos
de base unica (SNPs) em estudos de associagdo e selegdo genbmica. Essa
informagao molecular pode ser util para identificar animais com alto valor genético
para caracteristicas de qualidade da carne e o processo de selegdo pode ser
conduzido em animais jovens (PINTO et al., 2010).

A selegcdo gendmica considera informag¢des de um grande numero de SNPs
distribuidos por todo o genoma, assumindo que todos os QTLs (Quantitative trait
loci) estejam em desequilibrio de ligagdo com pelo menos um marcador
(MEUWISSEN et al., 2001). Desta forma, potencialmente, a variancia genética da
caracteristica pode ser rastreada pelos marcadores, se a densidade de
marcadores for alta o suficiente (ZHANG et al., 2011). Para a implementacao da
selecdo gendmica, uma populacdo com dados de fendtipos e gendtipos
conhecidos é utilizada para estimar a equagao de predicao dos efeitos dos
marcadores. Posteriormente, as estimativas dos efeitos dos marcadores séo
utilizadas para predizer os valores gendmicos de animais de outra populagao (por
exemplo, candidatos a selegdo) com informagado genotipica, mas que nao
possuam dados fenotipicos (MEUWISSEN et al., 2001).

Para avaliacdo de dados gendmicos, varios métodos tém sido propostos,
entretanto ndo existe consenso sobre o melhor a ser utilizado. Resultados na
literatura apresentam divergéncias, com a maioria dos trabalhos utilizando dados
simulados apontando melhor habilidade de predicdo para metodologias
bayesianas (LUND et al., 2009; HABIER et al., 2007; CLARCK et al., 2011)
enquanto estudos com dados reais apresentaram pouca diferenca entre os
meétodos (HABIER et al., 2011; HAYES et al., 2009). Portanto, para que a selegéo
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gendmica seja aplicada para caracteristicas de qualidade da carne na raga Nelore,
ainda € necessario estudar e comparar metodologias de predigdo genémica e
assim, verificar aquela que melhor se aplica aos dados.

Além da selecdo genbmica, estudos de associacdo genémica (GWAS) sao
necessarios para conhecer e identificar os genes que estdo associados com
caracteristicas de interesse econdmico. A descoberta desses genes e como estes
atuam nas caracteristicas de interesse sdo importantes ferramentas que podem
auxiliar na aplicagdo da selegdo gendmica (CHEONG et al., 2008). Estudos de
associacado utilizando painéis de marcadores com caracteristicas ligadas a
qualidade da carne em Bos taurus foram realizadas por Akanno et al., 2014; Miller
et al., 2014; Bolormaa et al., 2013, e em Bos indicus foram publicados por Tizioto
et al. (2013) e Cesar et al. (2014).

2. Objetivo Geral

Objetivou-se com este trabalho comparar diferentes métodos para predigdo do
valor gendmico de caracteristicas de qualidade da carne na raga Nelore, bem

como detectar SNPs associados a maciez e marmoreio.

2.1 Objetivos Especificos

e Comparar a habilidade preditiva dos métodos GBLUP, Bayesian Lasso e
BayesC1r para caracteristicas de qualidade da carne.
e Estudar a associagao genémica dos SNPs com as caracteristicas: maciez

€ marmoreio.

3. Sele¢ao Gendémica

A selecao gendmica € uma técnica que utiliza marcadores moleculares, do tipo
SNP, para predigdo do valor genético de animais candidatos a selegéo
(MEUWISSEN et al., 2001). Diversos métodos para predicdo gendémica estédo
sendo propostos. Os primeiros métodos estatisticos foram propostos por

Meuwissen et al. (2001) em um estudo de simulagdo. Quadrados minimos,
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GBLUP, BayesA e BayesB foram os métodos abordados pelos autores e, dentre
estes, apenas o método dos quadrados minimos apresentou limitagées, como a
baixa habilidade preditiva e a impossibilidade de estimar todos os efeitos
simultaneamente. Os demais métodos foram mais acurados e similares entre si.
Diante disso, GBLUP, BayesA e BayesB se tornaram amplamente utilizados.

No método GBLUP assume-se que a priori dos efeitos dos SNPs segue
distribuicdo normal, com média zero e variancia igual para todos os marcadores.
Esse método € atrativo para populagdes sem informacdes suficientes de pedigree,
pois a matriz de relacdo genbmica captura essa informacéo entre individuos
genotipados (HAYES e DAETWYLER, 2013), além de ser de facil implementacgao.

No método BayesA assume-se que as variancias diferem para cada SNP. No
meétodo BayesB € permitido que muitos marcadores possam ter efeito exatamente
igual a zero. Isso caracteriza uma mistura de distribui¢gdes a priori para efeito dos
SNPs com uma fragdo m dos SNPs com efeito igual a zero e os demais com
variancia especifica para cada SNP com probabilidade (1-mm) (HAYES e
DAETWYLER, 2013). A distribuicdo marginal a priori para efeito dos SNPs é t-
student no BayesA e BayesB. Esse tipo de distribuicdo permite uma calda mais
longa na densidade da curva, portanto, a identificacdo de genes com moderado a
grande efeito sdo mais provaveis nos métodos BayesA e BayesB que na
distribuicao normal apresentada no GBLUP.

Outro método comumente estudado € o Lasso, que foi proposto por Tibshirani
(1996) e modificado por Legarra et al. (2011). Assume-se distribuicao dupla
exponencial para o efeito dos SNPs, com efeito do SNP proximo de zero e com
variancias individuais. Esse método produz um “shrinkage” especifico de acordo
com o efeito e varidncia do marcador. Habier et al. (2011) apresentaram o método
BayesCtr, que trata a probabilidade m do SNP ter efeito como parametro
desconhecido, que pode ser estimada a partir dos dados. Nesse método uma
variancia comum é especificada para todos os /loci. Em contraste ao GBLUP, em
gue se assume que a variancia é conhecida, no BayesC1r essa variancia pode ser
estimada a partir dos dados, no entanto, alguns autores consideram isso uma
desvantagem quando o numero de animais € baixo, comparado aos milhares de
efeito a serem estimados. Para Legarra (2014), os valores das variancias, em
BayesC1r, sdo menos dependentes da priori que no BayesB. Essa “dependéncia”

foi explicada por Gianola et al. (2009), em que segundo os autores, o método
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BayesB assume variancia especifica para cada marcador, com uma distribuicao
qui-quadrada escalonada invertida, com graus de liberdade e parametros de
escala. No entanto, a distribuigao a posteriori para estas variancias apresentaram
apenas um grau de liberdade a mais, quando comparada com a priori,
independentemente do numero de animais fenotipados e genotipado.

Varios estudos comparando habilidade de predigao de diversos métodos, com
dados simulados, foram publicados. Lund et al. (2009); Habier et al. (2007); Clarck
et al. (2011) apresentaram resultados com melhor habilidade preditiva para
metodologias bayesianas. Habier et al. (2011) e Hayes et al. (2009) trabalharam
com dados reais € ndo encontraram diferengas significativas entre os métodos.
No entanto, Neves et al. (2014), em Bos indicus, estudaram trés metodologias
(GBLUP, BayesC e Lasso) para caracteristicas de crescimento em 685 animais
da raca Nelore e 320.238 SNPs, e concluiram que as metodologias bayesianas
foram mais acuradas que GBLUP. Portanto, ndo ha consenso sobre o melhor
método a ser abordado. Dessa forma, torna-se fundamental estudar a metodologia
mais apropriada para determinado conjunto de dados.

Trabalhos com caracteristicas de carne e carcaca foram realizados por
Bolormaa et al. (2013) com 10.181 animais, incluindo Bos taurus, Brahman e
cruzamentos usando SNPs de alta densidade. Os autores obtiveram correlagcao
entre GEBV e fendtipo corrigido variando de 0,17 a 0,33 para as caracteristicas
de carcaca e qualidade da carne. Ainda em Bos taurus foram relatados na
literarura resultados para maciez e marmoreio (Akanno et al., 2014; Miller et al.,
2014). No trabalho de Akanno et al. (2014) foram testadas diferentes densidades
de SNPs para 2.900 bovinos de ragcas mesticas, e os autores encontraram
acuracia moderada para as caracteristicas de qualidade da carne, variando de
0,30 a 0,38. Enquanto Miller et al. (2014), também trabalhou com rebanhos de
animais mesticos, (Angus, Simental, Piemontés, Gelbvieh, Limousin e Charolés
eram as ragas dominantes) e encontraram correlagdo entre GEBV e fendtipo
ajustado para maciez variando de 0,10 a 0,50.

A acuracia do valor genémico é de fundamental importancia para a aplicagao
da selecado gendémica no melhoramento animal (BODDHIREDDY et al., 2014). No
entanto, existem diversos fatores que influenciam essa acuracia, como a
arquitetura genética da caracteristica, tamanho da populagdo (DAETWYLER et
al., 2010), a variavel resposta usada para estimar o efeito dos SNPs (GARRICK



18

et al., 2009), o desequilibrio de ligacdo entre QTL e marcador, tamanho da
populagao, herdabilidade da caracteristica, densidade de marcadores e o método
utilizado para predigdo gendmica (DE LOS CAMPOS et al., 2013).

4. Associagao Gendomica

Os estudos de associagcao gendmica (GWAS) objetivam detectar variantes em
loci genbmicos que estdo associados com caracteristicas complexas da
populagdo, em particular, o GWAS visa detectar associacdes entre SNPs e
caracteristicas de interesse (VISSCHER et al., 2012). A identificacao e localizagao
de regides no genoma associadas com caracteristicas de qualidade da carne sao
passos importantes que objetivam incorporar essas informagdes em programas
de avaliagéo genética, de forma que a descoberta desses SNPs auxilie o processo
de selegao, visando a predigdo dos valores genéticos.

Estudos na area de genética possibilitaram a identificagcao de diversas regides
do cromossomo associadas a caracteristicas de qualidade da carne. Para
marmoreio, estas regides foram localizadas nos cromossomos 2, 3, 7, 8, 10, 17,
22, 27 e, para maciez, nos cromossomos 7, 8, 9, 10, 29 (CASAS et al., 1998;
CASAS et al., 2000; CASAS et al., 2001; DAVIS et al., 2007). Genes de grande
importancia, como a calpaina (CAPN1) e calpastatina (CAST), localizadas nos
cromossomos 29 e 7 (SMITH et al., 2000; CHEONG et al., 2008) respectivamente,
estdo associados a maciez e marmoreio (SMITH et al., 2000; SCHENKEL et al.,
2006; CHEONG et al., 2008; PINTO et al., 2010). A calpaina é um bom gene
candidato para maciez (PINTO et al., 2010) e tem a fungao de degradar proteinas
miofiblilares em condi¢des postmortem. A calpastatina € um inibidor especifico da
M - calpaina, com importante papel no processo de maciez da carne (LAGE et al.,
2009).

Inicialmente, nas analises de GWAS eram usados métodos que se baseiam
em um teste de um unico marcador por vez (HIRSCHHORN e DALY, 2005). No
entanto, em razdo da dificuldade em realizar teste de significAncia em cada
marcador, considerando que existem milhares de SNPs (WANG et al., 2012),
outros métodos em que os SNPs sdo considerados simultaneamente foram

propostos. Esses métodos sdo conhecidos por requererem multiplos passos.
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Primeiramente, uma avaliagdo genética tradicional com um modelo animal é
requerida, depois os pseudo-fenétipos sdo formados e, somente depois, o valor
gendmico dos animais genotipados s&o estimados (AGUILAR et al., 2010).

Outro método mais recente foi apresentado por Misztal et al. (2009), chamado
single-step. Esse método € uma maneira mais simples de incorporar informacoes
genbmicas em um unico passo. Ele difere dos demais métodos citados
anteriormente porque o fendtipo pode ser diretamente usado na analise de
predicdo gendmica. E vantajoso usar o single-step pois toda informacao disponivel
pode ser incorporada na analise (pedigree, fenétipos e gendtipos) de predicao
gendmica, sendo possivel ter predicbes para todos os animais, genotipados ou
nao genotipados. Para isso, a matriz A € aumentada por contribuigdo da matriz G,
seguindo pressuposi¢des semelhantes ao GBLUP. Aguilar et al. (2010) mostraram
que esse método foi mais acurado que as abordagens utilizando multiplos passos.

No estudo de GWAS realizado por Bolormaa et al. (2011) com 940 bovinos
Bos taurus, os genes da calpaina e calpastatina foram associados a maciez,
usando 53.798 SNPs, e estes genes explicaram mais de 1% da variancia.
Entretanto, para Bos indicus, ndo esta claro se esses genes contribuem para a
variacdo das mesmas caracteristicas (TIZIOTO et al., 2013). Estes autores
abordaram varias mensurag¢des de qualidade da carne com, aproximadamente,
500 animais da ragca Nelore, e encontraram para a maioria das caracteristicas,
genes de pequeno efeito explicando menos de 0,20% da variancia genética aditiva
para maciez. Segundo os autores, esse resultado foi divergente dos encontrados
para Bos taurus, em que a variancia genética aditiva explicada foi bastante
superior.

Para a caracteristica marmoreio na raca Nelore, Cesar et al. (2014) utilizaram
o método BayesB para estudar GWAS usando SNPs de alta densidade em 386
animais da raga Nelore. Os autores ndo encontraram nenhum gene de efeito maior
associado a essa caracteristica, pois nenhuma regiao explicou mais que 1% da

variancia genética para marmoreio.
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CAPITULO 2 - Acuracia da predigdo genémica usando diferentes modelos
para caracteristicas de qualidade da carne na raga Nelore

Resumo - As caracteristicas de qualidade da carne nao sao consideradas nos
programas de melhoramento no Brasil, por serem de dificil mensuragédo e por
exigirem o abate dos animais. Assim, a utilizagao de informag¢des genémicas pode
ser uma alternativa de selegéo para essas caracteristicas. Métodos de avaliagao
incluindo informagdes gendmicas ainda estdo sendo estudados. Portanto,
objetivou-se com este trabalho comparar diferentes metodologias para predizer o
valor gendbmico de caracteristicas associadas a qualidade da carne na raca
Nelore. Para isso, 1.875 animais machos da ragca Nelore, terminados em
confinamento e abatidos em plantas frigorificas comerciais, com idade média de
731+81 dias, foram utilizados. As amostras de carne, retiradas do musculo
Longissimus dorsis, foram avaliadas para maciez, lipideos, marmoreio e coloracao
da carne: L* (luminosidade), a* (vermelha), e b* (amarela). Os animais foram
genotipados com um painel de 777.962 SNPs (lllumina BovineHD Beadchip). Apds
o controle de qualidade restaram 1.634 animais e 369.722 SNPs. Um modelo
animal foi usado para estimar os EBVs (valor genético) e fendtipos corrigidos,
considerando como efeito fixo o grupo de contemporaneos (safra, fazenda e grupo
de manejo ao sobreano) e, como covariaveis, a idade do animal ao abate e dias
entre a data do abate e a data da analise fisico-quimica da amostra. Para a
validacao cruzada, a populacao foi dividida aleatoriamente em cinco grupos de
tamanhos similares, sendo quatro grupos representando o treinamento e um a
validacao, de forma que esse processo fosse repetido cinco vezes e cada grupo
fosse uma vez o grupo de validagéo. Para as estimativas dos valores genémicos
(GEBV) foram utilizados os métodos: GBLUP, no qual assume-se distribui¢ao
normal com variancia unica para todos os efeitos de SNPs; BayesCm que
apresenta distribuicdo mista para efeito dos SNPs e Bayesian Lasso em que
assume-se distribuicao dupla exponencial para efeito dos SNPs. Para comparar a
habilidade de predigao dos métodos foi calculada a correlacéo entre GEBV e os
pseudo-fendtipos. No caso que o pseudo-fendtipo foi o fendtipo corrigido para os
efeitos fixos, a correlagao foi dividida pela raiz quadrada da herdabilidade. As
acuracias de predicdo, usando o fendtipo corrigido, variaram, entre as
caracteristicas, de 0,06 — 0,23 para GBLUP, de 0,04 — 0,16 para Lasso e 0,12 —
0,22 para BayesCir. O uso do EBV como pseudo-fenétipo levou a estimativas mais
acuradas dos efeitos dos SNPs que o fendtipo corrigido, com acuracias de
predicdo variando de 0,19 — 0,33 para GBLUP, de 0,18 — 0,37 para Lasso e 0,22
— 0,30 para BayesCtr. GBLUP apresentou melhor habilidade de predicdo para as
coloracdes e, para as demais caracteristicas, as metodologias bayesianas foram
mais acuradas. Entre as metodologias bayesianas, o BayesC1r apresentou maior
acuracia que o Lasso para todas as caracteristicas. A inflagcado da predicao foi
medida pela inclinagdo da regressao dos fendtipos corrigidos e EBVs preditos
sobre o GEBVs. As estimativas de regressao usando o fenétipo corrigido foram
proximas de 1 para as caracteristicas maciez, lipideos e marmoreio, mas para as
caracteristicas de coloragdo, as estimativas foram baixas, mostrando que o
preditor esta inflacionado. Entre os métodos, o BayesCtr foi o que apresentou
valores mais proximos de 1. As estimativas de regressdo usando o EBV foram
maiores que 1 para a maioria das caracteristicas, com maior tendéncia de valores
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deflacionados para as metodologias bayesianas. Apenas marmoreio apresentou
valor mais préximo de 1. Com isso, concluiu-se que para a populagdo e
caracteristicas em estudo, o EBV dos animais deve ser usado como pseudo-
fendtipo para a predigéao dos efeitos dos SNPs e o método GBLUP deve ser usado
para predizer os efeitos dos SNPs para as caracteristicas de coloragao da carne,
enquanto que o método bayesiano BayesC1r, pode ser utilizado para a demais
caracteristicas de qualidade de carne.

Palavras - Chave: cor da carne, habilidade preditiva, gordura, maciez, selegéao
gendmica
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Accuracy of genomic prediction using different models for meat quality traits
in Nellore

Abstract - Meat quality traits have not been considered in breeding programs in
Brazil, because they are difficult to measure and require the slaughter of animals.
Thus, use of genomic information may be an alternative selection for these traits.
Evaluation methods including genomic information are still being studied.
Therefore, the aim of this study was to compare different methodologies to predict
the genomic value of traits associated with meat quality in Nellore. For this, 1,875
male animals of Nellore Breed finished in feedlot and slaughtered in commercial
slaughterhouses, with an average age of 731 £ 81 days, were used.Meat samples
removed from the LongissimusDorsis muscle were evaluated for tenderness,
lipids, marbling and beef color: L * (lightness), a * (redness) and b * (yellowness).
The animals were genotyped with a panel of 777,962 SNPs
(luminaBovineHDBeadchip). After quality control remained 1,634 animals and
369,722 SNPs. Animal model was used to estimate EBV and adjusted phenotypes,
considering as fixed effect, contemporary group (year of birth, farm and
management group at yearling) and as covariates, the age of the animal at
slaughter and days between the date of slaughter and the date of physical-
chemical analysis of the sample.For cross validation, the population was randomly
divided into five groups of similar size, four groups representing the training and
one group the validation. This process was repeated five times, and each group
was one time the validation group. The following methods were used to estimate
the genomic values (GEBV): GBLUP, in which it is assumed normal distribution
with variance unique for all SNPs effects; BayesCtr, with a mixed distribution of
SNPs effects and Bayesian Lasso, is assumed that double exponential distribution
for the SNPs effects.To compare the ability of prediction methods, it was calculated
the correlation between GEBV and pseudo-phenotypes. When the pseudo-
phenotype was adjusted phenotype for the fixed effects, the correlation was divided
by the square root of the heritability. The accuracies of prediction using the adjusted
phenotype varied beteween the traits, from 0.06 to 0.23 for GBLUP, 0.04 to 0.16
for Lasso and 0.12 to 0.22 for BayesCrr. The estimates were more accurate using
EBV as pseudo-phenotype than the adjusted phenotype, with accuracies varying
from 0.19 to 0.33 for GBLUP, 0.18 to 0.37 for Lasso and 0.22 - 0.30 for
BayesC1.GBLUP showed better predictive ability for meat color.For the others
traits, the Bayesian methodologies were more accurate. Among the Bayesian
methodologies, BayesCtr is more accurate than Lasso for all the traits. The
prediction inflation was measured by the slope of regression of adjusted phenotype
and EBV predicted over GEBVs. Regression estimates using the adjusted
phenotype were close to 1 for tenderness, lipids and marbling, but for meat color
traits, estimates were smaller, showing that the predictor is inflated. Among the
methods, BayesCtr showed values closer to 1. Estimates of regression using EBV's
were higher than 1 for most of traits, with deflated values for the Bayesian
methodologies. Only marbling showed value closer to 1. Thus, it was concluded
that for the population and traits of the study, animal EBV must be used as pseudo-
phenotype for prediction of SNPs effect and GBLUP method must be used to
predict the SNPs effects for trait of meat color, while BayesCtr Bayesian method
may be used for other meat quality traits.



Key - Words: fat, genomic selection, tenderness, meat color, predictive ability
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1. Introducao

As caracteristicas de qualidade da carne estao diretamente relacionadas com
a decisao de compra dos consumidores, que estdo se tornando mais exigentes e
buscando produtos de alta qualidade (SCOLLAN et al., 2006). Atributos como
maciez e gordura sdo os mais exigidos (WILLIAMS, 2008), por estarem
relacionados com o sabor.

A maciez destaca-se como um dos aspectos mais importantes e mais
procurados pelos consumidores (ISHIHARA e MADRUGA, 2013), sendo uma
caracteristica determinante da qualidade da carne (DEVITT et al., 2002). A
gordura esta associada as caracteristicas sensoriais da carne, como suculéncia e
aroma (SCOLLAN et al., 2006). Segundo Ferraz e Felicio (2010), o marmoreio
depositado no musculo Longissimus é importante preditor da palatabilidade, além
de ser determinante no valor da carcaca. A coloracao é outro atributo que afeta a
decisdo do consumidor, por ser um atrativo visual na hora da compra, pois
consumidores usam a coloragéo como indicativo de frescor da carne (MANCINI e
HUNT, 2005).

As caracteristicas relacionadas a qualidade da carne sao dificeis de melhorar
pelo método de selegao tradicional, pois exigem o abate dos animais e a sua
mensuracao é de alto custo. Além disto, para selecionar touros para tais medidas,
0s mesmos tém que ser submetidos a um teste de progénie. No entanto, esses
testes sdo de alto custo e demandam muito tempo, levando ao aumento no
intervalo de geragéo e diminuigao do progresso genético anual.

Levando em consideracdo as dificuldades para selecionar essas
caracteristicas pelo método tradicional, uma possivel solucdo para o
melhoramento genético de caracteristicas de qualidade da carne é a selecao
gendmica. Esta foi proposta por Meuwissen et al. (2001), e baseia-se na utilizagao
de informagdes de um conjunto de marcadores genéticos moleculares, do tipo
SNP (Single Nucleotide Polymorphism), distribuidos por todo o genoma,
assumindo que os QTLs (Quantitative trait loci) estejam em desequilibrio de
ligacdo com os marcadores.

Schaeffer (2006), em um estudo de simulagdo com bovinos leiteiros, observou
vantagens da selegdo gendmica sobre o teste de progénie. Segundo este autor,

comparado ao teste de progénie, a selecdo genbmica levou a uma diminuicdo do
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intervalo de geracdes e, em consequéncia, a uma mudanga genética cerca de
duas vezes maior que o teste de progénie, podendo levar a uma redugao de 92%
dos custos atuais de touros em teste.

O sucesso da selegao genémica depende da acuracia de predi¢do do valor
genético dos animais. Esta acuracia é influenciada por diversos fatores, como o
desequilibrio de ligacdo entre QTL e marcador, tamanho da populagao,
herdabilidade da caracteristica, densidade de marcadores e o método utilizado
para predicdo gendbmica (DE LOS CAMPOS et al., 2013). Diversos métodos
usados para predizer o valor genético do animal, usando dados genémicos, tém
sido estudados e alguns autores relatam a arquitetura da caracteristica como uma
das principais razdes para a diferenga entre os métodos (DAETWYLER et al.,
2010; DE LOS CAMPOS et al., 2013).

Apesar dos consideraveis avangos na sele¢cao genémica, a metodologia mais
adequada para obtencdo de equagbes de predicdo gendmica para maciez,
gordura e coloracdo da carne em bovinos da raga Nelore ainda ndo esta
determinada. Com isso, objetivou-se com este trabalho comparar diferentes
metodologias para predi¢cao do valor gendmico de caracteristicas de qualidade da

carne na raga Nelore.

2. Material e Métodos

2.1 Descricao dos dados

Foram utilizados dados de animais da raca Nelore provenientes de trés
programas de melhoramento (DeltaGen, Paint e Qualitas) com rebanhos
distribuidos em varias regides do pais. Os dados sdao de machos inteiros nascidos
entre 2008 e 2010, terminados em confinamento por, aproximadamente, 90 dias
e abatidos em frigorificos comerciais com idade média de 731+81 dias.

As carcacas dos animais foram mantidas em camaras frias de 24hs a 48hs
post-mortem e retiradas amostras de espessura do musculo Longissimus dorsi
(contra-filé) na regido da 122 - 132 costelas das meias-carcacas esquerdas. E
importante ressaltar que essas carcacas nao passaram por processo de

maturacgao.
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As analises laboratoriais da carne foram feitas para as caracteristicas: maciez,
lipideos, marmoreio e coloragao a*, b* e L*. Para a andlise da maciez foram
utilizadas amostras de 2,54 cm de espessura do musculo Longissimus dorsi com
0SSO e para a realizacdo do ensaio foi adotado o procedimento padronizado e
proposto por Wheeler et al. (1995). O equipamento Salter Warner-Bratzler Shear
Force mecanico foi utilizado para a determinacdo da maciez da carne. Para a
quantificacéo de lipideos totais foi utilizada a metodologia descrita por Bligh e Dyer
(1959), que determina a quantidade percentual de lipideos nas amostras.

Para a determinacdo do indice de marmorizagao na amostra, foi utilizada a
escala de graduacgao visual baseada no USDA — Quality and Yield Grade (2000),
com escore de 1 a 10, em que: 1 = praticamente ausente; 2 = tragos; 3 = leve; 4 =
pouco; 5 = modesto; 6 = moderado; 7 = levemente abundante; 8 = moderadamente
abundante; 9 = abundante; e 10 = muito abundante.

As medidas de coloragcdo da carne foram feitas utilizando um colorimetro
KONICA MINOLTA - CR 400 (Minolta Co. Ltd.), segundo metodologia proposta
por Renerre (1982), em que o equipamento foi calibrado para padrédo branco no
sistema CIE L* a* b* e tomadas as medidas absolutas das coordenadas de

luminosidade (L*), coloragao vermelha (a*) e coloragdo amarela (b*).

2.2 Analise quantitativa dos dados

Foram disponibilizados dados de 1.875 animais com medidas de maciez,
lipideos, marmoreio e coloracdo: L* (luminosidade), a* (vermelha) e b* (amarela).
A caracteristica lipideos, por ser mensurada em percentual e ndo apresentar
distribuicao normal foi submetido a transformacao pela fungao do arcoseno da raiz
quadrada da porcentagem.

Para edicdo das caracteristicas estudadas, ndo foram consideradas nas
analises as medidas trés e meio desvios-padrao abaixo ou acima da média do
grupo de contemporaneos (safra, fazenda e grupo de manejo ao sobreano).
Também foram excluidos grupos de contemporaneos com menos de trés animais.

Inicialmente, um modelo animal uni-caracteristica foi utilizado para estimar a
herdabilidade (Tabela 1), fendtipos corrigidos e predizer os valores genéticos
(EBVs). Para todas as caracteristicas, o modelo incluiu os efeitos fixos de grupo
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de contemporaneos, e as covariaveis (efeito linear), idade ao abate e o tempo
entre abate e andlise fisico-quimica das amostras, e os efeitos aleatérios de

animal e residuo.

Tabela 1: Estatistica descritiva e estimativa de herdabilidade das
caracteristicas de qualidade da carne

Caracteristica N Média DP Min Max CV Med h? DP
Maciez (kg) 1822 5,17 1,37 156 11,2 0,26 5,04 0,12 0,07

Cor A 1873 1513 3,87 6,39 32,73 0,26 14,35 0,07 0,06
CorB 1873 7,35 3,03 09 2232 041 6,30 0,09 0,08
CorlL 1875 31,06 4,72 18,13 43,99 0,15 30,61 0,19 0,11
Lipideos 1808 0,82 042 0112 361 051 0,72 0,06 0,05
Marmoreio 1873 - - 2,00 472 0,16 2,80 0,170 0,07

N: numero de observagdes; DP: Desvio-padrdo; Min: Minimo; Max: Maximo; CV:

Coeficiente de variagdo; Med: Mediana; h? herdabilidade.

2.3Controle de qualidade dos dados genémicos

Os animais foram genotipados utilizando um painel de alta densidade,
contendo 777.962 SNPs (High-Density Illumina Bovine BeadChip). Os critérios de
excluséo dos SNPs foram:

e SNPs n&o autossdmicos

e SNPs com a mesma posi¢cao

e MAF (Minor allele frequency) < 0,02

e p valor para HWE (Hardy-Weinberg equilibrium) < 10-°

e GC score<0,70

e Callrate 0,98

e r2 (correlagdo entre SNPs) > 0,995, em janelas de 100 SNPs
consecutivos

Os critérios de exclusdo das amostras foram:

e Amostras com Call rate < 0,92
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Ap0bs o controle de qualidade restaram 1.634 animais e 369.722 SNPs.

2.4Estimativa do efeito dos SNPs e Predigoes dos valores genémicos

Os efeitos dos SNPs foram estimados em uma populagdo com fenétipos e
genotipos conhecidos, chamada de populagéo de treinamento. Outra populagéo,
de menor tamanho foi usada para predizer o valor gendbmico (GEBV) para cada
animal com base no efeito dos SNPs estimados na populagao de treinamento. Foi
utilizada a metodologia de validagao cruzada (cross-validation). O conjunto de
dados foi dividido aleatoriamente em cinco grupos de tamanhos similares, com
quatro grupos representando o grupo de treinamento (80% da populacgéo total) e
um o grupo de validacdo (20% da populacao total). Esse processo foi repetido
cinco vezes, de forma que cada grupo fosse uma vez o grupo de validagdo. Foram
utilizados como pseudo-fenétipos o EBV e o fendtipo ajustado para os efeitos

fixos. Os modelos podem ser representados como:

Y=1u+Xg+e,

em que: Y é o vetor dos valores genéticos estimados (EBVs), 1 € o vetor de 1s, uy
€ a média geral, X € a matriz (n x p) que consiste de p SNPs para n animais; g €
o vetor aleatdrio dos efeitos dos SNPs, e é o vetor residual aleatério, que foi
normalmente distribuido com média zero e variancia igual a lo%, em que | € uma
matriz identidade e o2 é a variancia residual. Os genotipos foram codificados

como 0, 1, 2 e 5 para gendtipos AA, Aa (or aA), aa e gendtipos perdidos.

Yc=1puy+Zu+ Xg + e,

em que: Yc é o vetor de fendtipos ajustados para os efeitos fixos, Z € a matriz de
incidéncia dos efeitos poligénicos e u o vetor de efeitos poligénicos relacionados

a todos os animais no pedigree. Assume-se que u apresenta distribuigdo normal,
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com média zero e varidncia igual a Ag?,, sendo A, a matriz de relagdes genético-
aditivas e 0%, a variancia genética aditiva ndo explicada pelos marcadores.

Foi utilizada uma ponderagao para o fendtipo corrigido de cada individuo.
Essa pratica consiste em usar a raiz quadrada dos elementos da diagonal da
matriz de variancia - covariancia, conforme descrito por De Los Campos et al.
(2013), com o objetivo de diminuir a heterogeneidade da variancia residual.

O software GS3, desenvolvido por Legarra et al. (2011;

http://snp.toulouse.inra.fr/~alegarra/). A amostragem de Gibbs foi utilizada usando

uma cadeia de 1.000.000 iteragdes, com burn-in de 50.000 e todas as amostras
armazenadas.
Para os efeitos dos SNPs foram consideradas diferentes distribui¢des a priori,

conforme descrito abaixo:

GBLUP: Assumiu-se distribuicdo normal para os marcadores (SNPs),
com mesma variancia a priori para todos os marcadores. Var(g)= Go?g,
em que a 0% € a variancia devido aos marcadores e G é a matriz de

relacdo gendmica criada de acordo com VanRaden (2008):

_ XX
237 4 (1-9)

Em que p é o numero de loci considerados, ¢ é a frequéncia de um alelo

no marcador j, e X € a matriz dos SNPs.

Bayesian Lasso: Esse método foi proposto por Tibshirani (1996) e
modificado por Legarra et al. (2011). A priori para os efeitos dos SNPs

(gi) pode ser representada por:

Pr(gi| ©™®) ~ N (0, ti®) e Pr (ti?) = %zexp(—lzltizl)

A distribuigao a priori do efeito do marcador é uma exponencial. A é o
parametro "sharpness", ou seja, esse parametro determina a forma da
distribuicdo do efeito do SNP. A priori de A é uma distribuigdo gama,

delimitada entre 0 e 107. A parametrizagdo consiste da estimativa da


http://snp.toulouse.inra.fr/~alegarra/
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variancia individual dos SNPs (ti®), condicional a regularizagdo do

parametro A.

BayesC1r: Para esse método, uma variavel adicional é incluida (&i), a
qual informa se o marcador tem (1) ou ndo (0) efeito. A distribuicéo a
priori de & é binomial com probabilidade 1 de a variavel ser zero (sem
efeito), e quando a probabilidade é 1-1T, assume-se que essa parte dos
marcadores, com efeito, segue distribuicdo normal. Nesse método,
assume-se que todos os SNPs tém varidncia comum, seguindo
distribuicdo chi-quadrado invertida escalonada a priori com va graus de

liberdade e parametros de escala SZ.

Os valores genémicos (GEBV) foram preditos a partir dos efeitos dos SNPs

estimados utilizando a seguinte formula:
GEBV = Y X§;

em que n € o numero de SNPs, Xi é a matriz de SNPs para todos os individuos, e

@i € o vetor dos efeitos dos SNPs para cada marcador.

2.5 Comparagao dos métodos

Os critérios utilizados para comparar os métodos, considerando os animais na

validagao, foram:

e Correlacédo de Pearson entre o GEBV e o fendtipo ajustado (Yc). O
resultado da correlagéo foi dividido pela raiz da herdabilidade (r(GEBV,Yc)),
conforme descrito por Legarra et al. (2008).

e Correlacéo de Pearson entre o GEBV e o EBV (r(GEBV,EBV)).

e O viés de predicao do GEBYV foi obtido pelo coeficiente de regressao dos
fendtipos ajustados (Yc) sobre o GEBVs preditos (b(Yc,GEBV)) e do EBV
sobre os GEBVs (b(EBV,GEBV). Este critério mede o grau de inflagéo ou
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deflacado da predicdo genémica, se o valor da regressao for maior que 1 o
modelo esta subestimando os GEBVs, e se esse valor for abaixo de 1 indica
superestimacao dos GEBVs. Estimativas de regressdes préximas de 1

indicam que o preditor € ndo viesado.

3. Resultados e Discussao

3.1 Habilidade da predigcao genémica

Entre os trés métodos estudados, quando o Yc foi usado como pseudo-
fendtipo, o Bayesctr apresentou melhor habilidade de predicdo que os demais
métodos para a maioria das caracteristicas estudadas, com excecao da CorL e
Lipideos (Tabela 2).

Tabela 2: Habilidade de predigdo genémica (acuracia média das 5 repeti¢oes)

de diferentes modelos para caracteristicas de qualidade da carne na raga

Nelore
GBULP Lasso BayesC1r
Car ((GEBV,Yc) r(GEBV,EBV) r(GEBV,Yc) r(GEBV,EBV) r(GEBV,Yc) r(GEBV,EBV)
*DP *DP *DP *DP *DP *DP
Mac 0,13+0,05 0,32+0,02 0,12+0,04 0,37%0,03 0,17+£0,04  0,3940,02
Lip 0,23+0,06 0,20+0,05 0,11+0,07 0,2610,04 0,14+0,05 0,31+0,03
Mar 0,16+0,05 0,19+0,02 0,16+0,03  0,2510,04 0,22+0,04 0,26+0,03
CA 0,06+0,02 0,29+0,05 0,04+0,02 0,2610,03 0,07+0,03  0,3210,04
CB 0,08+0,03 0,24+0,07 0,09+0,02 0,1840,05 0,1240,02 0,22+0,05
CL 0,210,044 0,3310,06 0,11+£0,05 0,2040,04 0,13+0,03  0,27+0,06

Car: caracteristica; Mac: maciez; Lip: lipideos; Mar: marmoreio; CA: Coloragédo A; CB: Coloragao
B; CL: Coloracéo L; r(GEBV,Yc): Correlagdo de Pearson entre o Yc e GEBV dividido pela raiz da
herdabilidade; r(GEBV-EBV): Correlagdo de Pearson entre o EBV e GEBV; DP: Desvio-padrao.

No entanto, quando o EBV foi considerado como pseudo-fenétipo, os
resultados ndo seguiram o mesmo padrao do Yc. Para as caracteristicas de

maciez, lipideos e marmoreio, métodos bayesianos foram superiores, mas para
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as coloragdes (corA, corB e corL) o GBLUP proporcionou melhores resultados
(Tabela 2).

Com excecéao das coloragdes, os resultados do presente trabalho concordam
com os de Neves et al. (2014) que trabalharam com caracteristicas de crescimento
de 685 animais da raga Nelore. Os autores relataram que Lasso e BayesC1r foram
superiores ao GBLUP sugerindo a segregacao de genes de grande efeito para as
caracteristicas estudadas como a razdo para a superioridade dos métodos
bayesianos. No entanto, no trabalho de Colombani et al. (2013), que compararam
as acuracias de predi¢cao considerando as mesmas metodologias do presente
estudo em bovinos de leite, ndo foram relatadas diferencas significativas entre os
métodos.

Essa divergéncia encontrada entre os demais estudos sugere a arquitetura
genética da caracteristica como uma das principais razbes para a diferenga entre
os modelos encontrados nesse trabalho, ou seja, a acuracia foi superior para o
modelo que melhor se ajustou a arquitetura genética da caracteristica (LUND et
al., 2009). Além dessa razdo citada, outros questionamentos para a diferenca
entre os modelos sao relatas por diversos autores, dentre elas, Hayes (2009) cita
que a proporgao da variancia genética explicada pelos marcadores pode variar em
funcdo da caracteristica. No entanto, uma das principais razbes esta na
distribuicdo a priori do efeito dos marcadores, ja que para cada modelo foi
atribuida uma distribuigao diferente, portanto, para aquelas caracteristicas em que
maiores acuracias foram alcancadas utilizando métodos bayesianos, sao
provaveis de serem afetadas por genes de efeitos moderados a grande (NEVES
et al.,, 2014), enquanto para as demais que o GBLUP apresentou melhor
habilidade preditiva, foram controladas por muitos genes de pequeno efeito
(CLARCK et al., 2011).

Outra questao discutida por Daetwyler et al. (2010), em estudo de simulagao,
€ que a vantagem das metodologias bayesianas sobre o GBLUP varia com
numero de QTL afetando a caracteristica. Segundo os autores, a acuracia do
GBLUP é independente do numero de QTL (NatL) que afetam a caracteristica,
enquanto a acuracia de métodos bayesianos sera maior que a do GBLUP quando
o NarL for menor do que o numero de segmentos cromossémicos.

Uma vantagem do GBLUP em relagdo aos métodos bayesianos é o tempo
computacional das analises, em que o método GBLUP obteve tempo
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computacional de 20 - 30 minutos entre as caracteristicas, seguido do Lasso com
te