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PREDIGAO GENOMICA UTILIZANDO PAINEIS DE MARCADORES
MOLECULARES COM DIFERENTES DENSIDADES, EM BOVINOS DA RACA
NELORE

RESUMO - A selegcéo gendmica tem sido apontada como uma tecnologia que
propiciara aumentos expressivos nas taxas de progresso genético em programas de
melhoramento animal. Um dos fatores limitantes para a aplicagcdo da selegéo
gendmica é o custo associado a necessidade de genotipagem de um numero grande
de animais, com painéis de alta densidade, para a obtencdo de boa habilidade de
predicdo dos valores genéticos. Uma alternativa para reduzir custos seria genotipar
parte dos animais com painéis menos densos e utilizar técnicas de imputagdo de
gendtipos. Em bovinos da raga Nelore, ainda ndo ha consenso quanto a densidade
dos painéis a serem utilizados e quanto a estratégia de genotipagem e imputagéo.
Assim, objetivou-se com o presente projeto avaliar a habilidade de predigdo da
selecdo gendmica utilizando painéis de marcadores moleculares de diferentes
densidades, assim como o efeito da utilizacdo de gendétipos imputados na habilidade
de predigcdo da selegdo gendmica, em bovinos da ragca Nelore. A caracteristica
considerada foi precocidade de terminacdo. Um total de 2035 animais
geneticamente avaliados para essa caracteristica e genotipados com o chip llumina
® HD Bovina (780k) foram utilizados nas analises, simulando uma situagdo em que
os animais teriam sido genotipados com chips de densidade mais baixa. Analises de
selecdo genémica também foram executadas utilizando parte dos marcadores do
painel de 780k , disponibilizando apenas os SNPs em comum com as seguintes
painéis: lllumina® BovinelLD (7K), lllumina® BovineSNP50 v2 (50K) e GeneSeek®
Genomic Profiler 20K e 75K para Bos indicus. A imputagdo dos gendtipos foi feita
com o uso do programa FIimpute e as predigbes genémicas foram conduzidas
utilizando os métodos GBLUP e LASSO Bayesiano. Ambas analises, de imputacao e
de predi¢cdo gendmica, foram conduzidas de forma repetida, seguindo um esquema
de validagéo cruzada, com a formacgao de cinco grupos definidos de forma aleatéria.
Os resultados indicaram que painéis de 50K e 75K forneceriam, para a caracteristica
estudada, predicbes com acuracia semelhante a do painel 780K. Além disso, os
resultados também indicaram que, se o painel 780k for considerado como o chip
alvo para a aplicagcdo de selegdo gendémica na raga Nelore, a sua relagéo custo
beneficio pode ser melhorada com a estratégia de genotipar parte dos animais com
um chip de baixa densidade (7K ou 20K) e imputar os genétipos faltantes até 780k.
Novos estudos devem ser conduzidos para avaliar a reprodutibilidade destes
resultados para diferentes caracteristicas e para cenarios com maior numero de
animais na populagao referéncia e com animais de diferentes origens.

Palavras-chave: bovinos, imputagao, selecao genémica



GENOMIC PREDICTION IN NELORE CATTLE USING DIFFERENT SNP CHIPS

ABSTRACT - Genomic selection has been considered as a technique that will
allow significant increase in the genetic progress of animal breeding programs. A
constrain for genomic selection application is the cost of genotyping several animals
with high density chips in order to obtain a good prediction equation. An alternative to
reduce costs is to genotype part of the animals with a lower density chip and to
impute the unobserved genotypes. In Nelore cattle, there is no consensus about
which chip and genotyping strategy should be adopted. Therefore, the aim of the
present study was to evaluate the predictive ability of genomic selection in Nelore
cattle using chips with different densities, and also to assess the effect of using
imputed genotypes. The trait considered was finishing precocity. A total of 2,035
animals genetically evaluated for this trait and genotyped with the lllumina® Bovine
HD chip (780K) were used in the analyses, mimicking a situation where the animals
would have been genotyped with lower density chips. Genomic selection analyses
were also run masking part of the 780K genotypes, making available just the SNPs in
common with the following chips: lllumina® BovineLD (7K), lllumina® BovineSNP50
v2 (50K), GeneSeek® Genomic Profiler 20K and 75K for Bos indicus. Genomic
prediction analyses were run with or without imputing the masked genotypes, using
the software Flmpute, and under the GBLUP and Bayesian LASSO methods. A 5-
fold cross-validation scheme was adopted to perform the analyses, randomly
assigning the groups. Results showed that the 50K and 75K chips presented the
same predictive ability as the 780K chip. The results also indicated that if the 780K
was considered as the target chip for applying genomic selection in the Nelore breed,
its cost effectiveness could be improved with the strategy of genotyping part of the
animals with a lower density chip (7K or 20K) and imputing their 780K missing
genotypes. Further studies should be conducted to evaluate the reproducibility of
these results for other traits and Nelore populations.

Keywords: cattle, genomic selection, imputation



1. INTRODUGAO

A selegao genOdmica consiste no uso de marcadores moleculares distribuidos
densamente ao longo de todo o genoma para predizer o valor genético dos animais
para caracteristicas poligénicas (MEUWISSEN et al., 2001). A sua aplicagao tornou-
se possivel gracas ao grande avango nas técnicas de genotipagem, permitindo que
inumeros marcadores moleculares, na forma de SNP (“Single Nucleotide
Polymorphism”, ou polimorfismo de nucleotideo uUnico), sejam genotipados a um
custo relativamente acessivel.

O principio basico da selecédo gendmica reside no fato de que painéis densos
de marcadores moleculares permitem que boa parte dos QTL (locos associados a
caracteristicas quantitativas) esteja em desequilibrio de ligagdo (LD) com pelo
menos um marcador proximo a eles. Esta pressuposi¢cdo € valida quando a
probabilidade de recombinacéo entre QTL e marcador € muito baixa, caracterizando
alto nivel de LD entre marcadores adjacentes. Quanto maior o LD entre marcador e
QTL, mais os marcadores conseguem explicar a variabilidade genética devida aos
QTL, associada a expressao das caracteristicas de interesse. Uma vantagem desta
abordagem € que os efeitos estimados dos marcadores seriam validos para toda a
populagdo avaliada e ndo apenas dentro de familias, como no caso de esquemas de
selecédo assistida por marcadores baseados em andlises de ligacao (GODDARD;
HAYES, 2007).

Em comparagéo a selecdo com base em valores genéticos preditos a partir de
informacdes fenotipicas e de pedigree, a selecdo gendbmica permite pelo menos
algumas das seguintes vantagens: redugao no intervalo de geragdes; redugéo nos
custos de testes de progénie; aumento da acuracia de predigédo e da intensidade de
selecao; reducgéo do efeito da depressdo endogamica devido a um maior controle da
endogamia. Em bovinos de leite, por exemplo, a selecdo gendémica tem mudado
drasticamente o modelo de trabalho dos programas de selecdo (SCHEFERS;
WEIGEL, 2012) e tem sido apontada como uma tecnologia que propiciara aumentos
expressivos nas taxas de progresso genético, com impacto comparado aqueles
causados pela utilizagdo da inseminacao artificial e da metodologia de predi¢cdo dos

valores genéticos denominada como BLUP. Em bovinos de corte, a aplicagéo



economicamente viavel da técnica ainda ndo estd bem estabelecida, mas ha
trabalhos indicando oportunidade de aumentar a resposta a selecdo (GARRICK;
SAATCHI, 2011; SAATCHlI et al., 2012).

Um dos fatores limitantes para a aplicagdo da selegcdo genbmica € o custo
associado a necessidade de genotipagem de um numero grande de animais, com
painéis de alta densidade, para a obtencdo de uma boa habilidade de predigdo dos
valores genéticos (VANRADEN et al., 2011). Uma alternativa para reduzir custos
seria genotipar parte dos animais com painéis menos densos e utilizar técnicas de
imputagao de gendtipos.

A imputagéo de genotipos consiste em inferir os gendétipos de marcadores nao
observados de um painel de maior densidade a partir dos gendtipos observados de
um painel menos denso. Isso é possivel devido ao parentesco entre os animais.
Espera-se que individuos com um ancestral em comum n geragdes atras, partilhem
um mesmo segmento cromossémico de tamanho médio igual a 1/n Morgans
(DAETWYLER et al.,, 2010). Uma vez que animais referéncia, representativos da
populagdo, sejam genotipados com o painel de alta densidade, € possivel montar
uma biblioteca de haplétipos (segmentos cromossdmicos) e, usando essa
informacéo, imputar os gendétipos de animais genotipados com painéis de menor
densidade. A técnica permite reducdo de custos de genotipagem, uma vez que
painéis de menor densidade sdo0 menos onerosos.

Diferentes grupos de pesquisa estdo investigando estratégias de
implementacéo da selegdo gendmica em bovinos da raga Nelore, dada a importancia
da raga para a pecuaria nacional. Entretanto, ainda ndo se sabe qual o numero de
marcadores necessarios para a aplicagao da técnica de forma apropriada.

Em gado Holandés, por exemplo, uma pratica comum é a de genotipar
animais influentes com o painel de 50 mil marcadores (50K) e os candidatos a
selecdo com painel de 6 mil marcadores, imputando-os para 50K (SCHEFERS;
WEIGEL, 2012). Estudos evidenciaram pequeno beneficio da utilizagdo de painéis
com mais de 50 mil marcadores, quanto a habilidade de predicdo dos valores
genéticos de bovinos da raga Holandesa (VANRADEN et al., 2011; KHATKAR et al.,
2012).



Devido a diferenga no padréo de desequilibrio de ligagdo das ragas zebuinas
(ESPIGOLAN et al., 2013; PEREZ OBRIEN et al., 2014), especula-se que seja
necessario utilizar painéis de maior densidade em bovinos da raga Nelore, em
comparagao aos utilizados na raga Holandesa, para a obtencdo de boa habilidade
preditiva e eficiéncia de imputagcédo. Entretanto, ha necessidade de conducdo de
pesquisa para avaliar apropriadamente essa questéo.

Os objetivos do presente projeto foram os de avaliar, em bovinos da raca
Nelore, a habilidade de predicdo da selegcdo gendmica utilizando painéis de
marcadores moleculares de diferentes densidades, assim como o efeito da utilizagao

de gendtipos imputados na habilidade de predicéo da selegdo gendmica.



2. REVISAO DE LITERATURA

O agronegécio possui um papel fundamental na economia do Brasil,
representando cerca de 7% de todo o produto interno bruto do pais
(www.ibge.gov.br), sendo grande parte representada pela producdo e
comercializagdo de carne bovina. O Brasil € um dos maiores produtores de carne
bovina, possui um rebanho com cerca de 200 milhdées de cabecgas
(www.agricultura.gov.br/ministerio), sendo o segundo maior rebanho do mundo e um
dos maiores exportadores, responsavel por cerca de um quinto de toda carne
comercializada internacionalmente, sendo que no mercado de produgéo de bovinos,
a raga Nelore possui um grande destaque, representando cerca de 80% de todo
gado de corte no pais.

O melhoramento genético animal no Brasil até o final da década de 1970 e
inicio da década de 1980, era baseado na selecdo pela aparéncia do animal. Apos
esse periodo, comegaram a utilizar avaliagbes genéticas, utilizando modelos mistos,
com informacdes de fenbtipos e de parentesco. Nos dias atuais, informagdes obtidas
de dados gendmicos vem sendo utilizadas nos programas de melhoramento
genético bovino, com aplicacdo da selecao assistida por marcadores (ALENCAR,
2010). Apesar da selecéo tradicional ter gerado bons resultados ao longo dos anos
em que o melhoramento foi implantado, existem algumas situagdes que a aplicagcao
do método tradicional ndo consegue gerar respostas satisfatérias, como no caso de
caracteristicas de dificil mensuracao, de baixa herdabilidade, caracteristicas que sé&o
expressas tardiamente no animal ou caracteristicas que séo limitadas pelo sexo.
Para estas caracteristicas, o melhoramento depende de registros fenotipicos
precisos, realizados em todos os animais disponiveis e muitas vezes de provas
zootécnicas especialmente delineadas para obtencdo dos dados fenotipicos

estruturados, além de informagdes confiaveis de pedigree.



2.1. Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares sao polimorfismos de nucleotideos ou de sequéncias
de nucleotideos com posi¢ado conhecida no genoma. Esses marcadores permitem
identificar e localizar genes (ou regiées do genoma) também polimérficos que afetam
a expressao de caracteristicas de interesse econdmico. Assim, a partir da obtencao
do gendtipo dos animais para os marcadores, € possivel identificar animais
geneticamente superiores. Sendo assim, os individuos podem ser selecionados com
base na informagdo molecular, pois temos informagbes de que a variante alélica de
interesse esta presente em seu material genético.

Existem varios tipos de marcadores, mas os mais usuais e informativos séo
os marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Estes sao utilizados como
marcadores, sendo que as mutagcbes sdo em bases unicas da cadeia de bases
nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina). Os SNPs s&o extremamente
abundantes nos genomas de espécies ndo endogamicas. Em bovinos podem ser
mais de trés milhdes (LI et al., 2009).

Sao muitas as vantagens na utilizacdo de SNPs em comparagdo com os
outros marcadores moleculares disponiveis, pois sdo muito frequentes, muitas vezes
funcionalmente relevantes, identificando caracteristicas de interesse econdmico,
possuem baixa taxa de mutagcédo e proporcionam genotipagem de forma altamente
automatizada. Uma de suas principais formas de utilizagdo atualmente &€ em painéis
contendo marcadores SNPs, sendo que nestes sédo colocadas amostras do material
genético do animal a ser testado. Os marcadores contidos no painel sdo informativos
e identificam locais especificos no DNA do animal testado. Existem painéis com
diversas densidades de SNPs. Entre aqueles disponiveis no mercado, os
considerados de baixa densidade s&o o lllumina® bovine 3k BeadChip que possui
cerca de 2.900 SNPs e o lllumina® bovine_7k BeadChip que possui 6.910 SNPs
distribuidos pelo genoma. Também existem os de maior densidade como o lllumina®
BovineSNP50 v2 BeadChip, que € um painel que contém 54.609 SNPs. Este painel
possui SNPs uniformemente distribuidos que séo polimérficos em muitas racas e
proporcionam um espagamento médio de 36.9kb. O lllumina® BovineHD BeadChip,

com mais de 777.000 SNPs que abrangem uniformemente todo o genoma bovino, é



um painel que permite uma ampla gama de aplicagbes como estudos de associagao
genbmica ampla e mapeamento de regides cromossdmicas de interesse, e selegcao
gendmica. A freqiiéncia média do alelo menor (MAF) em todos os loci é de 0,25 e
0,17 para Bos taurus taurus e para Bos taurus indicus, respectivamente. Mais de 749
mil SNPs foram validados através de todas as ragas com um MAF> 0,05, incluindo a
cobertura de SNPs autossémica, mitocondrial, e ligada ao sexo (X/Y), cobertura
gendmica uniforme, com uma distancia média entre marcadores de 3,43 kb e
mediana de 2,68 kb (lllumina Inc., San Diego, CA).

2.2. Selecao Genomica

A principal razdo para o investimento em pesquisas voltadas para a genética
molecular é que as informac¢des que podem ser obtidas em nivel de DNA podem
conduzir a ganhos genéticos num tempo reduzido, quando comparado com o0s
métodos tradicionais, que utilizam somente as informacgdes fenotipicas e de pedigree
(MEUWISSEN et al., 2001). Com isso, consegue-se diminuir o intervalo de geragdes,
aumentar a intensidade de selegéo e a acuracia dos valores genéticos. Também ha
melhor resposta em caracteristicas de dificil avaliagdo pelos métodos tradicionais e
menor taxa de endogamia por geragao, além de proporcionar a utilizagdo de novas
estratégias de melhoramento.

Trabalhos de pesquisa demonstram que existem ganhos quando sé&o
incluidas informacdes obtidas por marcadores. Porém essas informagdes podem
nao ser uteis, porque quando os marcadores sdo muitos esparsos no genoma,
podem nao estar ligados aos quantitative trait loci (QTLs). Por isso, para realizar
selecdo gendmica é necessario utilizar painéis de alta densidade, com marcadores
espalhados por todo genoma, a fim de que os marcadores possam estar téo
proximos aos QTLs que estejam em desequilibrio de ligagdo com eles (HASTBACKA
et al., 1992). A grande proximidade dos marcadores contidos nestes painéis faz com
que muitos deles segreguem juntos durante a meiose, formando haplétipos. Esses
podem ser herdados ao longo das geragdes nas familias, podendo ocorrer que

varios individuos aparentados tenham nos seus cromossomos segmentos que foram



herdados de um antecessor comum, sendo nesse caso haplotipos idénticos por
descendéncia. Caso exista um QTL nesse segmento, ele sera transmitido para a
progénie. Por isso, quanto mais jovem € a familia, ou seja, quanto mais préximos no
pedigree esses animais se encontram, maiores sao os segmentos de cromossomos
que eles compartilham.

Na selegdo gendbmica ndo é necessario a identificagdo das posi¢cbes dos
QTLs, esses sao captados devido a alta densidade de marcadores espalhados pelo
genoma. Os marcadores colocados em alta densidade também garantem alto
desequilibrio de ligacdo. O que possibilita a explicacdo de praticamente toda a
variancia genética aditiva da caracteristica de interesse.

Conceitualmente, a selegdo gendmica € implementada em duas etapas,
sendo que a primeira consiste em estimar o efeito dos marcadores em uma
populagao de referéncia, que possui informagdes de gendtipos e fendtipos. A seguir,
com essas informagdes, séo estimados os efeitos de todos os marcadores utilizados,
e a partir destas estimativas podem ser calculados os valores gendmicos dos
animais desta e da populagdo de animais candidatos a selecdo (HAYES, 2009).
Uma das principais limitagées da selecédo genémica é o alto custo de implementacgéo
e quanto mais informativa é a geragdo dos dados gendmicos, mais dispendiosa ela
é. A genotipagem tem um custo aproximado de US$100 por animal com um painel
de 50k e de aproximadamente US$200 por animal com o painel HD. Devido a este
alto custo séo estudadas alternativas para tentar diminuir tais valores, sendo uma

das principais alternativas a imputagcéo de dados gendémicos.

2.3. Imputagao

Imputacdo € um termo utilizado para descrever o processo de predicdo de
gendtipos que nado foram diretamente observados numa amostra de individuos
(MARCHINI; HOWIE, 2010). Possui grande utilidade em estudos de selegcdo
genbmica, de associacao gendmica ampla, ou em regidbes de interesse mais
especificas. O principal objetivo desse processo € predizer os genoétipos dos animais

para os SNPs que nao foram genotipados na amostra.



Amostras de individuos aparentados sdo muito informativas para a imputagao
de gendtipos. Gendtipos para um numero relativamente reduzido de marcadores
genéticos podem ser usados para identificar longos trechos de haplétipos
partiihados entre individuos aparentados. Estes trechos de haplétipos
compartilhados (ou regides "idénticos por descendéncia", IBD) s&o tipicamente
usados para avaliar a evidéncia de ligacdo. Especificamente, ligacdo genética
implica que membros da familia que compartiiham uma regido IBD serdo mais
semelhantes entre si do que outra familia em que os membros com o mesmo grau
de parentesco que n&o compartilham a regido IBD (LI et al., 2009).

Ao estudar amostras de individuos ndo aparentados, a mesma abordagem
pode ser utilizada. A principal diferenca é que, ao estudar individuos nao
aparentados, os trechos dos haplétipos compartilhados serdo muito menores porque
ancestrais comuns sdo mais distantes e, portanto, podem ser mais dificeis de
identificar com confianga (LI et al., 2009). Isto é feito utilizando-se informagbes de
haplétipos ja detectados naquela populagéo. A imputacgéo é realizada pela predigao
de gendtipos, quando se tem individuos genotipados com poucos marcadores, mas
existem haplotipos de referéncia com muita informagéo. Entdo s&o realizadas
analises para identificar como os cromossomos foram partilhados entre a amostra
individual e hapl6tipos de referéncia. Depois de estabelecida a relacdo de
compartilhamento, os dados genotipicos observados da amostra em estudo devem
ser combinados aos dados dos haplétipos de referéncia para completar os genétipos
ausentes na amostra com genétipos faltantes (MARCHINI; HOWIE, 2010).

Para fazer a imputacao dos gendétipos séo utilizados alguns softwares, que
empregam abordagens um pouco diferentes. O Impute (MARCHINI et al., 2007),
MACH (LI et al., 2006) e fastPHASE/BIMBAM (SCHEET; STEPHENS, 2006;
SERVIN; STEPHENS, 2007) levam em conta todos os gendtipos observados
quando imputam cada gendtipo, sempre voltando a observar e avaliar todos os
gendtipos para definir qual o gendétipo sera imputado. O Plink (PURCELL et al.,
2007), WHAP (ZAITLEN et al., 2007) e o Beagle (BROWNING, 2006) geralmente se
concentram em um pequeno numero de marcadores adjacentes aos genoétipos a
serem imputados, formando “clusters”. S&o formados varios subgrupos de

marcadores adjacentes e a imputagdo dos gendétipos é feita em cada um dos



subgrupos, ao final desse processo € formado o gendtipo completo. O Flmpute
(SARGOLZAEI et al., 2012) utiliza a informagéo de parentesco num primeiro passo,
seguida pela imputagdo com base na informagédo da populagédo, adotando-se uma
técnica de “sliding window”, nesta técnica s&o utilizadas as informagdes dos
haplétipos reconstituidos no primeiro passo para encontrar segmentos de
cromossomos, que sao compartilhados entre os individuos, provenientes de um
ancestral comum.

Em alguns estudos de imputagdo foi observada alta acuracia dos dados
imputados. Hayes et al. (2011) encontraram valores médios de acuracia de 0,801,
0,700 e 0,633, respectivamente, na imputacéo de dados de painéis de 5K para 50K,
nas ragas Border Leicester, numa composi¢do das ragas Poll Dorsets/White Face
Suffolks e Merino. Ja, na imputagédo de 50K para HD, os valores foram 0,960, 0,940
e 0,860, respectivamente. Larmer et al. (2012), encontraram valores de acuracia de
0,973, 0,980 e 0,992, respectivamente, para a imputacdo de dados gendbmicos de

painéis de 50K para HD nas ragas Guernsey, Ayshare e Holstein.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Genodtipos

Foram utilizados gendtipos de 2.035 animais participantes do projeto de
pesquisa “Aplicacdo de ferramentas genOmicas no melhoramento genético da
eficiéncia reprodutiva em bovinos da raga Nelore” (CNPq: 559631/2009-0). Neste
projeto, foram genotipadas fémeas da raga Nelore, oriundas de fazendas
participantes do programa de melhoramento genético DeltaGen, desafiadas a
reprodugcdo em idade precoce (aprox. 16 meses). Todos o0s animais foram
genotipados com o painel lllumina® BovineHD (lllumina Inc., San Diego, CA), que
contém aproximadamente 780 mil SNPs (780K).

Previamente as analises de imputacéo e de selegdo gendmica foi realizado o
controle de qualidade dos genétipos. Foram desconsiderados das analises os SNPs
sem posicdo definida, em regidbes nao autossOmicas, apresentando a mesma
posicao (coordenada genética) de outro SNP, com o p-valor para o teste do
equilibrio de Hardy-Weinberg menor ou igual a 105, com minor allele frequency
menor que 0,02 e com call rate menor que 0,98, sendo que apenas gendtipos com
GenCall score maior ou igual a 0,15 foram considerados como leituras validas. Além
disso, foram descartadas amostras duplicadas e com call rate menor que 0,90. Apds
o controle de qualidade dos gendtipos, restaram 2.011 amostras e 516.705 SNPs

para o estudo.

3.2. Fenoétipos e Pseudo-fenétipos

Os fendtipos e as informacgdes de parentesco foram obtidos da base de dados
histérica das fazendas. Os animais foram criados a pasto em fazendas localizadas
nas cidades de Valparaiso (SP), Navirai (MS) e Cotegipe (BA). A caracteristica
utiizada para avaliar a habilidade de predicdo da selecdo gendmica foi a

precocidade de terminacéo (Ps) avaliada ao sobreano por meio de escores visuais,
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sendo uma medida subjetiva no qual o avaliador fornece notas de 1 a 5 aos animais.
Quanto maior a nota, melhor a precocidade de terminagdo do animal. Os escores
sdo definidos pela profundidade e arqueamento de costelas do animal e pela
deposigcédo de gordura como descrito por Boligon et al. ( 2013) . Essa caracteristica
foi escolhida por apresentar, no estudo de Neves et al. (2014), alta habilidade de
predicdo com relativamente poucos animais genotipados. O arquivo de dados
histérico utilizado no presente estudo continha 132.187 animais com observagéo
fenotipica para Ps, sendo que a matriz de parentesco apresentou um total de
213.150 animais.

Como o numero de animais genotipados foi bem menor do que a quantidade
de animais com fenoétipo, optou-se por utilizar os valores genéticos esperados
desregredidos (VGEd) como pseudo-fenétipo para as analises de selegdo gendmica.
Os VGEd foram obtidos em dois passos. Primeiramente, os valores genéticos
esperados foram obtidos com a aplicagdo de um modelo animal misto utilizando os
fendtipos observados como variavel dependente, a idade do animal na avaliagao de
Ps como covariavel (efeito linear e quadratico), o grupo contemporaneo dos animais
(sexo, fazenda, ano e estagdo de nascimento e grupo de manejo ao sobreano) como
efeito fixo classificatério, e o valor genético aditivo direto e o residuo como efeitos
aleatérios. Assumiu-se independéncia e homocedasticidade de varidncia dos
residuos e a covariancia dos valores genéticos foi definida pela matriz de parentesco
usual multiplicada pela variancia genética aditiva. Os componentes de variancia e
demais parametros do modelo foram estimados/preditos com o emprego do
programa BLUPF90 e AIREMLF90 (MISZTAL, 2012).

As acuracias dos dos EBV’s foram obtidas de acordo com a seguinte férmula:

Acc (EBV's) = \1—si/cu’
sendo que o0 si é o erro padrdo dos EBV's e ou’é a acuracia obtida pelo
AIREMLF90.

Os valores genéticos esperados obtidos no primeiro passo foram entéo

desregredidos conforme método proposto por Garrick et al. (2009). Nesta etapa das

analises, também foram calculados os ponderadores dos VGEd para serem

utilizados nas andlises de selegdo gendmica, seguindo as recomendacbes de
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Garrick et al. (2009). A estimativa de herdabilidade para Ps, obtida no primeiro
passo, foi de 0,26.

3.3. Painéis de Baixa Densidade

Para avaliar a habilidade de predi¢cdo da sele¢cdo gendmica utilizando painéis
de menores densidades, apenas parte dos gendtipos observados no painel 780K
foram considerados, representando uma situagdo na qual os animais teriam sido
genotipados com painéis (virtuais) de mais baixa densidade, isto €, com menor
numero de marcadores. Os painéis de menor densidade foram formados pelos SNPs
em comum entre o painel 780K e os seguintes painéis comerciais: lllumina®
BovineLD (7K), lllumina® BovineSNP50 v2 (50K) e GeneSeek® Genomic Profiler
20K e 75K para Bos indicus. O numero de SNPs considerado em cada painel é

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Numero de SNPs em comum com o painel 780K antes e ap6s o controle
de qualidade dos gendtipos (CQG)

Painel Sigla N° SNPs em N° SNPs em
comum antes comum apos
CQG CQG
[llumina® BovinelLD 7K 6.637 4.864
[llumina® Bovine SNP50 v2 50K 49.345 25.721
GeneSeek® Genomic Profiler 20K 20K 19.493 15.850
GeneSeek® Genomic Profiler 75K 75K 73.941 66.002

Para avaliar a habilidade de predicdo da selegcdo gendmica utilizando
gendtipos imputados, foi assumido que parte dos animais (populacao de referéncia)
apresentou o gendtipo do painel de mais alta densidade (780K). Os demais animais
(populagéo de validagéo) tiveram o genétipo imputado para o painel 780K a partir
dos painéis com menores densidades descritos na tabela 1. A distribuicdo dos
animais nas populacbes de referéncia e validagdo obedeceu o esquema de

validacao cruzada descrito no item 3.6.
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3.4. Imputagao

Os animais virtualmente genotipados com os paineis de mais baixa densidade
(7K, 20K, 50K e 75K) tiveram seus gendtipos imputados para o painel de 780K. A
imputacdo dos genoétipos foi feita com o uso do programa Flimpute v.2.2
(SARGOLZAEI et al., 2011). No programa ¢é utilizada a informagao de parentesco
num primeiro passo, seguida pela imputagdo com base na informagéo da populagéo,
adotando-se uma técnica de “sliding window”, nesta técnica sdo utilizadas as
informagbes dos haplétipos reconstituidos no primeiro passo para encontrar
segmentos de cromossomos, que sao compartilhados entre os individuos,
provenientes de um ancestral comum. O procedimento para encontrar esses
segmentos é repetido varias vezes com alteragdo do tamanho das “janelas” a serem
comparadas e, ap0s esse processo, as frequéncias dos haplétipos na populagao
referéncia sdo utilizadas para predizer o genétipo mais provavel faltante. O FImpute
foi escolhido por apresentar alta eficiéncia computacional e elevada acuracia de
imputacao dos gendtipos (SARGOLZAEI et al., 2011; SUN et al., 2012).

3.5. Métodos de Sele¢cao Gendémica

Para cada um dos painéis testados (com gendtipos imputados ou nao) foram
conduzidas analises de sele¢cdo genbémica utilizando os métodos GBLUP e LASSO

Bayesiano, conforme descrito a seguir.

3.5.1. GBLUP
O modelo utilizado neste método pode ser descrito como:
p
y= Top + szgj te,
j=1
onde: y é o vetor com os “pseudo-fendtipos” (valor genético desregredido), de ordem
n, M € a média geral, 1n € um vetor de uns de ordem n, gj e Xj representam o efeito
do j-ésimo marcador e uma matriz de incidéncia relacionando os dados ao efeito do

marcador j, respectivamente, e e é o vetor aleatério de residuos. Foi pressuposto
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que os residuos seguem uma distribuicdo normal multivariada com média zero e
variancia igual a Ro?%, sendo R uma matriz diagonal com os ponderadores
associados a cada pseudo-fenétipo (calculados no passo de desregresséo dos
valores genéticos esperados) e 0% é a variancia residual comum para todas as
observagbes. Além disso, assumiu-se a mesma variancia (0%g) para os efeitos dos p
marcadores (~N(0,0%)). Este método foi implementado com a utilizacdo do
programa GS3 (LEGARRA et al., 2012).

3.5.2. LASSO Bayesiano

Foi adotada a implementagdo do LASSO Bayesiano (“Improved Bayesian
Least Absolute Shrinkage and Selection Operator” - IBLASSO) proposta por Legarra
et al. (2011). Com a parametrizagcdo proposta pelos autores, as distribuicbes “a
priori” para os efeitos dos marcadores (gj) podem ser representadas por:

P(gilt®) ~ N (0, 77), e

P(1i%[A)=(A*/2) exp(-A*[1?[).

Essa parametrizagcdo implica em estimar variancias individuais para cada
marcador (77?) de forma condicional ao parametro de regularizagcédo A. O programa
GS3 (LEGARRA et al., 2012) foi utilizado para a implementacao deste método.

3.6. Validagao Cruzada

As andlises de selegcdo gendmica foram conduzidas de forma repetida,
seguindo um esquema de validag¢ado cruzada. Os animais genotipados que passaram
pelo controle de qualidade foram divididos aleatoriamente em cinco grupos. Para
cada painel de marcadores e método de selecdo genbmica empregados, cinco
analises (repeticdes) foram conduzidas. A cada repeti¢cdo, os animais de quatro dos
cinco grupos fizeram parte da populacao de treinamento (referéncia) e os animais do
grupo remanescente fizeram parte da populagéo de validagéo, de forma que apos as
cinco repeticdes os animais dos cinco grupos fizeram parte da populagdo de

validagéo.
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Nas analises de selecdo genbmica, apenas 0s animais da populacao de
referéncia foram utilizados para estimar os efeitos dos marcadores e os animais da
populacao de validagao tiveram seus valores gendmicos preditos com base nessas
estimativas. As analises de imputagcéo dos gendtipos obedeceram a mesma diviséo
dos grupos,sendo que os animais da populagéo de referéncia foram utilizados para
montar a biblioteca de haplétipos do painel 780K e a populagéo de validagao teve os
genotipos imputados dos painéis de menor densidade para o painel 780K.

Ao todo, foram realizadas 20 analises de imputacao (5 repeticbes para cada
um dos 4 painéis (7K, 20K, 50K e 75K)) e 180 analises de selecdo genémica (5
repeticdes para cada um dos dois métodos (GBLUP e IBLASSO), dos 9 “painéis”
(7K, 7K imputado, 20K, 20K imputado, 50K, 50K imputado, 75K, 75K imputado e

780K) e dos 2 tipos de analise (estimagéao/treinamento e predi¢cao/valida¢ao)).

3.7. Critérios de Avaliagao da Eficiéncia de Imputagao

A eficiéncia de imputagéo foi avaliada de acordo com os seguintes critérios:
porcentagem de gendétipos ndao imputados (PGNI); porcentagem de gendtipos
imputados corretamente (PGIC); e correlacédo entre o gendtipo observado e o
gendtipo imputado (CORR).

Maiores valores de PGIC e CORR e menores valores de PGNI caracterizam
maior eficiéncia de imputacdo. Diferentes critérios de avaliacdo da eficiéncia de
imputagdo foram adotados para permitir a comparacdo dos resultados com
diferentes trabalhos da literatura. Alguns pesquisadores preferem, por exemplo,
adotar o critério CORR por ele ser menos afetado pela frequéncia alélica dos SNPs
do que o critério PGIC (HICKEY et al., 2012; KHATKAR et al., 2012).

Os critérios de avaliagdo da eficiéncia de imputagcdo foram calculados
objetivando associa-los com as medidas de habilidade de predicdo da selecéo

gendmica, nas analises em que gendtipos imputados foram utilizados.
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3.8. Critérios de Comparacao da Selegdo Genémica

Os resultados das diferentes andlises de selecdo genOmica foram
comparados de acordo com trés estatisticas referentes ao VGEd e o valor genébmico
predito (VGP) dos animais do grupo de validagédo, sendo elas: i) correlagdo de
Pearson entre o VGEd e o VGP, como medida empirica da acuracia de predicéo; ii)
correlacao de Pearson entre o VGEd e o VGP, ponderada pela acuracia média do
VGEd, como medida empirica da acuracia de predicdo ajustada pelo grau de
confianga em VGEGQ; e iii) inclinagdo da regressao linear do VGEd sobre o VGP, para
avaliar o grau de inflagdo das predi¢cdes gendmicas. No geral, maiores correlagdes e
valores de inclinagdo proximos a 1 estdo associados com melhor habilidade de

predicéo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Eficiéncia de Imputagao

As medidas de eficiéncia de imputacdo para os diferentes painéis séo
apresentadas na Tabela 2. A porcentagem de gendtipos ndo imputados ndo consta
na tabela pois ela foi igual a zero para todos os casos, isto €, o FImpute imputou
todos os gendtipos faltantes nos painéis de baixa densidade. As médias da
porcentagem de gendétipos imputados corretamente (PGIC) e da correlagdo entre os
gendtipos imputados e observados (CORR) foram altas para todos os painéis, sendo
os menores valores observados para o painel 7k. Conforme esperado, os valores de
CORR foram proporcionalmente um pouco maiores dos que os valores de PGIC,
uma vez que a medida PGIC, em comparagdao com a CORR, aplica uma penalizagéo
maior para o caso de apenas um dos alelos imputados incorretamente. Assim como
em Badke et al. (2013), a eficiéncia de imputagdo aumentou com o aumento do
numero de SNPs nos painéis de mais baixa densidade.

Tabela 2. Eficiéncia de imputacdo de painéis de menor densidade para o painel
referéncia (lllumina® BovineHD — 780K) — médias das repeticbes da

validag&o cruzada

PGIC (%) CORR"
Painel | Minimo  Média Maximo | Minimo  Média  Méaximo
7K 79,59 92,29 99,54 0,8224 09386  0,9967
20K 90,17 98,23 99,92 0,9203  0,9858  0,9994
50K 90,85 98,33 99,91 0,9265 09872  0,9993
75K 94,94 99,40 99,97 0,9574  0,9955  0,9998

" Porcentagem de gendtipos imputados corretamente.

™ Correlagao entre o genotipo observado e o genétipo imputado.

O ganho em eficiéncia de imputacgéo foi proporcionalmente maior de 7K para
20K do que de 20K para as demais densidades, uma vez que os valores de PGIC e

CORR ja foram bastante altos para 20K. Resultado semelhante foi encontrado por
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Khatkar et al. (2012) que, ao imputar gendétipos do painel 50K de animais da raga
Holandesa, observaram um maior ganho relativo em eficiéncia de imputagdo ao
aumentar a densidade dos painéis de 3K para 7K, do que de 7K para 10K.

No presente estudo, mesmo apresentando maior densidade, o painel 50K
apresentou resultados similares ao painel 20K. Este resultado pode ser explicado
pelo fato do painel 50K ter sido desenvolvido, principalmente, para aplicagcbes
genbmicas em animais de ragas taurinas, evidenciando a importancia de se utilizar
painéis customizados para populagbes ou grupos raciais especificos. A eficiéncia de
imputacao para o painel 75K foi superior aos demais sobretudo quanto aos valores
minimos de PGIC e CORR (Tabela 2).

Embora os animais da raga Nelore apresentem um menor nivel de
desequilibrio de ligagdo entre marcadores mais proximos do que animais de ragas
taurinas (ESPIGOLAN et al., 2013; PEREZ O’BRIEN et al., 2014), a eficiéncia de
imputacdo observada no presente estudo foi similar a reportada na literatura para
racas taurinas. Ma et al. (2013), por exemplo, observaram valor de CORR ao redor
de 0,97 ao imputar os gendétipos de 50K para 780K de animais Swedish and Finnish
Red cattle. Esse resultado pode estar em parte associado ao fato dos animais
genotipados no presente estudo serem de apenas duas fazendas que fazem parte
do mesmo programa de melhoramento genético, portanto possivelmente apresentem
um maior grau de parentesco. Conforme reportado na literatura (ZHANG; DRUET,
2010; BERRY; KEARNEY, 2011; HICKEY et al., 2012; MA et al., 2013), a eficiéncia
de imputagéo é influenciada pelo grau de parentesco dos animais da validagdo com

os animais referéncia.

4.2. Habilidade de Predigdo Genémica

As medidas de habilidade de predicdo genémica para os diferentes painéis e
métodos sao apresentadas na Tabela 3. Em todos os casos, a correlagdo ponderada
entre o VGEd e o VGP (acuracia ponderada) resultou em maiores valores de
acuracia de predigdo do que a correlagdo ndo ponderada (acuracia). Este resultado

era esperado uma vez que a acuracia média do VGEd dos animais da populagéo de



19

validacao, utilizada como ponderador, ndo era perfeita (i.e. era menor do que um).
De acordo com os resultados do estudo de simulagdo de Neves (2013), a acuracia
ponderada é uma medida mais adequada para calcular a acuracia empirica de
predicdo quando o VGEd é utilizado para estimar os efeitos dos marcadores e para
validar a predicdo gendmica, por gerar resultado mais préximo ao da acuracia

verdadeira (correlagao entre o valor genético verdadeiro/simulado e o VGP).

Tabela 3. Habilidade de predicdo gendmica para os diferentes painéis de
marcadores e métodos de selecdo gendmica utilizados — médias das

repeticdes da validagdo cruzada

Acuracia’ Acuracia Regressao?
ponderadat
Painel GBLUP IBLASSO GBLUP IBLASSO GBLUP IBLASSO
7K 0,1948  0,1941 0,3541 0,3529 0,7371 0,8352
7K imputado 0,2225 0,2205 0,4046 0,4009 0,9670 1,1198
20K 0,2073  0,2067  0,3769 0,3759 0,8588  0,8582
20K imputado 0,2238 0,2212  0,4070 0,4021 0,9533 1,1140
50K 0,2310 0,2305 0,4199 0,4191 0,9512  0,8912
50K imputado 0,2265 00,2238  0,4117 0,4069 0,9619 1,1222
75K 0,2160 0,2144  0,3928 0,3898 0,9144  0,9144
75K imputado 0,2263  0,2240 0,4115 0,4073 0,9610 1,1254
780K 0,2282  0,2258 0,4149 0,4105 0,9701 1,1286

t Correlagdo de Pearson entre o valor genético esperado desregredido (VGEd) e o valor
gendmico predito (VGP) dos animais da populagéo de validagéo.

T Correlacdo de Pearson entre o VGEd e o VGP ponderada pela acuracia média do VGEd
dos animais da populagéo de validagéo.

* Coeficiente de regressao linear do VGEd sobre o VGP dos animais da populagédo de
validacao.

Ao comparar os métodos de predigdo utilizados, é possivel observar na
Tabela 3 que o GBLUP e o IBLASSO geraram resultados bem semelhantes em
termos de acuracia de predicdo. Os métodos diferiram quanto ao grau de inflagdo
das predigcbes gendmicas, sendo que para alguns casos o IBLASSO apresentou

predicbes genOmicas deflacionadas (i.e. coeficientes de regressdo maiores que um).
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A inflagdo/deflagdo das predicbes genbmicas se torna importante quando ha
interesse em comparar a avaliacao genética de animais genotipados com a de
animais ndo genotipados (VITEZICA et al., 2011). Predigbes deflacionadas, por
exemplo, fariam com que os animais genotipados tivessem seus valores genéticos
subestimados em relagdo aos valores genéticos dos animais n&o genotipados. No
geral, o GBLUP gerou coeficientes lineares de regressdo mais préximos de um, em
comparagdo ao IBLASSO, indicando melhor escala das predigbes gendmicas
fornecidas pelo GBLUP.

A vantagem da utilizacdo de métodos Bayesianos em comparagdo ao
GBLUP, observada em estudos de simulacdao (MEUWISSEN et al., 2001; CLARK et
al., 2011), nem sempre ocorre em dados reais, exceto para caracteristicas afetadas
por genes de efeito maior como o caso do teor de gordura no leite (VANRADEN et
al.,, 2009; COLOMBANI et al., 2013). Os resultados do presente estudo nao
permitem afirmar, entretanto, que a caracteristica precocidade de terminacdo néo &
afetada por genes de efeito maior. Estudos de associagédo gendmica ampla estéo
sendo conduzidos para investigar mais apropriadamente esta questao.

A acuracia de predigdo gendmica obtida no presente estudo com o painel
780K (0,41) foi bem inferior a obtida por Neves et al. (2014) para touros Nelore
genotipados com o mesmo painel (0,74). Este resultado pode ser em parte explicado
pela menor acuracia dos pseudo-fenétipos utilizados no presente estudo para treinar
os efeitos dos marcadores. Neves et al. (2014) utilizaram os gendétipos de touros
influentes da raca, com grande numero de filhos avaliados.

Exceto para o painel de 50K, as acuracias de predi¢gao dos painéis de menor
densidade nao imputados foram menores do que as acuracias apresentadas pelo
painel 780K (Tabela 3). As acuracias dos painéis 7K e 20K, por exemplo, foram em
torno de 85% e 91%, respectivamente, da acuracia apresentada pelo painel 780K.
Por sua vez, os painéis 50K e 75K n&o imputados resultaram em acuracia de
predicdo semelhante ao painel 780K. N&o esta claro quanto o tamanho e a
composicdo da populacdo referéncia afetou os resultados. De acordo com
VanRaden et al. (2011), o beneficio de utilizar painéis mais densos para a selegéao
genbmica se torna mais evidente a medida que o numero de animais na populagéo

referéncia aumenta. Uma vez que os animais genotipados no presente estudo séo
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provenientes de apenas trés fazendas, que participam do mesmo programa de
melhoramento genético, possivelmente apresentem alto grau de parentesco. A
similaridade dos resultados encontrados entre os painéis 50K (ou 75K) e 780K
também pode estar relacionada ao fato da variancia capturada pelos marcadores
estar sendo mais afetada pelo parentesco aditivo e pela cosegregacao do que
propriamente pelo desequilibrio de ligagcao entre os marcadores e os QTL (HABIER
et al., 2013).

A imputac&o dos gendtipos fez com que os painéis de menor densidade que
haviam apresentado menor acuracia de predicao (7K e 20K), alcangassem acuracia
semelhante ao painel 780K (Tabela 3). No presente estudo, os painéis 7K e 20K
imputados apresentaram acuracias de predicdo similares (Tabela 3), embora a
eficiéncia de imputacao tenha sido menor para o painel 7K (Tabela 2). VanRaden et
al. (2011), Khatkar et al. (2012) e Mulder et al. (2012) observaram influéncia da
eficiéncia de imputagdo na acuracia das predigbes genbmicas. Mulder et al. (2012)
derivaram uma equacéo deterministica para predizer a acuracia das predigdes
genbmicas em funcdo da acuracia de imputagdo e observaram uma relacao linear
entre ambas medidas. Daetwyler et al. (2011) sugeriram que o declinio na acuracia
das predicbes gendmicas € ligeiramente inferior ao declinio da acuracia de
imputacao.

A imputac&o dos gendtipos teve o efeito de melhorar a escala das predigbes
genbmicas para o método GBLUP. Para o IBLASSO, a imputagdo dos gendétipos
ocasionou deflagdo das predicdes gendmicas. Em ambos os métodos, as predi¢gdes
genbmicas se apresentaram inflacionadas nos painéis ndo imputados (Tabela 3).
Alguns estudos na literatura também reportaram diferengas entre métodos de
predicdo genbmica quanto a escala das predicbes (ex.: SAATCHI et al., 2011,
COLOMBANI et al., 2013). Entretanto, ndo ha concenso a respeito do método que
fornece as predi¢cdes com melhor escala.

Uma das principais dificuldades para a aplicagdo mais efetiva da selecao
gendmica em gado de corte € a falta da definicdo de estratégias que permitam a
aplicacéo da técnica de uma forma economicamente viavel. Em gado de leite, por
exemplo, ha estudos indicando que os custos com genotipagem seriam

compensados pelo aumento do progresso genético e pela redugado dos custos de
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teste de progénie (SCHAEFFER, 2006). Para animais da ragca Nelore, ainda nao
estd bem definido se o painel 780K deve ser considerado como o painel de alta
densidade alvo para a aplicagdo da selegdo genbmica. Os resultados do presente
estudo indicaram que os painéis de 50K e 75K forneceriam, para a caracteristica
estudada, predigbes com acuracia semelhante a do painel 780K. Os resultados
também indicaram que a estratégia de genotipar parte dos animais com painéis de
baixa densidade (7K ou 20K) e imputar os gendétipos faltantes apresentaria
habilidade de predicdo em conformidade com a estratégia mais onerosa de
genotipar os animais apenas com o painel mais denso. De acordo com os valores
atuais de mercado, o custo de genotipagem seria em torno de trés vezes menor ao
utilizar um painel de 20K em comparacao ao 780K (R$ 125,00 x R$ 380,00).

Novos estudos devem ser conduzidos para avaliar a reprodutibilidade destes
resultados para diferentes caracteristicas e para cenarios com maior numero de
animais na populagéo referéncia e com animais de diferentes origens/fazendas. O
presente estudo néo permite inferir se estes resultados se reproduziriam para outras

caracteristicas e para animais de outros rebanhos.
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5. CONCLUSOES

O GBLUP e o IBLASSO geraram resultados bem semelhantes em termos de
acuracia de predi¢ao. A imputacdo de gendtipos melhorou a acuracia de predigcao
em quase todos os painéis, excetuando-se o painel de 50K, fazendo com que eles
alcangcassem acuracia semelhante ao painel de 780K. Este acréscimo foi mais
evidente nos paineis de 7K e 20K, pois os painéis de 50K e 75K ja apresentaram
acuracias proximas ao de 780K, no caso do painel de 50K, a acuracia foi mais alta
em mais baixa densidade do que quando foi imputado.

A selegao gendbmica da caracteristica precocidade de terminagdo ao sobreano
para os animais Nelore do rebanho estudado poderia ser aplicada de forma menos
onerosa com a genotipagem de parte dos animais com o painel 7K ou 20K. Esta
estratégia, utilizada em combinagdo com a imputagdo de gendtipos, resultara em

predicdes gendmicas com acuracia semelhante a fornecida pelo painel 780K.
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