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ANALISE GENETICA DE CARACTERISTICAS DE PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES DE DOADORAS GIR LEITEIRO

RESUMO- O presente estudo teve como objetivo: 1) estimar parametros
genéticos para caracteristicas de producao in vitro de embrides de doadoras da raca
Gir Leiteiro considerando as distribuicdes Gaussiana e Poisson; 2) investigar a
existéncia de regidbes cromossdmicas que possam estar associadas com essas
caracteristicas. Os dados utilizados totalizaram 12.491 informacdes de aspiracdes
foliculares provenientes de 5.496 doadoras da raca Gir Leiteiro. As caracteristicas
ndamero de odcitos viaveis (NOV) e ndmero de embribes viaveis (NEV) foram
analisadas por meio de modelo animal unicaracteristicas considerando os efeitos
sistematicos de grupo de contemporaneos (data da aspiracdo folicular e rebanho),
idade da doadora (covariavel linear e quadratica) e intervalo entre as aspiracdes
(OPU) (covariavel linear). Os efeitos de animal e de ambiente permanente, além do
residual, foram assumidos como aleatorios. Os componentes de variancia foram
estimados via modelos lineares generalizados mistos sob o enfoque bayesiano. A
herdabilidade estimada para NOV foi de 0,12 para os modelos Gaussiano e Poisson,
respectivamente e para NEV, as estimativas de herdabilidade foram de 0,02 e 0,03,
respectivamente. Os valores de repetibilidade variaram em funcdo do modelo
estudado, de 0,17 a 0,22 para NOV e de 0,08 a 0,37 para NEV, empregando-se 0s
modelos Gaussiano e Poisson, respectivamente. O modelo Poisson ajustou-se
melhor para as caracteristicas estudadas, uma vez que apresentou menores valores
para o critério de informacdo da deviance (DIC). Os valores genéticos preditos para
as caracteristicas obtidos pelos diferentes modelos foram altamente
correlacionados, 0,79 para NOV e 0,87 para NEV. Considerando os 10% melhores
animais de acordo com o valor genético, observou-se um maior re-ranqueamento
para a caracteristica NOV em relacdo a NEV, indicando que a escolha do modelo
adequado é importante para o processo de selecdo dos animais. A partir dos valores
genéticos preditos via modelo Poisson foram calculados, de forma iterativa, 0s
efeitos dos marcadores ponderados. Os resultados da analise de GWAS via GBLUP
foram apresentados com base no percentual de variancia explicada por janelas de
tamanho de 100 SNPs adjacentes. Apenas SNPs com variancia genética aditiva
acima de 1% foram considerados. A variancia explicada pelas janelas de maior
efeito foi de 21,22% e estas estavam localizadas nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 8,
13, 14, 17, e 27 para a caracteristica NOV. Para a caracteristica NEV, a variancia
explicada pelas janelas de maior efeito foi de 13,39% e estas estavam localizadas
nos cromossomos 2, 6, 9, 14, 18 e 25. Nessas regides foram identificados genes
relacionados direta ou indiretamente com as caracteristicas estudadas.

Palavras-chave: fertilizacdo in vitro, herdabilidade, inferéncia bayesiana,
modelos lineares generalizados mistos, polimorfismos de um Unico nucleotideo,
Zebu



GENETIC ANALYSES OF IN VITRO PRODUCTION TRAITS FROM DAIRY GYR
DONORS

ABSTRACT- The present study aimed to: 1) estimate genetic parameters for
in vitro production traits of Dairy Gyr donors considering Gaussian and Poisson
distribution; 2) investigate the existence of chromosomal regions that may be
associated with these traits. The data totalized 12,491 records of ovum pick-up from
5,496 Dairy Gyr donors. The traits viable oocyte number (VON) and viable embryos
number (VEN) were analyzed by unitrait animal model considering systematic effects
of contemporary group (ovum pick-up date and herd), age of donor (covariable linear
and quadratic) and pick-up interval (OPU) (covariable linear). Additive genetic,
permanent environmental and residual effects were assumed as random. The
variance components were estimated by generalized linear mixed models under
Bayesian approach. The heritability estimated for VON was 0.12 for both models. For
VEN estimated heritability was 0.02 and 0.03 for Gaussian and Poisson models,
respectively. The repeatability ranged according to the model studied, 0.17 to 0.22
for VON and 0.08 to 0.37 for VEN, employing Gaussian and Poisson models,
respectively. Poisson model showed the best fit to the studied traits, according the
deviance information criterion (DIC). The predicted breeding values of traits using the
different models were high correlated, 0.79 to VON and 0.87 to VEN. Considering the
10% best breeding values the re-ranking of animals for VON was higher when
compared to VEN, suggesting that choosing an appropriated model is important for
selection process of animals. The results of GWAS analysis through GBLUP were
based on the percentage of variance explained by windows of 100 adjacent SNPs.
Only SNPs with additive genetic variance above 1% were considered. The variance
explained by the window with larger effects was 21.22%, observed on chromosomes
1,2, 3,4,5,8, 13, 14, 17 and 27 for NOV. For the NEV trait, the variance explained
by the windows with larger effects was 13.39%, on chromosomes 2, 6, 9, 14, 18 and
25. In these regions genes directly or indirectly related to the studied traits were
identified.

Key words: bayesian inference, general linear mixed models, heritability, in
vitro fertilization, single nucleotide polymorphism, zebu



1. INTRODUCAO

O Brasil € o0 pais que apresenta maior representacdo mundial na producao in
vitro de embrides (PIVE) de bovinos sendo responsavel por cerca de 70% dos
embrides produzidos (IETS, 2015). Estima-se que 92,4% dos embrides produzidos
sdo de racas zebuinas (Viana et al. (2012). Doadoras zebuinas podem ser mais
eficientes do que doadoras taurinas tanto na producéo de odécitos quanto na taxa de
prenhez pdés transferéncia de embrido. Essa diferenca na eficiéncia pode ser
observado em estudo de Watanabe et al. (2017), os quais reportaram valores de
23,8 para o numero de odcitos da raca zebuina Gir Leiteiro e de 19,3 para a raca
taurina Holandesa. Esse comportamento também ocorreu para a taxa de prenhez
apos a transferéncia de embrido, cujo valor foi de 29,9% e de 25,9%,
respectivamente, e 0s autores concluiram que esse resultado foi devido a
superioridade da raca Gir na producdo de odécitos via aspiracao folicular (Watanabe
et al., 2017).

A producdo de embrides depende do estado reprodutivo e fisiolégico das
doadoras, sendo este determinado por fatores como idade, racga, nutricdo, gestacao
e genética (Stroebech et al., 2015). A respeito do componente genético, faz-se
necessario considerar que as caracteristicas de PIVE, geralmente, ndo apresentam
distribuicdo normal, com isso a analise genética das mesmas exige prévia
transformacao de dados (Tonhati et al., 1999) ou mesmo a utilizagao de distribui¢cdes
gue mais se ajustam aos dados como a de Poisson (Asada & Terawaki, 2002; Kong
et al., 2007; Perez et al., 2017) e a Poisson inflacionada de zeros (ZIP) (Perez et al.,
2017).

Jaton et al. (2016) relataram que as caracteristicas reprodutivas de vacas e
novilhas estdo correlacionadas favoravelmente com a resposta superovulatoria.
Segundo Parker Gaddis et al. (2017), é possivel que alguns genes que controlam
essas caracteristicas, sejam também relacionados com as fun¢fes reprodutivas de
fémeas submetidas a inseminacdo natural ou artificial. Quanto a variabilidade

genética, estudos com doadoras de racas leiteiras apresentaram estimativas de



herdabilidade de baixa a moderada para numero de odécitos e embrides (Tonhati et
al., 1999; Merton et al., 2009; Merton et al., 2016; Perez et al., 2017).

Concomitantemente a aplicacdo das biotecnologias reprodutivas, o
desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento do genoma possibilitou a
confeccdo de painéis de marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphisms). Tais
painéis vém sendo amplamente utilizados em estudos de associacdo e selecao
gendmica nas diversas espécies animais e vegetais. Segundo Thomasen et al.
(2016), o uso combinado de biotecnologias reprodutivas e métodos de selecao
gendmica podem aumentar o ganho genético em programas de melhoramento.

A PIVE em combinacdo com programas de selecao e ferramentas gendmicas,
tem possibilitado que fémeas elites produzam mais crias em um curto intervalo de
tempo, reduzindo o intervalo de geracdo e consequentemente incrementando o
ganho genético anual a partir das vacas (Loi et al., 2016; Thomasen et al., 2016).
Adicionalmente, a selecdo de doadoras geneticamente superiores contribui para a
eficiéncia econdmica e a aplicabilidade dessa biotecnologia.

Diante do exposto, objetivou-se comparar modelos assumindo diferentes
distribuic6es (Poisson e normal) para avaliagdo genética das caracteristicas niumero
de odcitos e de embrides em doadoras da raca Gir Leiteiro. Adicionalmente,
realizou-se os estudos de associacdo genomica (GWAS) visando identificar regides

cromossOmicas de maior relevancia para as caracteristicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Raga Gir

A raca Gir, de origem indiana da peninsula de Kathiavar, foi introduzida no
Brasil no ano de 1906. Em seu pais de origem, essa raca € utilizada apenas para a
producéo de leite devido a questdes culturais, porém no Brasil, inicialmente tornou-

se uma raga de duplo proposito. A partir de 1976, a Associacdo Brasileira dos



Criadores de Zebu (ABCZ) iniciou o controle leiteiro oficial e posteriormente, a partir
dos esforcos de criadores e empresas como ABCZ, Embrapa e Abcgil, criou-se o
teste de progénie para leite.

Com o passar dos anos, houve um crescimento populacional de animais
dessa raca, a qual no ano de 2018 apresentou mais de 600.000 animais com
registro provisério (ABCZ, 2018). A raca Gir com esse crescimento exponencial
impulsionado por suas potencialidades como a rusticidade, adaptabilidade e
produtividade tornou-se um importante recurso genético para a producéo de leite em
paises tropicais.

Segundo Fernandes et al. (2019) apds o uso de touros oriundos do teste de
progénie para leite, houve progresso genético para diversas caracteristicas na raca
Gir, 0 que nao era anteriormente constatado, mas ainda algumas caracteristicas nao
responderam satisfatoriamente o processo de selecdo. De acordo com Ventura et al.
(2018), fémeas nascidas de 1976 a 2014 apresentaram incremento de 47 kg de
leite/ano na producédo de leite até 305 dias.

A raca zebuina Gir, segundo Watanabe et al. (2017) apresentou maior
quantidade de odcitos e de embrides produzidos, quando comparada com a raca
Holandesa. Valores de 23,8 para numero de odécitos e de 29,9% para taxa de
prenhes apds a transferéncia de embrides foram observados na raca Gir, quanto
gue a raca taurina apresentou 19,3 e 25,9%, respectivamente. Essa superioridade
na producdo de odcitos e de embrides dos animais zebuinos viabiliza os programas
PIVE. Segundo Viana et al. (2012) desde o inicio da catalogacdo dos dados, mais de
90% dos embrides produzidos no Brasil eram de origem zebuina.

2.2.Numero de oo6citos

Durante a embriogénese é estabelecida uma reserva de odcitos em bovinos e
estes vém a se desenvolver em foliculos priméarios ou primordiais no cortex, que é a
parte externa do ovario. Existe uma ampla variagdo em termos de quantidade e

qualidade de foliculos entre os individuos, o que, segundo Kanitz et al. (2002),



poderia ser uma das explicagdes para a variabilidade da resposta superovulatoria de
fémeas bovinas. Os foliculos tornam-se ativos e passam pelo desenvolvimento
progressivo em intervalos regulares, comecando no final estagio fetal da fémea e
continuam durante a idade adulta da mesma (Britt, 2008). Durante a formac&o do
foliculo primordial, o odécito ainda na primeira préfase meiética, é considerado infértil
e esta condicdo é alterada apenas com a ativacdo folicular durante a puberdade
(Aerts & Bols, 2010).

Segundo Orisaka et al. (2009), o crescimento folicular é dividido em trés
fases, em que na primeira os foliculos primordiais tornam-se primarios e
secundarios, independente da presenca da gonodatrofina. Ja na segunda fase, ou
denominada também de fase antral, esses foliculos comecam a responder a
gonodatrofina devido ao desenvolvimento da cavidade antral e podem ser vistos na
superficie do ovario. Na ultima fase, os foliculos sdo dependentes da gonodatrofina
e comecam a responder ao hormonio foliculo estimulante (FSH), o qual é
responsavel pelo recrutamento dos foliculos e é nesse momento, que muitos
foliculos se tornam atrésicos e nunca chegarao a ovular.

O desenvolvimento folicular durante o ciclo estral ocorre em um padrédo de
ondas e os foliculos sdo classificados em diferentes graus em funcdo de sua
morfologia, mas somente um € selecionado como dominante e a ovulagdo deste
coincide com a quebra do corpo lateo (CL).

O conceito de onda folicular s6 foi possivel por meio do desenvolvimento do
ultrassom por volta do ano de 1980 (Adams te al., 2008). Os foliculos crescem ao
mesmo tempo, como uma onda e usualmente uma fémea apresenta duas a trés
ondas dentro de um ciclo estral. Geralmente, o primeiro cio de uma novilha ocorre
por volta dos oito meses de idade, mas as ondas foliculares ocorrem mesmo antes
da puberdade, ou durante a gestacao (Kanitz, 2003).

As ondas foliculares consistem na proliferacdo e crescimento dos foliculos,
sendo dependentes de estimulos hormonais. Os estagios iniciais do crescimento
folicular ocorrem independentemente dos horménios gonadotroficos (Juengel et al
(2018). Inicialmente, os foliculos antrais tornam-se responsivos e dependentes de
FSH e LH (horménio luteinizante), os quais s@o responsaveis pelo recrutamento e

selecdo do foliculo dominante. Segundo Mapletoft et al. (2009), a cada onda o



foliculo dominante adquire mais receptores de LH, ao contrario dos subordinados, os
quais permanecem sensiveis ao FSH até sofrerem atresia. O foliculo dominante
encerra sua funcdo metabdlica e regride, quando ocorre a supressdao de LH em
funcdo da secrecao de progesterona pelo corpo luteo e caso ndo ocorra fecundacéao,
uma nova onda folicular se inicia.

O numero de odcitos ovulados ao longo da vida de uma matriz € minimo em
comparacao com o numero de odcitos que ela possui ao nascer (Aerts & Bols, 2010;
Lonergan & Fair, 2016), devido a duracdo da vida reprodutiva, estabelecida entre
puberdade e senescéncia, que é em torno de 13 anos (lwata, 2016). Fatores
genéticos, metabdlicos, nutricionais e ambientais influenciam a quantidade e
qualidade de odcitos em bovinos. Houve diferencas favoraveis as doadoras Bos
indicus devido ao tamanho e capacidade ovulatéria do foliculo dominante (Gimenes
et al., 2008), dado que uma melhor populacédo de foliculo antral propicia um maior
ndamero de odcitos (Batista et al., 2014). J& os fatores nutricionais e metabdlicos
afetaram os padrbes das ondas foliculares, as secrecbes dos hormdnios
reprodutivos e a qualidade de odcitos de fémeas pertencentes as racas Gir e

Holandesa (Sales et al., 2015; Baruselli et al., 2016).

2.3. Producao in vitro de embrides

A demanda dos produtores de bovinos leiteiros para potencializar a
multiplicacdo e aumentar o ganho genético de fémeas superiores, impulsionou a
aplicacdo comercial da PIVE. A superovulagéo e a transferéncia de embriées foram
aplicadas comercialmente a partir dos anos 70 (Hasler, 2014).

O Brasil tem produzindo em média 15 odcitos e seis embrides por sesséo (Bo

& Mapletoft, 2013). Esta biotecnologia consiste em: coleta e maturagéo in vitro dos

oocitos, capacitacdo e selecdo dos espermatozoides, fertilizacdo e cultura in vitro
dos embrides. Posteriormente, esses embrides podem ser congelados ou
transferidos a fresco.

A aspiracdo folicular é feita por ultrassonografia transvaginal, que € um



procedimento ndo invasivo e, segundo Van Wagtendonk-de Leeuw et al. (2006),
permite a coleta de foliculos menores com ou sem estimulacdo hormonal. Uma das
limitacOes desta técnica € a baixa producédo de odcitos por ovario e a necessidade
de um instrumento sofisticado para realiza-la (Machado et al., 2006).

Segundo Ball & Peters (2004), apos a aspiracdo, 0Ss 00citos passam por um
periodo de 24 horas de capacitacdo para depois serem expostos aos
espermatozoides para fecundacgéao in vitro. No processo de capacitacao, ocorre uma
série de transformacdes em nivel de nucleo e citoplasma dos odcitos, para que
estes possam ser fecundados e se desenvolver até o estadio de blastdcito. Desse
modo, para a maturacdo nuclear do odécito € necessario retomar a meiose, que
compreende da profase até a metafase. Os principais fatores que afetam
competéncia dos odcitos maturados séo: estresse oxidativo, toxinas e as condigdes
de cultivo in vitro, que podem promover profundos efeitos (Carrel et al.,2005).

Posterior a maturacao dos od0citos, é necessdria a preparacdo do sémen para
a fertilizacédo in vitro. A chamada capacitacdo dos espermatozoides ocorre com a
remocdo de proteinas ligadas ao epididimo e o plasma seminal, tornando-se
essencial para uma série de eventos ligados a fertilizacdo in vitro (Rodriguez-
Martinez & Barth, 2007). Existem diversas técnicas de selecdo dos espermatozoides
gue visam melhorar a qualidade espermatica com aumento da taxa de motilidade
progressiva e qualidade morfologica (Samardzija et al., 2015), aumentando assim a
eficiéncia da producao in vitro de embrides.

A fertilizacdo in vitro é uma combinacdo, dentro de condi¢des laboratoriais
controladas, do odécito maduro com o espermatozoide para formar o zigoto. Este
processo deve permitir 0 metabolismo dos odécitos e células do cumulus, além de
manter a funcéo espermatica eficiente para que ocorra a fecundacéo (Goncalves et
al., 2007). Uma vez fertilizados, os embrides sdo cultivados in vitro por sete dias
antes de sofrerem o0 processo de congelamento e ou transferéncia imediata
(Schefers & Weigel, 2012).

Antes do congelamento ou transferéncia dos embrides frescos deve ser feito
uma avaliagdo visual da qualidade do embrido, fato este que implica na tomada de
decisdo pelo congelamento ou transferéncia imediata (Farin et a., 2007). Uma das

principais vantagens da PIVE € que pode ser praticada em qualquer idade ou
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estagio reprodutivo (Moore & Thatcher, 2006), devido a ocorréncia das ondas
foliculares. Adicionalmente é possivel aspirar odcitos até duas vezes por semana,
aumentando a produtividade por doadora (Schefers & Weigel, 2012).

A producao de embribes apresenta alguns problemas como a variabilidade na
quantidade produzida (Lonergan & Boland, 2011; Tribulo et al., 2011), o fato de
aproximadamente 20% das doadoras nao produzirem embrides seguindo um
protocolo de superovulacédo (Hasler, 2003) e por fim os custos, que em partes séao
altos para a maioria dos produtores, quer seja pela aspiracdo, uso de protocolo

hormonais ou até mesmo o sémen que pode ser de alto valor agregado.

2.4. Andlise genética das caracteristicas numero de embrifes e

odcitos

O numero de o0citos e o numero de embrides sdo caracteristicas
relacionadas com a fertiidade e que apresentam variabilidade genética. A
herdabilidade para numero de embribes varia de 0,03 a 0,16 e para niumero de
oocitos de 0,19 a 0,27 (Tabela 1). Os valores de repetibilidade para essas
caracteristicas variam de 0,13 a 0,40. Segundo Mapletoft (2006), € provavel que
filhas de vacas que apresentam bom desempenho para essas caracteristicas,
também apresentem semelhante desempenho. Mesmo com amplos fatores que
afetam essas caracteristicas pode-se considerar a influéncia de componentes
genéticos e de repetibilidade. A selecdo para essas caracteristicas € importante para
melhorar a eficiéncia de um programa de produgcdo de embrides (Merton et al.,
2009).



Tabela 1. Nimero de informacdes, média, herdabilidade (h?), repetibilidade (r) e
modelo empregado em diferentes estudos para as caracteristicas de numero total de
oocitos (NO) e de embribes viaveis (EV) em racas leiteiras a partir de diversos
estudos.

Referéncia In N Raca Caracteristica Média h? r Modelo
vivo/in
vitro

Tonhati et In vivo 1.562 Holandesa EV 59 0,03 0,13 Gaussiano sem

al., 1999 transformacgé&o dos
dados

Asada & Invivo 306 Holandesa EV 4,42 0,09 0,34 Gaussiano sem

Terawaki, transformacao dos

2002 dados

Eriksson et Invivo 761 Suica EV 3,55 0,12 0,40 Gaussiano sem

al., 2007 transformacgéo dos
dados

Konig et al., Invivo  4.196 Holandesa EV 4,84 0,10 - Poisson

2007

Merton et Invitro  18.702 Holandesa NO 7,8 0,25 - Gaussiano com

al., 2009 dados transformados
10910

EV 1,1 0,10 -
Jaton et al., In vivo 137.445 Holandesa EV 7,6 0,14 0,23 Gaussiano com
2016 dados transformados

logio € anscombe

Perezetal., Invitro 5.173 Guzera NO 11,0 0,19 0,32 Gaussiano com
2016 dados transformados
10910

EV 4,0 0,14 0,20
Perezetal., Invitro 5.173 Guzera NO 11,0 0,25 0,62 Poisson
2017

EV 4,0 0,20 0,50
Parker Invitro  13.159 Holandesa NO 7,6 0,27 0,40 Gaussiano com
Gaddis et dados transformados
al., 2017 10010

EV 511 0,15 0,30




2.5.Modelagem das variaveis discretas resultantes da PIVE

O modelo linear misto (Linear Mixed model - LMM) é muito utilizado em
melhoramento animal e pressupde a normalidade dos residuos. Portanto, quando a
variavel resposta é discreta, como no caso dos dados de contagens, geralmente a
mesma é transformada usando escala logaritmica (log10 [X+1]). Tal transformacéo
ja foi amplamente empregada para modelar caracteristicas resultantes da PIVE
como numero de odécitos e embride (Merton et al., 2009; Jaton et al., 2016; Perez et
al., 2016).

Os modelos lineares generalizados mistos sdo uma extensdo do LMM, porém
permitem a utilizagdo de distribuicbes ndo normais via conceito de “funcéo de
ligagdo”. Esta fungao define a relagao entre o valor esperado da variavel resposta e
o preditor linear. Entretanto, sdo escassos os estudos utilizando distribuicbes néo
normais para caracteristicas advindas da PIVE (Koning et al., 2007;Perez et al.,
2017).

Independente da estratégia adotada para modelagem das variaveis discretas
pressupde-se que também estas sejam afetadas por diversos genes (modelo
infinitesimal), ou seja, existe uma varidvel continua e normalmente distribuida

representada por uma categorica.

2.6.Estudo de associacdo gendomica ampla (GWAS)

No genoma o tipo mais abundante de mutacdes sdo os polimorfismos de um
anico nucleotideo (SNP), cuja frequéncia pode ser afetada por pressao de selecao e
fatores exdgenos (Moutain et al., 1992). Os SNPs sdo em sua maioria dialélicos,
sendo que para serem considerados marcadores moleculares é necessario que o
alelo de menor frequencia (MAF) esteja presente em pelo menos 1% da populagéo

avaliada (Brookes, 1999). Existe estabilidade dessas variacdes genbmicas que



10

sugerem que marcadores significativos para uma racga ou populagcédo nao sejam para
as demais, pois 85% dos SNPs sdo comuns dentro de uma mesma espécie e 15%
especificos para cada populacédo (Hawken et al., 2012).

Segundo Wang et al. (2005) uma das vantagens do GWAS seria inicialmente
a ndo exigéncia de conhecimento profundo referente aos processos fisioldgicos e
bioquimicos envolvidos na expressao dos fenoétipos estudados. Estudos de GWAS
baseiam-se na identificagdo de SNPs em desequilibrio de ligacdo (LD) com loci de
caracteristicas quantitativas (QTL) de efeitos maiores (Hayes & Goddard, 2010).
Para quantificar a associagdo entre os SNPs e a caracteristica estudada, tém sido
propostos diferentes métodos (VanRaden, 2008), jA& que como desafio tem-se a
estimacdo de um grande numero de efeitos a partir de um ndmero limitado de
observacbes, tamanho amostral, a colinearidade advinda do LD entre os
marcadopres e a interpretacdo dos resultados (Resende et al., 2008).

Nos estudos de GWAS tém sido aplicadas diferentes metodologias
estatisticas como inferencia Bayesiana (ex. BayesA, BayesB) ou métodos classicos
(ex. GBLUP, RRBLUP) assumindo variancias especificas para cada marcador, que
assim possam explicar diferentes proporcfes da variancia genética da caracteristica
estudada. Segundo Wang et al. (2014), abordagens GBLUP, as quais consideram
uma distribuicdo normal para os efeitos dos SNPs, tiveram melhor desempenho
devido a natureza poligénica das caracteristicas estudadas. Entretanto, experiéncias
com conjunto de dados reais indicaram que metodologias Bayesianas impactaram
na reducédo da acuracia por ignorarem SNPs com menor efeito (Cole et al., 2009).

Ainda sdo escassos na literatura estudos de GWAS para caracteristicas
oriundas da PIVE (Parker Gaddis et al., 2017; Jaton et al., 2018).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Dados fenotipicos

Os dados fenotipicos empregados nas analises foram fornecidos por
diferentes laboratérios que realizaram a OPU e a PIVE e continham informagées do
rebanho em que a doadora foi aspirada, data da aspiracdo folicular, numero de
odcitos viaveis (NOV) e numero de embrides viaveis (NEV). O arquivo de genealogia
fornecido pela ABCZ continha as informacfes de registro dos animais e data de
nascimento das doadoras devidamente cadastradas.

Dados resultantes da PIVE de 5.496 doadoras da racga Gir Leiteiro foram
coletados de 2004 a 2016, por seis diferentes empresas comerciais de producao de
embribes, com numero meédio de 4,6 aspiracdes foliculares por animal (OPU),
totalizando 12.491 informacdes analisadas. Inicialmente o banco de dados continha
26.535 informacgbes de aspiracOes de vacas Gir Leiteiro e producdes de embribes
provenientes de diferentes acasalamentos com touros pertencentes as racas
Holandesa ou Gir Leiteiro. Alguns acasalamentos combinaram mais de um touro,
caracterizando um pool de touros. Estes acasalamentos foram codificados para a
inclusdo do efeito de touro (ou pool de touros) usado no acasalamento aninhado
dentro de raca.

As caracteristicas analisadas foram: niumero de odcitos viaveis (NOV), obtidos
a partir da OPU e numero de embries viaveis (NEV), obtidos ap6s a maturacéo e
fecundacao dos odcitos viaveis.

Para as analises foram mantidas informacdes de doadoras com o intervalo
minimo de sete dias entre as OPUs. A idade minima das doadoras foi de um ano, e
a maxima, de 16 anos. Considerou-se como grupo de contemporaneas as doadoras
provenientes do mesmo rebanho, cujas aspiracfes ocorreram na mesma data e no
mesmo laboratorio responsavel pelo procedimento. Foram realizadas analises de

consisténcias dentro de grupos de contemporaneas considerando-se a média do
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grupo + 3,5 desvios-padrdo para cada fendtipo estudado e, no minimo, cinco
doadoras por grupo.

O arquivo de pedigree contemplou até cinco geracdes anteriores, e totalizou
12.354 animais, dentre os quais 6.858 eram ancestrais sem dados fenotipicos.

A estatistica descritiva referente as caracteristicas NOV e NEV de doadoras
Gir Leiteiro foi descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Mediana, média, desvio-padrao (DP), coeficiente de variacdo (CV), valores
de minimo e de méaximo e numero de observacfes com valores iguais 0 na base de
dados para as caracteristicas estudadas de doadoras Gir Leiteiro.

Caracteristica N Mediana Média Moda DP CV (%) Minimo Maximo N° de
zeros

NOV 12.076 12 15,32 5,00 12,14 79,21 1 70 0

NEV 12426 2 3,65 0 4,66 127,45 0 32 4.513

NOV= nimero de odcitos viaveis; NEV= nimero de embrifes viaveis;

O numero de doadoras com observacfes para as caracteristicas estudadas
de forma generalizada, informa¢des do arquivo de genealogia e nimero de grupos
de contemporaneas estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Estrutura dos dados para as caracteristicas estudadas de doadoras Gir
Leiteiro

Informagdes NOV NEV Ambas
Numero de informagfes validas 12.076 12.426 12.011
Numero de fémeas com observacdes 5.250 5.459 5.213
Numero de fémeas com pais conhecidos 5.230 5.439 11.968
Numero de fémeas com méaes conhecidas 5.209 5.416 11.938
Numero de grupo de contemporaneas 1.122 1.057 1.084

NOV= nuimero de odcitos viaveis; NEV= nimero de embrides viaveis;

3.2.Dados genotipicos

O arquivo de gendtipo de forma ampla, contemplou um total de 563 touros e
19 matrizes nascidos entre 1964 a 2013, os quais foram genotipados com o
BovineHD BeadChip (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), totalizando 777.962
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marcadores. Outras 1.955 matrizes foram genotipadas com o BovineSNP50
BeadChip (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), que continha 54.609 SNP e mais
662 matrizes genotipadas com o GGP-LD Indicus BeadChip (GeneSeek® Genomic
Profiler Indicus 30 K), que continha 27.533 marcadores. Foi realizado o processo de
imputacédo via FIMPUTE 2.2 software (Sargolzaei et al., 2014), de forma que painéis
de menor densidade foram imputados para o nivel HD, com acurécia de imputacao
de 0,99, em média. Marcadores e amostras foram também editados para call rate
(<90%)

O controle de qualidade das informacdes genotipicas foi realizado
considerando 0s seguintes critérios para exclusdo de SNPs: MAF< 0,02; HWE p-
value <10, Apenas SNPs de cromossomos autossémicos foram incluidos nas
andlises. Apoés o controle de qualidade, restaram informacfes de 3.109 animais e
510. 569 SNPs. Dos animais genotipados, 369 apresentaram informagdes

fenotipicas para ambas as caracteristicas.

3.3. Estimativas de componentes de variancia e parametros genéticos

A andlise genética das caracteristcas NOV e NEV foram realizadas
considerando as distribuicbes Gaussiana e de Poisson. Na distribuicdo Gaussiana,
assumiu-se o seguinte modelo:

y = XB + Za + Wpe + e, (1)

em que: y € o vetor de observacdes (NOV e NEV); B € o vetor de efeitos
sistematicos de meio (Grupo de contemporaneas, touro utilizado na PIVE aninhado
dentro de raca, considerando-se trés codigos: 1 para raca Gir, 2 para a raga
Holandesa e 3 para pool de touros (apenas para a caracteristica NEV); idade na
OPU - efeitos linear e quadratico; intervalo entre OPUs em dias); a € o vetor de
efeito aleatorio genético aditivo; pe é o vetor de efeito aleatério de ambiente
permanente; e € o vetor do efeito residual; X,Z e W sdo matrizes de incidéncia dos

efeitos sistematicos e aleatorios, respectivamente.
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Adicionalmente, assumiu-se que: y|B,a,pe, o3, 05, 06 ~ N(XB + Za + Zpe,
162), sendo | uma matriz identidade; B|og ~ N(0,103), com of igual a 1 x 10°, que
corresponde a uma priori ndo-informativa; alo2 ~ N(0,Ac?), onde A é a matriz de
parentesco baseada em pedigree; pe|oZe ~ N(0,I03); 02|ve, SZ ~ X %(ve, S2),
031Va, S2 ~ X"2(Va, S3), 03¢l Vpes She ~ X~ (Vpes SBe ), 5€NdO (Va, S3), (Vpe, SZe) € (Ve, S2)
hiper-parametros especificados analogamente e x 2 a distribuicdo qui-quadrado
escalonada invertida
Sob o enfoque da distribuicdo Poisson, utilizou-se o modelo generalizado
misto proposto por Hadfield & Nakagawa (2010a), o qual estd fundamentado em
uma variavel latente (I) como segue:
l =XB +Za + Zpe + e, (2)

em que: 1 é o vetor da variavel latente (geralmente denominada como liability) de
acordo com o parametro canbnico da distribuicdo nao-normal (Poisson); e
B,a,pe e, XeZ sdo os mesmos como definido em (1). Sob esta abordagem,
1|B,a, pe, 03, 05, 05~N(XPB + Za + Zpe, IoZ). Segundo Hadfield (2010b), a distribuicéo
de probabilidade de y dado a variavel latente I para o modelo Poisson € descrita por:
P(y|D = ITi fp(yil exp(1)).

As distribuicbes a posteriori para os parametros dos modelos Gaussiano e
Poisson foram obtidas por meio da simulagcédo Monte Carlo via Cadeias de Markov
(MCMC). Tal processo foi implementado no pacote MCMCglmm (Hadfield &
Nakagawa, 2010a) do software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016). Para o
modelo Gaussiano, 100.000 amostras foram geradas, assumindo um periodo de
burn-in de 10.000 e intervalo de amostragem de 10 iteracbes. Para o modelo
Poisson, devido a sua complexidade, foram geradas 300.000 amostras, sendo
100.000 e 10 iteragcbes assumidas para o burn-in e o intervalo amostral,
respectivamente. A convergéncia das cadeias foi avaliada pelos critérios de Geweke
(GEWEKE, 1992), Raftery e Lewis (RAFTERY & LEWIS, 1992) e Heidelberger e
Welch (HEIDELBERGER & WELCH, 1983), os quais estdo disponiveis no pacote
BOA (SMITH, 2007) do software R.
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A partir dos valores gerados (i=1,2,...,N iteragdes) via amostragem MCMC
para os componentes de variancia, obteve-se as distribuicbes marginais a posteriori

para herdabilidade e repetibilidade como segue:

20 o2 M 62 My 520

a
2 (1) 2 (1)
Oy +Ope +

— e r) = — : —_
20 20, 20,570

em que: 03,05, € 0; S80 as estimativas das variancias genético aditiva, ambiente
permanente e residual, respectivamente, e i representa cada iteracdo MCMC.
Posteriormente, os modelos foram comparados com base no DIC (Deviance

Information Criterion) descrito por Spiegelhalter et al. (2002):

DIC = D(6) +2p,

sendo: D(0) o valor estimado do desvio obtido por substituicdo dos parametros pelas
respectivas estimativas (médias a posteriori) na fungéo de verossimilhanca; e p, 0

namero de parametros efetivo do modelo. Modelos com menores DIC indicam
melhor ajuste dos dados e menor grau de complexidade. A correlacdo de Spearman
entre valores genéticos preditos para as duas caracteristicas em cada modelo foi
calculada para avaliar possiveis alteracdes na classificacdo dos animais de acordo

com o modelo empregado.

3.4.Estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS)

A metodologia GBLUP foi utilizada no estudo de GWAS, considerando como
variavel dependente, os valores genéticos preditos pelo modelo (Gaussiano ou
Poisson) mais indicado através do DIC. Para a caracteristica NOV a analise
considerou 1.072 animais e para NEV 1.027, ambas baseadas no seguinte modelo:

y=pnp+Wg+e 3)

onde y € o vetor de valores genéticos preditos para as caracteristicas

estudadas; u € a média geral; W € uma matriz (nxp) que consiste nos genétipos de p

marcadores SNP para cada um dos n animais, g € um vetor com valores genéticos
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dos animais; e é o vetor dos feitos residuais. Assume-se que g~ N(0, Go2), onde G é
a matriz de parentesco gendmica e g2 é a variancia genética aditiva e e~ N(0, Io2),
onde | € uma matriz identidade e 62 é a variancia dos efeitos residuais;

A matriz de parentesco gendmica G foi calculada conforme apresentado por
VanRaden (2008):

G=ZDZ’A

em que: Z é a matriz de gendtipos ajustada para a frequéncia alélica, D é uma
matriz de ponderadores para os SNPs (Inicialmente, D=I), e A € um fator de
ponderacéao:

B 042 1

A=-2 =
oé Z{VL1 2p;(1—p;)

Os efeitos dos SNPs foram derivados de forma iterativa a partir dos valores
genéticos dos animais. Foram consideradas duas iteracdes para o célculo dos
efeitos dos SNPs, conforme cenario “S2” do algoritmo proposto por Wang et al.
(2012).

O percentual da variancia genética explicada por janelas de 100 SNPs
adjacentes foi calculada de acordo com Wang et al. (2014):

Var (a; Var (312 z.4.
gl)xloo%: (121;J)

a Ua

x 100 %

onde, a; € o valor genético de cada regido com 100 SNPs adjacentes, ¢ € a
variancia genética total, Z; € o vetor com o genotipo do SNP para todos os animais e
G € o efeito estimado para cada SNP dentro de cada janela.

Graficos do tipo Manhattan, contendo a variancia explicada pelas janelas
formadas por 100 SNPs adjacentes, foram utilizados na identificacdo de regides
cromossOmicas de maior efeito sobre as caracteristicas. O banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) foi utilizado na identificagcdo dos

genes presentes nas janelas de maior efeito.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Componentes de variancia e parametros genéticos

Nas andlises de convergéncia, todas as variancias estudadas passaram nos
testes de convergéncia para Heidelberger & Welch e Raftery & Lewis.
Adicionalmente, para o teste de Gewke o p-valor foi ndo significativo a 0,05,
indicando que o numero de iterac¢des foi suficiente.

As estimativas dos componentes de variancia sao apresentadas na Tabela 4.
Para a distribuicdo Gaussiana, o componente de variancia € mostrado na escala
observada, enquanto que para Poisson seus componentes de variancia sao

expressos na escala de preditor linear [log (A)].

Tabela 4. Média, mediana, moda, desvio-padrdao (DP) e intervalos de maior
densidade a posteriori (95% IC) da variancia genética aditiva (¢2), de ambiente
permanente (o;,) e residual (oZ) das caracteristicas e modelos estudados.

Parémetro Distribuicéo Média Mediana Moda DP 95% IC
Numero de odcitos viaveis
gg Gaussiano 14,21 14,06 9,18 3,46 8,11-21,36
o'ge Gaussiano 12,4 12,33 17,31 2,82 6,69-17,77
03 Gaussiano 92,1 92,1 93,13 1,66 88,91-95,33
gg Poisson 0,05 0,05 0,04 0,01 0,03-0,08
gge Poisson 0,05 0,05 0,06 0,01 0,02-0,07
03 Poisson 0,33 0,33 0,33 0,01 0,31-0,34
Numero de embrides viaveis
gg Gaussiano 0,31 0,28 0,31 0,17 0,04-0,66
o'ge Gaussiano 0,8 0,81 0,91 0,23 0,35-1,25
062 Gaussiano 12,22 12,22 12,20 0,22 11,81-12,68
gg Poisson 0,02 0,02 0,03 0,01 0-0,04
o'ge Poisson 0,04 0,04 0,03 0,02 0-0,07
gg Poisson 0,6 0,6 0,58 0,02 0,56-0,64

*Valores obtidos para distribuicdo Poisson estdo na escala de preditor linear [log (A)].
Os modelos empregados para as analises das caracteristicas estudadas nao
diferiram em relacdo ao particionamento das variancias como pode ser constatado

pelas estimativas de herdabilidade (Tabela 5), diferentemente do resultado obtido
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por Perez et al. (2017), em que houve diferentes propor¢cdes das variancias
genética, residual e de ambiente permanente em funcdo do modelo.

E escasso 0 numero de estudos na literatura que reportam as estimativas de
variancia para o componente de ambiente permanente para as caracteristicas
resultantes da PIVE. No presente estudo, o intervalo entre as aspiragdes foliculares
variou de 7 a 2.561 dias, o que pode ter afetado o particionamento das variancias e
inflacionado as variancias residuais, como foi observado (Tabela 4).

Os intervalos de maior densidade a posteriori tiveram menor variagdo para
ambas caracteristicas estudadas com a distribuicdo de Poisson, ao contrario da
distribuicdo Gaussiana (Tabela 4), corroborando com os resultados encontrados
pelos autores Perez et al. (2017). Menores variagcdes nos intervalos de maior
densidade a posteriori denotam maior concentracao de distribuicdo do parametro.

As estimativas de média, mediana, moda, desvio-padrao (DP) e intervalos de
maior densidade a posteriori (95%IC) para herdabilidade e repetibilidade das
caracteristicas e distribuicbes estudadas sdo apresentadas na Tabela 5. A
herdabilidade estimada para NOV foi de 0,12 para os dois modelos, enquanto que
para NEV as estimativas de herdabilidade foram de 0,02 e 0,03 para o modelo
Gaussiano e Poisson, respectivamente. Maior variabilidade genética foi encontrada
para a caracteristica NOV do que para NEV. Os menores valores de DIC (Tabela 5)
indicaram que o modelo de Poisson proporcionou o melhor ajuste, para ambas as

caracteristicas.
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Tabela 5. Média com erro-padréo (entre paréntese), mediana, moda, desvio-padréo
(DP) e intervalos de maior densidade a posteriori (95% IC) das estimativas de
herdabilidade (h?) e repetibilidade (r) com os respectivos valores de DIC para as
caracteristicas e modelos estudados.

Parametro Distribuicdo  Média Mediana Moda DP 95% IC DIC
NUmero de od6citos viaveis

h? Gaussiano 0,12 (0,00) 0,12 0,08 0,03 0,07-0,17

r Gaussiano 0,22 (0,00) 0,22 022 002 019-025 150131

h2 Poisson 0,12 (0,00) 0,12 0,09 0,03 0,07-0,18

r Poisson 0,24 (0,00) 0,24 024 022 0720027 (344642
Numero de embrides viaveis

h2 Gaussiano 0,02 (0,00) 0,02 0,02 0,01 0-0,05 66.639.82

r Gaussiano 0,08 (0,00) 0,08 0,09 0,01 0,06-0,11 ' ’

h?2 Poisson 0,03 (0,000 0,02 005 0,02 0-0,07 43187 32

r Poisson 0,09 (0,00) 0,09 0,10 0,02 0,05-0,13 ) '

Para os parametros descritos na Tabela 5, a amplitude dos intervalos de
maior densidade a posteriori foi mais concentrada com uma variagéo de 0,05 a 0,11
para os diferentes modelos e caracteristicas estudadas, favoravelmente esse tipo de
comportamento indica uma menor dispersao dos parametros. No estudo de Perez et
al. (2017) a repetibilidade, independente do modelo empregado, apresentou uma
menor variacdo na amplitude (0,06 a 0,09 de 1C-95%) para ambas caracteristicas
(NOV e NEV), enquanto que para a estimativa de herdabilidade houve uma maior
variacéo (0,11 a 0,22 de 1C-95%).

Em geral, essas estimativas de herdabilidade para NEV e NOV foram
inferiores aquelas reportadas na literatura (Merton et al., 2009; Perez et al., 2016;
Perez et al., 2017), que pode ser explicada pelas diferentes estruturas dos bancos
de dados, principalmente por se tratar de informacdes provenientes de diferentes
laboratorios de reproducédo animal, além dos processos de selecdo, dentre outros
fatores.

Estimativas de herdabilidade para NEV na producédo in vivo de embrides
foram relatadas em estudos com doadoras da raca Holandesa, e estas foram de
pequena magnitude, 0,03 (Tonhati et al., 1999), 0,09 (Asada & Terawaki, 2002), 0,10
(Konig et al., 2007) e de 0,13 (Jaton et al., 2016). No presente estudo, independente
da abordagem metodologica empregada, a estimativa de herdabilidade para NEV

foi, praticamente nula, indicando que uma pequena parte da variancia genética foi
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explicada pelos modelos e uma grande parte de fatores n&o considerados nos
modelos inflacionou, principalmente, a variancia residual.

A caracteristica NEV em comparacdo com a caracteristica NOV apresenta
adicionalmente o fator da qualidade do sémen capacitado para 0 processo in vitro.
Silva et al. (2015) constataram a influéncia da qualidade do sémen para a expressao
da caracteristica NEV de doadoras da raca Gir. No presente estudo, 23% dos touros
utilizados eram da raca Holandesa, 13% da raca Gir e 64% de pool de touros entre
essas duas racas. Essa fonte de variacdo para a caracteristica NEV no presente
estudo foi parcialmente corrigida no modelo considerando a identificagcdo do touro
aninhado dentro de raca.

Considerando a nao transformacdo para NOV e NEV e dois diferentes
modelos, Gaussiano e Poisson, os autores Perez et al. (2017), obtiveram estimativas
de herdabilidade de 0,16 e 0,25 e de 0,10 e 0,20, respectivamente. Esses autores
concluiram que o melhor modelo para andlise dessas caracteristicas foi o de
Poisson, corroborando com o resultado encontrado no presente estudo.

As estimativas de repetibilidade de NEV foram inferiores a NOV, resultado
semelhante ao constatado pelos autores Perez et al. (2017), cujas estimativas
variaram de 0,54 a 0,63 para NOV e de 0,35 a 0,50 e para NEV, considerando as
distribuicbes Gaussiana e Poisson, respectivamente. As estimativas de
repetibilidade foram, em geral, inferiores as estimativas relatadas na literatura (Jaton
et al. 2016; Perez et al. 2016; Perez et al. 2017; Packer Gaddis et al., 2017).

A correlacdo de Spearman entre os valores genéticos preditos para NOV,
para os dois modelos foi de 0,79, enquanto que para NEV a correlagéo foi um pouco
superior, de 0,87. Ao considerar apenas 0s 10% maiores valores genéticos preditos,
a proporcao de individuos selecionados em comum pelos dois modelos, foi de 30%
para NEV e de 70% para NOV. Estes valores denotam mudangas importantes na
classificagdo dos animais, em funcdo do modelo empregado, para ambas as
caracteristicas, contudo a maior mudanca foi para NEV em funcdo da menor
guantidade de individuos em comuns, ressaltando assim a particularidade dessa
caracteristica frente ao modelo e distribuicdo estudados.

Os coeficientes de correlacdo de Spearman entre 0s valores geneéticos

preditos para os diferentes modelos foram moderadas e houve dependéncia do
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modelo adotado, contrario aos resultados obtidos por Ayres et al. (2013) e Perez et
al. (2017). Dessa maneira, nota-se que a adocdo de um modelo adequado para
essas caracteristicas de contagem, como o Poisson, pode impactar na correta
identificacdo dos candidatos a selecéo.

4.2. Estudo de associagdo gendémica ampla (GWAS)

As janelas que se destacaram quanto a variancia explicada (acima de 1%)
para as caracteristicas NOV e NEV, na segunda iteracdo estdo demonstradas,
respectivamente, nas Figuras 1 e 2.

NOV

Varidncia (%)

CROMOSSOMO

Figura 1. Gréfico do tipo Manhattan com a propor¢cdo da variancia (%) explicada
pelas janelas compostas por 100 SNPs adjacentes para a caracteristica nUmero de
odcitos viaveis (NOV).
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NEV

Varidnga (%)

-

CROMOSSOMO
Figura 2. Grafico do tipo Manhattan com a propor¢do da variancia (%) explicadas
pelas janelas compostas por 100 SNPs adjacentes para a caracteristica numero de
embrides viaveis transformada (NEV).

Os resultados da andlise de GWAS mostraram janelas que se destacaram
quanto a variancia explicada para as caracteristicas estudadas (Figuras 1 e 2). As
janelas de maior efeito para NOV e NEV somadas explicaram 21,22% e 13,39% da
variancia genética aditiva, respectivamente. Estas janelas estdo localizadas nos
cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 8, 13, 14, 17 e 27 para NOV e 2, 6, 9, 14, 18 e 25 para

NEV, totalizando 65 e 32 genes identificados, respectivamente (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6. Cromossomo (Chr), posicéo, identificacdo dos genes e proporcado da
variancia explicada pelas janelas de maior efeito para a caracteristica numero de
odocitos viaveis (NOV).

Chr Posicéo (pb) Genes Variancia
(%)
1 37780337 - 38176853 ARL13B;PROS1;STX19;NSUN3 1,35
2 36992390- 37498570 TANC1;BAZ2B;WDSUB1 1,82
2 49984231- 50470083 - 1,22
2 120000000- 120000000 - 1,06
3 43815022- 44147021 PLPPR4 1,55
4 51673106- 52248017 MET;ST7;CAPZA2;CAV1 e CAV2 2,38
5 40351712- 40654636 MUC19;CNTN1 2,30
8 46119159- 46384252 PTAR1 2,49
13 25798085- 26258112 ARHGAP21;PRTFDC1;ENKUR;THNSL1;G 1,45
PR158
14 1433215- 1967325 ZNF 7,16 e 34; RPL8; COMMDS5; 1,04
MROH1;ARHGAP39;MIR2308;LRRC 14 e
24;MFSD3;GPT;PPP1R16A;FOXHL;KIFCZ;
CYHR1;TONSL;VPS28;SLC39A4;CPSF1;A
DCK5;SLC52A2;FBXL6; TMEM249;SCRT1;
DGAT1;HSF1;BOP1;SCX;MROH8;MIR183
9;HGH1;MAF1;CYC1;SHARPIN;GPAAL;EX
OSC4;0PLAH;SMPD5
17 72055006- 72402076 SMTN;SELM;INPP5J;PLA2G3;RNF185;LIM 2,64
K2;PIK3IP1;PATZ1;DRG1;EIF4ENIF1;SFI1
27 6948856- 7363812 VEGFC 1,92
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Tabela 7. Cromossomo (Chr), posicdo, identificacdo dos genes e proporcdo da
variancia explicada pelas janelas de maior efeito para a caracteristica numero de
embrides viaveis (NEV).

Chr Posigao (pb) Genes Variancia

(%)

2 120000000 — - 1,22
120000000

6 20097696- 20356424 TBCK;AIMP1;GIMD1 6,02
9 7046940- 7379768 - 1,18
14  28427843-29031539 ASPH;CLVS1 1,13
18 30741380- 31428757 TRNAC-ACA 1,78
18 44464191- 45030628 LSM14A;KIAA0355;GP1;PDCD2L 1,05
25 34443034- 35277806 HIP1;CCL 24 e 26; 1,01

RHBDD2;POR; TMEM1201;STYXL1;M
DH2;SRRM3;HSPB1;YWHAG;SSCA4D;
ZP3DTX2;UPK3B;UPK3BL;POLR2J;L
RWD1;ALKBH4;0RAI2;PRKRIP1;SH2
B2;,CUX1

Para a caracteristica NOV, foi identificado o gene PATZ1, localizado no
cromossomo 17, que possui relacdo com o desenvolvimento ovariano, segundo
Adona et al. (20019). Os genes CAV1 e CAV2 (caveolin), ambos localizados no
cromossomo 4, foram identificados para a caracteristica NOV. De acordo com
Rispoli et al. (2013), estes genes controlam o horménio foliculo estimulante (FSH), o
qual tem como uma de suas principais funcdes, estimular o desenvolvimento
folicular. A presenca da proteina caveolina pode controlar os niveis do FSH e,
consequentemente, impactar no desenvolvimento folicular. Diouf et al. (2006),
sugeriram que a caveolina nas células da granulosa do foliculo ovariano
provavelmente contribui para o controle no aumento da membrana receptora que
ocorre no momento da ovulacéo e luteinizagao.

Para a caracteristica NOV foram identificados também os genes PLA2G3 e
PIK3IP1, que possuem relacdo positiva com as caracteristicas ligadas a
circunferéncia escrotal, segundo Soares et al. (2017). Segundo Van Melis et al.
(2010), existe correlagdo genética positiva (0.30) entre circunferéncia escrotal e
precocidade de prenhez de novilhas, caracteristica que pode ser indicativa de uma
boa capacidade folicular.

Segundo Neupane et al. (2017), o gene PLA2G3 influencia o metabolismo de

lipidios e a sinalizac&o do Fc epsilon RI, os quais sdo membros da familia de genes
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da enzima fosfolipase A2 (PLA2) relacionada com a sintese de prostaglandina. A
prostaglandina desempenha papel fundamental nas ondas foliculares, pois €
responsavel pela regressao do corpo lateo, que tem como consequéncia a retomada
das ondas foliculares. Soares et al. (2017) também reportaram associacdo entre o
PLA2G3 e caracteristicas de circunferéncia escrotal (maturidade).

Localizados no cromossomo 14, os genes ZNF’s, chamados de “dominios de
ligacao do DNA”, sao responsaveis pela sintese de proteinas elementos responsivos
aos esteroides no DNA, logo entdo, ativam a sintese de proteina podendo afetar no
grau de fertilidade dos animais. De acordo Hand et al. (2017), um terco das
proteinas ZNF contém um terminal conhecido como dominio de caixa associado a
Kruppel, o qual é responsavel pela maturacdo do odcito e o desenvolvimento
embrionario em fase precoce. Esses genes podem regular a foliculogénese e
impactar na fertilidade dos animais, conforme constatado por Moore et al. (2016).

Ao analisar a taxa de prenhez e de concepcdo de novilhas, ambas
relacionadas a NOV, Cochran et al. (2013) identificaram o gene CPSF1. Um SNP no
DGAT1 localizado proximo ao CPSF1 foi associado com caracteristicas como o nao
retorno ao primeiro servico, considerando 28 e 56 dias, idade a puberdade, nimero
de inseminagbes por concepcdo e taxa de concepcgdo, todas estritamente
relacionadas a NOV (Collis et al., 2012).

De acordo com Demeter et al. (2009) e Hill et al. (2016), em estudos
realizados com bovinos da raca Holandesa, o gene DGAT foi significativamente
associado com diferentes caracteristicas reprodutivas tais como quantidade de
servigos por concepcdo e periodo de servico, as quais sdo diretamente relacionadas
a caracteristica NOV no presente estudo. O gene DGAT1 parece ser um forte gene
candidato para producdo de leite assim como para caracteristicas reprodutivas
(Collis et al., 2012;Rychtafova et al., 2014).

Na PIVE, segundo Orozco-Lucero & Sirard (2014), a competéncia ou
potencial de desenvolvimento refere-se a habilidade de odcitos ou embrides nas
fases iniciais chegarem ao estagio de blastécitos. Para identificar essa capacidade,
alguns marcadores moleculares tém sido empregados como o RPL8, o qual esta
associado na competéncia dos oécitos em atingir o estagio Il de maturacdo, o qual

esta relacionado com a quantidade de odcitos viaveis. No presente estudo, o gene
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RPL8 foi identificado para a caracteristica NOV, corroborando com os autores
citados anteriormente. Leroy et al. (2012) relataram que esse gene foi significativo
ao aumento de odcitos competentes aspirados de foliculos em crescimento.

Para a caracteristica NEV, foi identificado o gene CCL6, que esta localizado
no cromossomo 25. Segundo Smith et al. (2019), este gene foi considerado de alta
regulacdo na producdo de embrides, vistas ao desenvolvimento, qualidade e
competéncia. O CCL6 é expresso no polo TE do embrido bovino e sua sintese
poderia configurar um gradiente de quimiocina, o qual facilita diretamente o
movimento das células para o blastocoele (forma expandida do blastécito) (Negron-
Pérez et al., 2017b).

Localizado no cromossomo 25, o gene CCL24 foi identificado para a
caracteristica NEV, sendo que 0 mesmo atua na expressao no pico do blastécito em
torno dos sete dias do desenvolvimento embrionario de bovinos (Negrén-Pérez et
al., 2017a). Em outro estudo com embrides de bovinos, constatou-se que o0 gene
CCL24 auxilia no arranjo espacial da massa celular interna do embrido (Negrén-
Pérez et al., 2017b), impactando em sua capacitacao.

Em um estudo sobre a expressdo de genes envolvidos no controle da
fertilidade no endométrio uterino bovino, relatou-se a funcionalidade do gene
YWHAG no metabolismo de lipidio e no desenvolvimento de tecidos durante o
desenvolvimento embrionario (Waters et al., 2012). A capacidade de
desenvolvimento celular do embrido, apdés a fecundacéo, impacta diretamente na
caracteristica estudada NEV. Outro estudo detectou abundancia da proteina
YWHAG em estagios iniciais do desenvolvimento embriondrio, aumentado
significativamente no fluido luminal uterino de novilhas prenhes em torno dos 19 dias
(Forde et al., 2015).

Para ambas as caracteristicas estudadas, NOV e NEV foram identificadas
regides do genoma que se destacaram quanto ao percentual da variancia genética,
porém sem nenhuma regido genémica comum entre elas, ou seja, sem possivel
efeito pleiotropico. No entanto, denotou-se que nessas regides foram relacionados
genes candidatos importantes para o0s determinantes genéticos que afetam a

expresséo de ambas as caracteristicas.
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5. CONCLUSOES

O modelo Poisson proporcionou melhor ajuste de nimero de odcitos viaveis e
namero de embrides viaveis em doadoras da raca Gir, sendo, portanto, o modelo
recomendado para a andlise genética de ambas as caracteristicas. As
caracteristicas da producdo in vitro de embrides possuem baixas estimativas de
herdabilidade o que implica em ganho genético pouco expressivo.

As regides de maior efeito identificadas nesse estudo contemplaram genes
que, de forma direta ou indireta, tém relacdo com as caracteristicas estudadas,
contribuindo para o entendimento do controle genético das mesmas e,

consequentemente, para o processo de selecéo dos animais.
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