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RESUMO

DESCRICAO METODOLOGICA DO USO DE MARCADORES MOLECULARES
ASSOCIADO A INFORMACOES DE PEDIGREE NA PREDICAO DO VALOR
GENETICO DE ANIMAIS POR SIMULACAO UTILIZANDO A METODOLOGIA
BLUP.

O presente trabalho teve por objetivo comparar estimativas de valores genéticos dos
animais por meio de pedigree tradicional e 0 mesmo, porém associado a marcadores
moleculares, verificando a similaridade genotipica e frequéncia génica, além de descrever 0s
passos para realizar essa andlise. Foram gerados arquivos de pedigree tradicional
(“pedigree.txt”) e de animais genotipados (“marcadores.txt””) com marcadores do tipo SNP
para analises do BLUP tradicional e marcador, respectivamente, juntamente com um arquivo
de fenotipos (“fenotipo.txt”) que também foi gerado. Para a sele¢do tradicional foi montada a
matriz de parentesco, onde apresenta o valor genético médio dos animais, baseada no
pedigree. Na selecdo genémica obteve-se a matriz gendmica, que apresentou o valor genético
genémico dos animais, baseado nos marcadores moleculares do tipo SNP. Quando
comparadas, a selecdo gendmica foi superior em 13% sobre a selecdo tradicional,
apresentando correlacBes de 0,95 e 0,83, respectivamente, com o valor genético verdadeiro.
Os resultados deste estudo revelam um grande potencial da sele¢cdo gendmica em aumentar a
eficiéncia do melhoramento genético, uma vez que as predicdes gendbmicas aumentam a

acuracia de selecdo comparado com a selecdo tradicional.

Palavras-chaves: selecdo tradicional, selecdo genébmica, BLUP, modelo misto.



ABSTRACT

METHODOLOGICAL DESCRIPTION OF THE USE OF MOLECULAR MARKERS
LINKED TO PEDIGREE INFORMATION IN PREDICTING THE VALUE OF
ANIMAL GENETIC BY USING THE SIMULATION METHODOLOGY BLUP.

The present study aims to compare estimates of breeding values using traditional
pedigree and the ute molecular markers to in order to ascertain, the similarity checking
genotypic and gene frequency, and describe the steps to perform such analysis. Files were
generated from traditional pedigree ("pedigree.txt™) and genotyped animals ("marcadores.txt")
with the type SNP markers for analysis of traditional BLUP and marker, respectively,
together with a phenotypes file (“fenotipo.txt ") that was also generated. For the traditional
selection was assembled relationship matrix, which presents the average breeding value of
animals, based on pedigree. In genomic selection to obtain the genomic matrix, that presents
the genomic breeding value of animals, based on molecular markers SNP type. In
comparation, the genomic selection was higher by 13% over traditional selection, with
correlations of 0.95 and 0.83, respectively, with the true genetic value. The results of this
study revealed a great potential of genomic selection in increasing the efficiency of breeding,
since the genomic predictions increase the accuracy of selection compared to the traditional

selection.

Keywords: traditional selection, genomic selection, BLUP, mixed model.
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1. INTRODUCAO

Uma das maiores conquistas no melhoramento animal foi a possibilidade de
incorporacdo da inversa da matriz de parentesco (HENDERSON, 1976) nas equacdes de
modelos mistos. O uso da matriz de parentesco deve melhorar a precisao das estimativas dos
valores genéticos e quase sempre aumenta a correlagdo entre os valores genéticos dos
individuos aparentados, dependendo da herdabilidade da caracteristica estudada
(HENDERSON, 1976). Diversos trabalhos comprovam que a inclusdo da matriz de
parentesco aditiva aumenta a acuracia das avaliacbes genéticas (KENNEDY e MOXLEY,
1975; CARLSON et al., 1984).

Atualmente, com a deteccdo de milhares ou milhdes de polimorfismo de base Unica
(SNP), a selecdo assistida por marcadores passou a ser uma realidade, dado o ganho em
acuracia que os valores genéticos genémicos proporcionam, entre outras vantagens (HAYES
et al. , 2009; VANRADEN et al., 2009). Contudo, informacdes de pedigree continuam sendo
muito importantes para avaliar a endogamia, o tamanho efetivo, a diversidade genética e
diversos outros parametros populacionais importantes (FARIA et al., 2001; FARIA et al.,
2002; MALHADO et al., 2008; MARTINEZ et al., 2008, apud CARNEIRO, 2009).

Nos arquivos de dados de animais o0s eventuais erros de pedigree prejudicam as
avaliacdes genéticas, causando prejuizos no ganho genético. Além disso, quando se utiliza a
tradicional matriz de parentesco, considera apenas uma proporcdo média de genes
compartilhados entre os animais parentes, 0 que nem sempre € verdadeiro. Uma alternativa
para a construcdo da matriz de parentesco aditiva de pedigrees é usar as informacdes de
marcadores moleculares para inferir parentescos. Entretanto, a tentativa de fazer isso a partir
de um numero limitado de marcadores pode resultar em viés e estimativas imprecisas de
parametros genéticos. No entanto, se os marcadores sdo suficientemente densos, essa
abordagem poderia ser mais precisa do que usando as informacdes de pedigree coletadas no
campo (tradicional matriz de parentesco). Assim, segundo Carneiro et al. (2006),
recentemente, tem-se estudado a possibilidade da utilizacdo de informacdes de similaridade
genética, via marcadores moleculares, na aplicacdo da metodologia de modelos mistos para
obtengéo do BLUP.

Segundo L6bo e L6bo (2007), em diversas espécies, a selecdo de animais com base no
seu valor genético, tem sido praticada com sucesso. Exemplo marcante tem sido observado

em bovinos de corte, entre outras espécies, em que 0s animais sdo selecionados para
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caracteristicas de importancia econdmica e sdo usados como reprodutores na geracao
seguinte, alterando-se a constitui¢cdo genética do rebanho, obtendo-se assim um incremento na
produtividade. Os mesmos autores ressaltam ainda que a avaliacéo e a selecdo de individuos
sdo realizadas, ha muito tempo, com base em seus fendtipos, onde os caracteres de interesse,
na sua grande maioria, controlados por muitos genes, apresentam baixa herdabilidade e s&o
passiveis de alta influéncia ambiental. Diante disso, muitas das complica¢des da anélise com
base no fendtipo podem ser mitigadas atraves da identificacdo direta de genotipos, baseado
em marcadores moleculares que segregam conjuntamente com os genes de interesse.

Visscher et al. (2000) afirmam que, com 0 uso da selecdo assistida por marcadores,
maiores ganhos genéticos seriam obtidos no melhoramento, quando comparados aos ganhos
obtidos pelos métodos tradicionais. Entretanto, a sele¢do tradicional baseada no método
BLUP por meio da mensuracdo dos fenotipos pode ser realizada simultaneamente, visando
maximizar o ganho genético e evitando a perda de animais de alto mérito genético que
possam ter sido eliminados por uma possivel associagdo ndo-consistente de um marcador com
um QTL. Assim, por causa desta associacdo ndo-consistente, a selecdo assistida por
marcadores utilizando-se alguns poucos marcadores, salvo algumas raras excec¢des, ndo foi
muito eficiente na maioria dos programas de melhoramento animal. Por outro lado, com a
deteccdo de milhares ou milhdes de polimorfismo de base Unica (SNP), a selecdo assistida
por marcadores passou a ser uma realidade, dado o ganho em acuréacia que os valores
genéticos gendmicos proporcionam, entre outras vantagens (HAYES et al. , 2009;
VANRADEN et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi comparar estimativas de valores genéticos verdadeiros
dos animais com valores genéticos estimados por meio de um pedigree tradicional e também
pela matriz gendmica, baseada nos marcadores moleculares do tipo SNP, verificando a
similaridade genotipica e frequéncia génica, além de descrever os passos para realizar essa

analise.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Predicdo de Valores Genéticos pelo Modelo Animal

O sucesso do melhoramento genético animal depende, essencialmente, da adocéo de

precisos metodos de selecdo, os quais demandam a predicdo dos valores genéticos dos



11

animais candidatos a selecdo (RESENDE e PEREZ, 1999). O procedimento de predicdo de
valores genéticos denominado melhor predigdo linear ndo viciada (BLUP) foi desenvolvido
por Henderson em 1949 e apresentado formalmente em 1973 (HENDERSON, 1973; 1984).
Neste contexto, desenvolveu-se um algoritmo denominado de EquacGes dos Modelos Mistos
que possibilita modelar simultaneamente os efeitos fixos (por exemplo, grupo de
contemporaneos) e aleatérios (animal). Assim, pode-se obter estimativas para os efeitos fixos
(BLUP) e simultaneamente a predicdo dos efeitos aleatorios, ou seja, os BLUP. Em um
contexto de modelos mistos classicos, com informacdo fenotipica, ou seja, as observacoes
(medicgdes) realizadas sobre determinada caracteristica, como por exemplo, a producdo de
leite, peso vivo em uma determinada idade, as Equacbes dos Modelos Mistos podem ser
explicadas pelo seguinte modelo matematico:

y=XB+Za+e, em que:
y € o0 vetor dos dados observados nos varios (n) animais, de dimensdo n x 1;
B é o vetor contendo efeitos ambientais identificAveis ou efeitos fixos do modelo,

como por exemplo, os efeitos de sexo, de grupo de manejo, de grupo contemporaneo, dentre
outros. Este vetor tem dimensao p x 1, onde p é o nimero de niveis de efeitos fixos;

a € o vetor contendo os valores genéticos dos animais, de dimensdo g x 1;
e é 0 vetor de efeitos ambientais ndo identificaveis ou erros aleatorios, de dimensdo n

x1;
X e Z sdo matrizes de delineamento ou de incidéncia, contendo apenas valores O e 1,

as quais associam as observacoes (Y) aos efeitos fixos ([~3) e aos valores genéticos dos
animais (a), respectivamente. X tem dimensdo (n x p) e Z tem dimens&o (n x q).

Por este modelo verifica-se que uma observacéo (}/) em determinado animal, pode ser
desdobrada em termos de efeitos ambientais identificaveis ( [5 ), efeitos genéticos (a ) e efeitos
ambientais ndo identificaveis ou aleatorios (g). O objetivo do BLUP é predizer o valor

geneético (a) dos animais, a partir de analises estatisticas dos valores medidos (fenotipicos)

diretamente nos animais utilizando a matriz de parentesco tradicional, ou seja, considerando

apenas uma propor¢do média de genes compartilhados entre os animais parentes (pedigree).



12

Para Resende e Perez (1999), a plena aplicacdo das equacgdes dos modelos mistos, seja
ela por meio do modelo animal no melhoramento de animais domésticos, torna-se dependente
do conhecimento dos parametros genéticos associados aos caracteres de importancia
econbmica, bem como a definicdo dos efeitos ambientais identificaveis (efeitos fixos)
importantes a cada uma das espécies a serem melhoradas. Como exemplo, 0s mesmos autores
utilizaram os caracteres economicamente importantes para 0 melhoramento genético do gado
leiteiro destacam-se a producdo de leite, a producdo de gordura, a producdo de proteina e a
resisténcia a mastite (baseada na contagem de células somaticas ou CCS). Ainda no trabalho
de Resende e Perez (1999), os pardmetros genéticos mais relevantes para a avaliagdo genética
em gado leiteiro sdo a herdabilidade (h?) e a repetibilidade (r) visto que os caracteres de
interesse podem ser avaliados em varias lactagdes. As estimativas dos parametros a serem
utilizados nas equacGes de modelo misto, podem ser obtidas pelo método da méaxima
verossimilhanga restrita (REML), entre outros. Assim como dentre os efeitos ambientais
identificaveis importantes em gado leiteiro, destacam-se: rebanho, ano de parto, estacdo de
parto, frequéncia de ordenha, local ou regido, grau de sangue e idade da vaca ao parto. Estes

efeitos sdo os efeitos fixos a serem estimados no vetor . De maneira geral, os efeitos de

rebanho, ano e estacdo sdo agrupados em um Unico efeito (com varios niveis) denominado
grupo de manejo (RESENDE e PEREZ, 1999).

Existem varios tipos de modelos que podem ser especificados para proceder as
analises das equacbes dos modelos mistos. Dentre eles, pode-se destacar o0 modelo touro, o
modelo touro-avo-materno, o modelo animal, o0 modelo animal reduzido, entre outros. A
definicdo de qual modelo seré utilizado para estimar os valores genéticos vai depender de
varios fatores, como 0s recursos computacionais, do tipo e volume do arquivo de dados
fenotipicos, entre outros. Segundo Gama et al. (2004), o modelo animal apresenta inUmeras
vantagens em termos de avaliacdo genética, sendo uma das principais, o fato de, através da
inclusdo da matriz de parentesco, o registro de cada individuo contribuir para a avaliacdo de
todos os seus parentes (com o peso adequado dado pela matriz de parentesco). Desta forma,
podem-se obter estimativas dos valores genéticos de todos os individuos, mesmo aqueles que

ndo possuem registros do fendtipo.
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2.2. Matriz de Parentesco

A matriz de parentesco (A) € essencial na avaliagcdo genética pelo BLUP, utilizando as
p

a

XX XZ
ZX ZZ+Ala

equacOes do modelo misto

X
ok onde o ¢ a razdo entre a variancia
Y|

residual e a variancia genética aditiva e A™ é a inversa da matriz de parentesco, sendo que p e

a sao as solugBes. Desta forma, utilizando-se a inversa da matriz de parentesco € permitido a
obtencdo de resultados mais acurados (pela consideracédo das informacdes de parentes) e nao
viciados (pela consideracdo da correlacdo entre os valores genéticos, na estimacdo dos efeitos
fixos), levando em conta o progresso genético. Portanto, a incorporacdo da inversa da matriz
de parentesco nas equacdes de modelos mistos é considerada uma das maiores conquistas no
melhoramento animal (HENDERSON, 1976, apud RESENDE e PEREZ, 1999).

O uso dos coeficientes de parentesco e de endogamia tem sido frequente em anélises
genéticas das populagBes humanas e no gerenciamento de bancos de germoplasma associado
aos programas de melhoramento de plantas e animais (PETERNELLI et al., 2009). Uma
caracteristica inerente a estimacdo dos coeficientes de parentesco e de endogamia é a
dependéncia sobre a informacéo do pedigree. Por exemplo, um coeficiente de endogamia nao
€ uma caracteristica intrinseca do individuo e sim uma informacdo genealdgica dele mesmo
(KHANG, 1989).

O uso da matriz de parentesco deve melhorar a precisao das estimativas dos valores
genéticos e quase sempre aumenta a correlagdo entre os valores genéticos dos individuos
aparentados (HENDERSON, 1976; DEMPFLE, 1990). Mais tarde, Quaas (1976)
complementou 0 método com a inclusdo da endogamia. Estes resultados tornaram esta
metodologia computacionalmente aplicavel a grandes conjuntos de dados, onde a robustez
dos métodos de estimacdo de componentes de variancia, baseados na verossimilhanca, apoia-
se, até certo ponto, na especificagdo completa e correta da matriz de parentesco.

De acordo com Hayes e Goddard (2007), programas de melhoramento de espécies
animais dependem de estimativas precisas de parametros genéticos para predicdo dos
reprodutores de valor, ou seja, para se ter um bom conhecimento do valor genético e proceder
a selecdo da melhor maneira possivel. Em populacdes divergentes, a estimativa dos valores
genéticos exige uma matriz que descreva a relagdo aditiva entre individuos na populagéo
(HENDERSON, 1984). Se a informacdo de pedigree foi coletada durante vérias geragdes, a

matriz de parentesco aditiva pode ser construida a partir destas informacdes.
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Diversos trabalhos comprovam que a inclusdo da matriz de parentesco aditiva aumenta
a acurdcia das avaliagdes genéticas (KENNEDY e MOXLEY, 1975; POLLAK et al., 1977,
CARLSON et al., 1984). Van Vleck & Hudson (1982), aplicando o método 3 de Henderson a
um modelo de touro, demonstraram que a inclusdo do parentesco entre 0s touros aumenta 0s
valores das estimativas de herdabilidade. Assim, uma alternativa para a construgao da matriz
de parentesco aditiva de pedigrees sem considerar a propor¢cdo média de genes
compartilhados entre os animais parentes, € utilizar as informacGes de marcadores
moleculares do tipo SNP para inferir parentescos. Contudo, procede a discutir esta técnica

sobre marcadores no item 2.3 (sele¢cdo genémica).

2.3.  Selecdo Gendmica

Em programas de melhoramento animal, a selecdo assistida por marcadores
utilizando-se alguns poucos marcadores, salvo algumas raras excecdes, nao foi muito
eficiente, uma vez que, geralmente, as caracteristicas de importancia econdmica sao
controladas por muitos pares de genes e, portanto, a informacdo destes poucos marcadores
explica somente uma pequena parcela da variancia genética total. Por outro lado, com a
deteccdo de milhares ou milhdes de polimorfismo de base Unica (SNP), a selecdo assistida por
marcadores passou a ser uma realidade, dado ao ganho em acuracia que os valores genéticos
gendmicos proporcionam, entre outras vantagens (HAYES et al., 2009; VANRADEN et al.,
2009). Assim, a selecdo assistida por marcadores em escala gendmica, a qual é denominada
selecdo gendmica (MEUWISSEN et al., 2001), tem despertado grande interesse dos
profissionais, pois permite a aceleracdo dos ganhos genéticos dos programas de
melhoramento animal, que geralmente, praticam avaliagdes genéticas por meio de dados
fenotipicos medidos a campo aliada a alta eficiéncia seletiva (RESENDE et al., 2008). A
selecdo gendmica é uma excelente ferramenta para ser aplicada, principalmente em caracteres
de baixa herdabilidade, ao contréario da selecdo assistida por marcadores, que nao é util para
caracteres de baixa herdabilidade (MUIR, 2007, apud RESENDE, 2008). Esta metodologia se
fundamenta no uso de marcadores do tipo SNP, os quais resultam da alteracdo de um Unico
par de base, sendo esta a forma mais abundante de variagdo do DNA. Os SNP’s podem ser
usados para cobrir o genoma de um organismo, gerando marcas ou marcadores bem proximos
uns dos outros, que estdo no maximo a 1cM (um centimorgan) uns dos outros. Desta forma,

foram geradas plataformas de DNA para a genotipagem de marcadores SNP de alta
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densidade, denominadas de CHIP. Esta alta densidade significa uma plataforma que contem
um ndmero muito grande de marcadores, por exemplo, o CHIP de 54 mil marcadores (Bovine
HapMap Consortium 2009). Muito embora os CHIP’s de genotipagem disponiveis
representam grandes avancos tecnoldgicos, os resultados dos primeiros estudos de aplicacéo
dessas ferramentas em rebanhos bovinos de regides de clima temperado demonstraram que a
atual cobertura (1 marcador SNP a cada 50 mil pares de base) pode ndo ser suficiente para a
implementacdo da selecdo genémica em rebanhos bovinos brasileiros. Portanto, para o
sucesso da selecdo gendmica, as abordagens desta metodologia devem ser estudadas a cada
situacdo.

As principais abordagens para implementacdo da selecdo gendmica foram
apresentadas por Meuwissen et al. (2001), e envolvem basicamente duas etapas, sendo que a
primeira, envolve estimar os efeitos de cada marcador SNP distribuido pelo genoma do
animal, e a segunda etapa, abrange a predicdo de valores genéticos (denominado de valor
genético gendmico) baseados nos gendtipos dos marcadores e na estimativa de seus efeitos.

Atualmente este método tornou-se muito atrativo devido ao desenvolvimento dos
marcadores tipo SNP, assim geneticistas e melhoristas renomados e adeptos de métodos
tradicionais tém demonstrado e confirmado a superioridade e exequibilidade prética do
método em beneficio do melhoramento animal (SCHAEFFER, 2006; KOLBEHDARI et al.,
2007; MEUWISSEN, 2007; HAYES; GODDARD, 2007; LONG et al., 2007; LEGARRA,
MISZTAL, 2008, apud RESENDE et al, 2008) e vegetal (BERNARDO; YU, 2007, apud
RESENDE et al, 2008). Esses trabalhos mostraram, definitivamente, que a selecdo gendmica
tera grande utilidade no melhoramento genético, utilizando marcadores moleculares para
obten¢édo da Melhor Predicao Linear N&o Viciada (BLUP) aplicando nos dados moleculares e
permitindo a predicdo de valores genéticos gendmicos.

Como mencionado anteriormente, a selecdo gendmica envolve um numero bastante
grande de marcadores do tipo SNP, os quais apresentam diferentes niveis de Desequilibrio de
Ligagdo com os QTL’s (“Quantitative trait loci”) que afetam o fendtipo de interesse
(caracteristica). Assim, se estima as associagdes de um grande nimero de marcadores SNP’s
em todo o0 genoma com os fendtipos, capitalizando esta associacdo no desequilibrio de ligacéo
entre os marcadores e QTL’s proximamente ligados. Tudo isto, com base nas significancias
dos marcadores associados com o fenétipo. A principio, sabe-se que os marcadores genéticos
sdo herdados em blocos entre individuos aparentados. Esses blocos herdados, ou trechos de
cromossomos idénticos por descendéncia, ou ainda haplétipos, sdo evidéncias da ligacao

genética que se propaga entre individuos de mesma familia e de um ancestral comum.
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Portanto, as predi¢cdes sdo entdo obtidas para os efeitos dos haplotipos marcadores ou dos
alelos em cada marcador. Essas predicdes derivadas de dados fenotipicos e de gendtipos
SNP’s em alta densidade em uma geracdo sdo entdo usadas para obtencdo dos valores
genéticos gendmicos dos individuos de qualquer geracdo subsequente, tendo por base os seus

proprios genotipos marcadores (RESENDE et al., 2008).

2.4. Marcadores Moleculares SNP

Como sugerido pela sigla, um marcador SNP (polimorfismos de nucleotideos
simples) é apenas uma mudanca de uma Unica base em uma sequéncia de DNA, comum a
alternativa usual de dois nucleotideos possiveis em uma determinada posicdo. Para este tipo
de posicdo, para que uma variacdo seja considerada SNP, essa deve ocorrer em pelo menos
1% da populacdo. Em principio, em cada posi¢do de um estiramento de sequéncia, qualquer
uma das quatro possiveis bases nucleotidicas podem estar presentes. Os SNP’s sdo a forma
mais abundante de variacdo do DNA em genomas e sdo preferidos em relacdo a outros
marcadores genéticos devido a sua baixa taxa de mutacdo e facilidade de genotipagem.
Milhares de SNP’s podem ser usados para cobrir o0 genoma de um organismo com marcadores
que néo estdo a mais de 1 cM um do outro no genoma inteiro (RESENDE et al., 2008). Os
marcadores SNP tem como base as alteracGes mais elementares da molécula de DNA, ou seja,
mutacdes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas (Adenina (A), Citosina (C),
Timina (T) e Guanina (G)). As mutagdes mais comuns S&o as transigdes, onde ocorrem trocas
de uma purina por outra purina (A<>G) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C&T).
Menos frequentes, as transversdes ocorrem quando ha troca de uma purina por uma
pirimidina, ou vice-versa (C/T&A/G) (CAETANO, 2009). Normalmente, os marcadores
SNP’s sdo bi-alélicos, ou seja, geralmente sdo encontrados apenas dois variantes em uma
especie (Ex: um alelo corresponde a um par de bases A/T e o outro a um G/C). Os SNP’s
podem ocorrer em regides codificadoras ou com funcgéo regulatéria, porém, na maior parte das
vezes sdo encontrados em espacos intergénicos, sem funcdo determinada.

Avangos tecnologicos recentes trouxeram metodologias de alto desempenho e
acuracia, e um menor custo e mdo-de-obra para prospeccao, caracterizacdo e genotipagem de
marcadores SNP. Essas tecnologias trouxeram novas solugdes para aplicagdes ja solidificadas
e tambeém estdo permitindo o desenvolvimento de novas aplicagdes, produtos e processos,

com uso direto nas cadeias produtivas da pecuaria mundial (CAETANO, 2009).
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Segundo Carvalho (2009), as principais vantagens dos marcadores moleculares é o
grande polimorfismo, o fato de ndo sofrerem influéncias do meio ambiente e de poderem ser
analisados em qualquer estagio de desenvolvimento do individuo.

A utilizacdo de marcadores moleculares SNP em estudos de associacdo e mapeamento
genético, assim como em ensaios diagnosticos para confirmacdo de paternidade, identificacdo
individual (rastreabilidade), deteccdo de doencas genéticas e/ou polimorfismos associados a
caracteristicas de producéo, esteve limitada por muito tempo devido a restri¢des tecnoldgicas.
Esse quadro mudou radicalmente nos Gltimos anos com a geragdo de novas tecnologias para
descoberta e genotipagem em massa de SNP’s (CAETANO, 2009).

O método mais bésico para genotipagem de SNP’s em regiGes especificas do genoma
é baseado na técnica de PCR-RFLP (MAEDA et al., 1989). O fragmento contendo o SNP de
interesse é amplificado com iniciadores especificos, purificado e submetido a um tratamento
com uma enzima de restricdo que reconheca apenas um dos alelos. Posteriormente, 0s
fragmentos séo separados por eletroforese para diferenciacéo dos alelos por tamanho.

Outro avanco tecnolégico para genotipagem de SNP’s surgiu com metodologias que
utilizam sequenciadores automaticos para a realizacdo da eletroforese de produtos de PCR
marcados com corantes fluorescentes. Apds a amplificacdo do fragmento desejado, realiza-se
uma mineragdo do sequenciamento com a finalidade de se determinar o genétipo na base
desejada (CAETANO, 2009). A metodologia permite a genotipagem de mais de um SNP em
um mesmo fragmento, ou em fragmentos diferentes. Em termos praticos, € possivel genotipar
até 10 SNP’s em um mesmo ensaio.

O desenvolvimento de metodologias para genotipar dezenas de milhares ou até um
milhdo de SNP’s em um Unico ensaio trouxe novos beneficios e aplicacdes, levando a
menores custos de geracdo de dados, contudo, quando se estuda rebanhos comerciais, 0s
custos ainda sdo um entrave. CHIP’s de genotipagem de alta densidade ja foram gerados e
validados para humanos, bovinos, ovinos, equinos, suinos e caninos, contendo em média mais
de 50 mil SNP’s. Em algumas espécies, novos CHIP’s, contendo maiores numeros de SNP’s
ja estdo em desenvolvimento, refletindo o uso extenso que a tecnologia alcangou e as
necessidades de aplicacGes especificas de cada setor. Atualmente, para bovinos, um CHIP de
genotipagem de SNP’s contendo aproximadamente 777, 54 e 9 mil marcadores custa em torno
de US$200, US$120 e US$30, respectivamente.

Metodologias para testes de excluséo de paternidade e identificagdo individual
também foram desenvolvidas com marcadores SNP (HEATON et al., 2002). Adicionalmente,

paineis de baixa densidade foram gerados para rastreabilidade de amostras (HEATON et al.,
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2005) e também para diagnosticar polimorfismos em genes associados a caracteristicas de
producdo (CHESSA et al., 2007). A medida que se reduz o custo do sequenciamento de nova
geracdo de genomas (MARDIS et al., 2008), estima-se que essa tecnologia possa substituir os
CHIP’s de DNA para uso nos estudos de associacdo global e de selecdo genémica. Assim,
havera a disponibilizagdo de um ndmero imenso de genotipos de marcadores (de 9 a 12
milhGes, em bovinos) de cada animal para selecdo gendmica a prospeccdo de genes
associados a caracteristicas de importancia econémica. Porém, essas técnicas sao
economicamente inviaveis nos dias de hoje, principalmente em se tratando de estudos com
rebanhos compostos por milhares de animais. Por outro lado, a genotipagem de somente um
modesto nimero de marcadores SNP pode ser realizada e 0s genétipos faltantes podem ser
imputados por técnicas computacionais. Esta € uma estratégia para reduzir os custos da
genotipagem para a aplicacdo da selecdo gendmica, pois se pode sequenciar um pequeno
namero de individuos fundadores do rebanho, isto é, animais que mais contribuiram para a
maioria dos genes que estdo presentes na populagéo e, em seguida genotipar 0s animais mais
jovens com um CHIP de SNP, que contem poucos marcadores, para depois usar a técnica
denominada de imputacdo de genotipos, no intuito de se obter os gendtipos perdidos desses
individuos a partir dos dados do sequenciamento dos animais fundadores (GODDARD &
HAYES, 2009).

A técnica de imputacdo de gendtipos é um procedimento ndo recente, no entanto com
os estudos moleculares torna-se muito Util e esta sendo largamente estudada na atualidade,
sendo que esta técnica é uma ferramenta importante para os Estudos de Associacdo de
Genbmica Completa (GWAS ou Genome Wide Association Studies) (MOORE et al., 2010) a
fendtipos, doencas, performance de animais e, de uma forma geral, a selecdo gendmica
(HABIER et al., 2009). Esta técnica, como mencionado anteriormente, serve basicamente
para estimar dados faltantes, por meio de sequenciadores de DNA de nova geracdo, e por
meio de CHIP’s de alta densidade de marcadores genéticos (geralmente bialélicos do tipo
SNP, ou polimorfismos de base Unica), que permitem a genotipagem de centenas de milhares
a até milhdes de marcadores por animal. Geneticistas podem dessa forma, avaliar a associagao
de marcadores genéticos ndo genotipados, seja por problemas técnicos ou para combinar
estudos que usam plataformas com diferentes densidades de marcadores (LI et al., 2009). A
imputagdo de genotipos € uma ferramenta que tem custo-beneficio interessante para o estudo
genético de rebanhos numerosos e principalmente para a implementacéo da sele¢cdo genémica.

A imputacdo de genotipos faltantes parte do principio de que marcadores genéticos sao

herdados em blocos entre individuos relacionados. Esses blocos herdados, ou trechos de
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cromossomos idénticos por descendéncia, ou ainda haplétipos, sdo evidéncias da ligagdo
genética que se propaga entre individuos de mesma familia e de um ancestral comum. Mesmo
em individuos n&o-relacionados, essa teécnica também pode ser usada, levando em
consideracdo que os blocos herdados serdo bem menores, devido a ancestrais comuns mais
distantes (LI et al., 2009). Ainda, em populacdes de animais comerciais a selecdo artificial
limita 0o nimero de pais 0 que acarreta ancestrais comuns em até poucas geracdes
(DAETWYLER et al., 2011).

Grandes avancos devem ser incorporados nos programas de avaliacdo e melhoramento
genético devido a geracdo de novas aplicacdes de CHIP’s de genotipagem de alta densidade
(CAETANO, 2009). A alta cobertura do genoma com marcadores (por exemplo: 1 marcador a
cada 50.000 pares de bases) torna possivel particionar grande parte da variabilidade genética
aditiva de uma caracteristica por todo genoma, permitindo estimar o valor de substituicdo do
alelo em cada um dos loci envolvidos com a caracteristica. Esse procedimento permite entéo
estimar o valor genético de um individuo com base nos genétipos de todos os marcadores
associados com a caracteristica, ou seja, o valor genético genémico, sem a coleta da medida
fenotipica do individuo (MEUWISSEN et al., 2001). Desta forma, o valor genético genémico
é estimado de uma forma mais objetiva comparada com o método tradicional, onde se tem

uma estimativa do valor genético pela média dos genes em comum entre animais.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Arquivos Gerados

Para o presente trabalho, foram determinados os seguintes arquivos:

1) Primeiramente foi criado um arquivo de pedigree, onde observa-se a genealogia dos
animais em ordem cronologica e nomeado de “pedigree.txt” (Tabela 1). O animal, ou
pai, ou mae codificado como “0” (zero), significa ser desconhecido. Neste exemplo, o

animal 5 € filho do animal 4 (pai) com uma mae desconhecida.
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20

Animal Pai Mae

1 0 0
2 0 0
3 1 2
4 1 3
) 4 0
6 0 5
7 1 5

0 2

2) Na sequéncia, simulou-se um arquivo de marcadores para 0s animais 0s quais foram

supostamente genotipados (Tabela 2), ja codificados conforme o exemplo abaixo,

onde recebeu 0 nome de “marcadores.gen”.

Tabela 2 — Animais genotipados para marcadores moleculares do tipo SNP

Animais

]

M1 M2

Gendtipo
Marcador SNP (M)
M3 M4 M5 M6 M7 M8

AA

AB

AA

AA

AB

AB

AA

AB

BB

AB

AB

BB

AB

BB

BB

BB

AA AB AB AA BB AA

BB AA BB AB AB AA

AB AA BB AA AB AA

AB AB BB AA BB AA

BB AA AB AB AB AA

AB AA BB AA BB AB

AB AB AA AB BB AA

AB AA AB BB AA AB

Fonte: A autora
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No entanto, deve-se codificar os marcadores moleculares como 0, ou 1, ou 2, para depois
construir uma matriz Xj, sendo i para animais e j para o marcador SNP, sendo que neste
exemplo foram inferidos oito (8) marcadores (M1, ... , M8) e para todos os animais (8, neste

exemplo).

0 é homozigoto AA
Xi= |1 € heterozigoto AB
2 é homozigoto BB

Assim, o arquivo “marcadores.gen” (Tabela 3) de genotipos torna-se:

Tabela 3- Pedigree de marcadores moleculares do tipo SNP

Animais SNP’s

1 02011020
11202110
01102010
02112020
11201110
12102021
02110120
12101201

o N oo o B~ WD

Fonte: A autora

3) No terceiro passo, simular-se-a um arquivo de fenotipo (desempenho), onde se utiliza

a equacao:

p
Yi =W, +Zmijgj +&,
i1

onde p,, representa os efeitos ambientais sistematicos associados a observagao y; ou
simplesmente uma media geral; m;; representa o gendtipo do individuo i no marcador
j =12, ..., p); 9,é o efeito genético associado ao marcador j (marcador do tipo

SNP); e ¢, € um termo residual de distribui¢do normal. Estes calculos foram realizados
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no programa excel (Microsoft Office 2010), estimando um valor simbolico para cada
marcador, com média cinco (; =5) e também um erro aleatorio (¢;) de média zero e
trés desvios-padrdo estimado para cada animal por uma funcdo do excel
(=INV.NORMAL(ALEATORIO);0;3). Os valores estimados para os marcadores, que
recebe designacdo g estdo na Tabela 4, neste exemplo abrange oito marcadores, logo g

varia entre gl e g8.

Tabela 4- Valores dos marcadores

gl 92 g3 g4 g5 g6 g7 g8

0,001 -2 -0,001 0,05 3 -0,9 0,405 2

Como exemplo, utilizou-se o animal 1 que apresenta genétipo 02011020
y; =5+((0x0,001) + (2% (—2)) + (0x (-0,001)) + (1x 0,05) + (1x 3) + (0% (-0,9)) + (2 x 0,405)
+(0x2))+(-1,91267)

y, =2,9473332977; e assim sucessivamente para os 8 animais. Para saber o valor

genético verdadeiro, basta retirar a média (p; =5) e o erro (¢, , neste exemplo = -1,91267).
Depois de calculado o valor fenotipico e o genético verdadeiro, se calcula a variancia
fenotipica (var_fen) e a variancia genotipica (var_gen), sendo que a variancia residual
(var_res) é: var_res = var_fen — var_gen. Depois emprega-se estas variancias para estimar os
valores genéticos por meio das equacdes dos modelos mistos.
Os resultados fenotipicos geram o arquivo denominado de “fenotipo.txt” (Tabela 5),
que contém trés colunas (animal, um efeito da incidéncia da média que serd 1(um) para todos

0s animais e valor fenotipico simulado). Assim, abrange o arquivo “fendtipo.txt”:
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Tabela 5 — Fenotipo de caracteristica ndo especificada

Animal Média Fendtipo

2,9473332977
7,0043310521
10,8523813691
9,2721251392
-1,4715132334
10,3607010922
-0,3564391925
2,8208193096

N o g A W N R
R e

8

Fonte: A autora

Estes arquivos foram gerados para estimar os valores genéticos tradicionais e 0s
valores genéticos gendmicos pelo método da Maxima Verossimilhanga Restrita, com uso do
modelo animal. Foram utilizados os programas, “renumf90”, “preGSf90” e o “blupf90”, da
familia BLUP90 desenvolvido por Misztal et al. (2002), que foram escritos em linguagem
FORTRAN 90. Além desses programas foram feitas analises estatisticas descritivas e de
consisténcia utilizando-se o programa R (R a language..., 2006), que ¢ um “software” livre
com uma linguagem dirigida a analise gréafica e estatistica. Depois de estimados os valores
genéticos tradicionais e os valores genéticos gendmicos, calcularam-se as correlagcdes de
Pearson e Spearman entre os valores genéticos tradicionais e os valores genéticos genémicos,
entre valores genéticos tradicionais e os valores genéticos verdadeiros e entre valores

genéticos gendbmicos e os valores genéticos verdadeiros.

3.2.  Valores Genéticos Tradicionais

Para estimar os valores genéticos tradicionais, utilizam-se os arquivos: “pedigree.txt”,
“fenotipo.txt” e também os programas executaveis “renumf90.exe” para preparar 0s arquivos
e o “bluf90.exe” para nos mostrar as solu¢des dos valores genéticos tradicionais. ASSIM,
segue 0s seguintes passos:

Fazer um arquivo de parametro para rodar o renumf90.exe. Este arquivo chama-se
“parametros.txt”, que descreve o nosso modelo e prepara os arquivos para posteriormente

rodar o “remlf90”.
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1) Para rodar renumf90.exe pelo “Prompt de comando”, tem-se que ir ao diretorio pelo
comando “cd .. diretdrio”; depois ¢ chamado 0 programa “renumf90” e se executa pelo
arquivo denominado “parametros.txt”. Assim, o programa “renumf90” ira gerar outros
novos arquivos como “renadd02.ped”, que é arquivo de pedigree, o “renf90.par” é
arquivo de pardmetros do modelo, o “renf90.dat” é arquivo dos dados e o
“renf90.tables”, que € um arquivo de tabelas.

2) Depois de rodar o renumf90.exe pelo “Prompt de comando”, tem-Se que Seguir no
diretorio e rodar o remif90.exe, pelo novo arquivo de parametros denominado
“renf90.par”. Assim, o programa “remlf90” ird gerar outros arquivos, entre eles o
“solutions”, que é um arquivo das solu¢bes do modelo, ou seja, 0s valores genéticos

tradicionais e o efeito da media (neste exemplo).

A matriz de parentesco (A) é simétrica e seus elementos da diagonal (a;) para cada
individuo i é igual a (1+Fi), onde Fi é o coeficiente de endogamia do individuo i. Os
elementos fora (a;;) da diagonal referem-se ao coeficiente de parentesco entre os individuos i e
J. O coeficiente de parentesco de Wright também pode ser definido como a correlacao entre 0s
valores genéticos de dois individuos devido exclusivamente ao parentesco. Pode-se esperar
que, como individuos parentes tém genes e, portanto efeitos independentes daqueles genes em
comum, eles devem possuir valores genéticos que sdo, em média, semelhantes, ou pelo menos
mais semelhantes que valores genéticos de individuos ndo aparentados. O coeficiente de
parentesco de Wright mede esta semelhanca como uma correlacao.

Para composicao da matriz de parentesco (A), Henderson (1976) citado por Resende e
Perez (1999), descreve 0s seguintes passos:

- Codificar os animais de 1 a N, ordenados de forma que os parentais precedam suas
progeénies;

- Se ambos os parentais (s do pai e d da mae) do individuo i sdo conhecidos, fazer:

ai=1+0,5 (as)

aji = & = 0,5 (ajs + &0) , j = 1 a (i-1);

- Se somente um parental (s) é conhecido e supostamente ndo aparentado com a fémea
com que cruzou, fazer:

ai=1

i =aj=05 (), j=1a(i-1)

- Se ambos os parentais sdo desconhecidos e supostamente ndo aparentados, fazer:

ai=1



ai=aj;=0,j=1a(i-1)
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Foi considerado como pedigree o arquivo “pedigree.txt” (citado no passo 1 do item

3.1. Arquivos Gerados), onde se obtém a seguinte matriz de parentesco:

1 0 -05 0,75 0,375 0,18 0,68 0 |
1 05 0,25 0125 0,062 0,0625 0,5

1 0,75 0375 0,187 0,437 0,250

1,25 0,625 0,312 0,687 0,125

1 0,5 0,687 0,0625

Simétrica 1 0,343 0,031
1,187 0,031
L 1]

Os elementos foram obtidos da seguinte forma:

an=1 a;2=0

an=1 a13= 0,5(ajs + 8jg)= 0,5 (a11+12)= 0,5

ap=1 a14= 0,5 (ajs + 8jg) = 0,5 (a11 + a13)= 0,5(1+0,5) = 0,75
=1 a15= 0,5 (aj5) = 0,5 (a14) = 0,5 (0,75) = 0,375
ass=1+0=1 a16= 0,5 (az5) = 0,5 (0,375) = 0,1875
a=1+0=1 a17= 0,5 (an+ as) = 0,5 (1+0,375) = 0,6875
a;7=1+0=1 a;g=0,5(a;2) =0,5(0) =0

agg=1+0=1

ap3= 0,5(az1+a21)=0,5(1+0) = 0,5 a= 0,5 (az;+ass) = 0,75

az4= 0,5(az1tazs) =0,5(0+0,5)= 0,25 ass= 0,5 (as4) = 0,375

axs=0,5 (az4) = 0,5 (0,25) = 0,125 azs= 0,5 (ass) = 0,1875

ax=0,5 (azs) = 0,5 (0,125) = 0,0625 a37= 0,5 (g1 + ags) = 0,4375

a,7= 0,5 (ap1+azs) = 0,5 (0+0,125) = 0,0625  ags= 0,5 (as2) = 0,25

a6=0,5 (a2) =0,5 (1) = 0,5

5= 0,5 (austas) = 0,5 ase= 0,5 (as5) = 0,5

as6=0,5 (aus) = 0,25 as7= 0,5 (as; + ass) = 0,6875

as7= 0,5 (as1+ays) = 0,1875 asg= 0,5 (as2) = 0,0625
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aug=0,5 (&42) =0,5 (0,25) =0,125

as7= 0,5 (3.61+3.65) =0,34375 a7s=0,5 (a72) =0,03125
ags= 0,5 (0,0625) = 0,03125

Como a matriz A é de elevada ordem (NxN), Henderson (1976) estabeleceu regras
para se escrever diretamente A™, sem necessidade de inversdo da A. Com parentais nio
endogamicosos, 0s seguintes passos devem ser adotados, partindo-se de uma matriz NxN,
completamente zerada:

- Codificar os individuos de 1 a N, ordenados de forma que 0s parentais precedam suas
progeénies;
- Se ambos os parentais (s e d) do individuo sdo conhecidos adicionar:

2 ao elemento a';

-1 aos elementos a®, a*, a" e a™;

1/2 aos elementos a*, a*, a® e a™;

- Se apenas um dos parentais (s) do individuo i, for conhecido, adicionar:

4/3 a0 elemento a';

-2/3 aos elementos a* e a*;

1/3 ao elemento a*.

- Se ambos parentais do individuo i forem desconhecidos, adicionar 1 ao elemento a".

Desta forma, tem-se entdo a inversa da matriz A para o presente exemplo:

25 05 -05 -1 0,5 -1,0096 -1 0
1,8333 -1 0 0 0 0 -0,6666
2,5 -1 0 0 0 0

23636 -07272 0 0 O
2,878 -0666 -1 0
13333 0 0
2 0

1,3333 |

Simétrica

Para exemplo de modelo animal, foi considerada a avaliagdo dos 8 animais do arquivo

“pedigree.txt” (sem espécie especificada), com a observagdo fenotipica (mensuracao aleatoria
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de uma caracteristica qualquer, ndo especifica chamada de fen6tipo) do arquivo “fenotipo.txt”
(tabela 4) descrito no passo 3 do item 3.1 Arquivos Gerados.

5
7

XX Xz
Z’X ZZ+Aa

B

la

Utilizando-se as equagdes do modelo misto j onde o ¢ a

razdo entre a variancia residual e a variancia genética aditiva, ou seja, o’/ o= (1-h?)/h?, e
resolvendo estas equacdes pelo modelo matematico descrito no item 2.1. (Predicdo de Valores

Geneticos pelo Modelo Animal), as pressuposi¢oes acerca da distribuicéo de vy, a e e podem

ser descritas como:

y Xp 7GZ'+R ZG R
al -~ ol .| sz & o |\
0 R ® R

t (D

em que G é a matriz de variancias e covariancias dos efeitos aleatorios do vetor a; R € a
matriz de variéncias e covariancias residuais.
As matrizes G e R séo descritas como: G = A®G,, em que A é a matriz que indica o

grau de parentesco entre os individuos; G, € a matriz de variancias e covariancias genéticas

aditivas entre as caracteristicas que comp&em as observacdes; ® é o operador produto direto;

R=1®R,, em que | é a matriz identidade de ordem igual a dimenséo linhade y; R, é a

matriz de variancias e covariancias residuais entre as caracteristicas que compdem as

observacdes; 0 é o vetor nulo e @ €é a matriz nula.

Desta forma, encontraram-se as seguintes solucdes (tabela 6):
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Tabela 6- Solu¢des do BLUP tradicional

Nivel Solugdes
Média (3)
1 5,1166
Animais (Valores Genéticos =a)

1 -1,7029
2 1,8100
3 -0,3413
4 -0,4593
5 1,1469
6 0,9779
7 1,2239
8 -2,1588

Fonte: A autora

As solucbes para as equacGes de modelo misto foram obtidas através do BLUP

tradicional. Observa-se que neste caso, B seria apenas a solucdo para a média e com apenas 1

(um) nivel. Para os valores genéticos (a), como o modelo é o animal e neste exemplo
apresenta oito (8) animais, a solucéo tem oito (8) niveis, ou seja, um valor para cada animal.
A metodologia de modelos mistos para obtencdo do BLUP utiliza a matriz do numerador do
coeficiente de parentesco, que inclui todas as informacdes de parentes disponiveis. O uso da
matriz completa do numerador do coeficiente de parentesco faz com que a selecdo baseada
nos valores genéticos preditos pelo BLUP apresente superioridade sobre outros métodos de
selecdo, especialmente quanto a caracteristicas de baixa herdabilidade, em que o BLUP

enfatiza as informacdes de parentes, em detrimento das informagdes do proprio individuo.

3.3.  Valores Genéticos Gendmicos

Para a estimacéo dos valores genéticos genémicos pelos marcadores moleculares tipo
SNP utilizou-se os arquivos: “pedigree.txt”, “marcadores.gen” e “fenotipo.txt” (todos gerados
no item 3.1 Arquivos Gerados). Neste caso, foram usados 0s programas executaveis

“renumf90” para preparar os arquivos, o “preGSf90” para preparar as matrizes gendmicas € o
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“blupf90” para estimar as solugdes dos valores genéticos gendmicos. Assim, Seguem-se 0S

seguintes passos:

1)

2)

3)

Fazer um arquivo de parametro para rodar renumf90.exe onde serd chamado de
arquivo de “parametros.txt”, que descreve o modelo e prepara 0s arquivos para
posteriormente rodar o preGSf90.exe. Assim como se fez no passo 1 dos Valores
Genéticos Tradicionais (3.2), e acrescentando apenas a opgdo “SNP_FILE
marcadores.gen” logo apds a opcao “FILE pedigree.txt”, tudo isto para acrescentar
o arquivo de genotipos, além de poder usar a fungdao “OPTION” para salvar
arquivos desejados.

Depois de executado o renumf90.exe pelo “Prompt de comando”, foi executado o
preGS190.exe por meio do “renf90.par”, que ¢ um novo arquivo de pardmetros do
modelo. Tudo isto para gerar um nova matriz G (gendmica).

Depois de rodar o preGSf90.exe pelo “Prompt de comando”, necessita seguir no
diretério e rodar o blupf90.exe, pelo novo arquivo de parametros, também
denominado “renf90.par”. Assim, o programa “blupf90” ira gerar outros arquivos,
entre eles o “solutions”, que ¢ um arquivo das solu¢des do modelo, ou seja, 0S

valores genéticos gendémicos.

A seguir, serd mostrado um exemplo para se obter uma estimativa mais real da

porcentagem de alelos em comum, entre os individuos de uma populacdo. Foram utilizados

marcadores moleculares na construcdo de uma matriz de similaridade genética, para

substituicdo da matriz (G) estimada pelo método tradicional por uma nova matriz gendmica

(G*), por meio de uma nova matriz Z*, através dos seguintes passos:

- Codificar os animais de 1 a N, ordenados de forma que os parentais precedam suas

progénies (utilizacdo dos mesmos 8 animais da matriz de parentesco tradicional) como

mostrado no passo 1 do item 3.1 Arquivos Gerados;

- Codificar os marcadores moleculares de 1 a N, no caso 8 marcadores SNP com

elementos do arquivo “marcadores.gen” (0 ou 1 ou 2) do passo 2 do item 3.1 Arquivos

Gerados, construindo uma matriz Xj;: i para animais e j para SNP, sendo que neste exemplo

apresenta-se oito (8) SNP e para todos os animais (8).

Assim, temos a matriz X:

AA --- BA
x—|: - .
BB --- AB|
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Neste exemplo, a matriz X fica assim:

02 0110 2 0]
11202110
01102010
X=02112020
11201110
12102021
02110120
1210120 1]

Depois de construida a matriz X, precisa fazer a matriz P, que é a matriz de frequéncia

de cada marcador para o alelo B (pode-se chamar de efeito de substituicdo alélica) e é
formada através da equacdo p;(B)=>j/2i, onde > jé o somatério da coluna j e i é o

namero de animais genotipados (numero de linhas). Sendo que a matriz P terd i linhas. Assim,
a matriz P fica:
2p1 ij
P=: .
2p1 2pj

Neste exemplo, a matriz P, fica:

[05 1,625 1,125 0,375 1,375 0,625 1,375 0,25]
05 1625 1,125 0,375 1,375 0,625 1375 0,25
05 1625 1,125 0,375 1,375 0,625 1375 0,25
05 1625 1,125 0,375 1,375 0,625 1375 0,25
05 1625 1,125 0,375 1,375 0,625 1375 0,25
05 1625 1,125 0,375 1,375 0,625 1375 0,25
05 1625 1,125 0,375 1,375 0,625 1375 0,25

105 1,625 1,125 0,375 1,375 0,625 1375 0,25]
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Calculada a matriz P, obtem-se a nova matriz Z*, pois Z'ij = X —2p;, assim, a matriz
Z* fica:

X11'2p1 le'zpj

Xij '2p1 X '2pj
Neste exemplo, a matrix Z* fica:

-0,5 0375 -1,125 0625 -0,375 -0,625 0,625 -0,25]
05 -0625 0,875 -0375 0625 0375 -0,375 -0,25
-0,5 -0,625 -0,125 -07375 0,625 -0,625 -0,375 -0,25
. |-05 0375 -0125 0625 0,625 -0,625 0,625 -0,25
05 -0625 0875 -0375 -0,375 0,375 -0,375 -0,25
05 0375 -01125 -0,375 0,625 -0,625 0,625 0,75
-05 0,375 -0,125 0,625 -1,375 0,375 0,625 -0,25
| 05 0375 -0125 -0375 -0,375 1,375 -1375 0,75 |

Depois de computada a matriz Z*, a matriz gendbmica G* pode ser obtida por trés

métodos. Neste trabalho serd usado o método proposto por VanRaden (2008), em que

*

. 7'

G =—;
zzpj(l_pj)
1

. Assim, a matriz G* neste exemplo, fica:

[1,0157 -0,7853 -0,0314 05130 -0,6596 0,0523 05549 -0,6596
-0,7853 0,7643 0,17/80 -0,2827 0,5549 -0,0732 -0,5759 0,2198
-0,0314 0,780 0,5968 01361 -0,0314 0,0104 -0,4921 -0,3664
. 0,5130 -0,2827 10,1361 0,6806 -0,4921 0,2198 0,0523 -0,8272
-0,6596 0,5549 -0,0314 -0,4921 10,6806 -0,2827 -01151 0,3455
0,0523 -0,0732 0,0104 0,2198 -0,2827 0,7643 -0,4083 -0,2827
0,5549 -0,5759 -0,4921 10,0523 -0,1151 -0,4083 10994 -0,1151
1-0,6596 0,2198 -0,3664 -0,8272 0,3455 -0,2827 -01151 1,6858 |




32

Assim, utilizando o modelo matematico descrito no item 3.2. (Valores Genéticos

Tradicionais), as pressuposicGes acerca da distribuicdo de y, a e e podem ser descritas

como:
d P ZG*Z'+R ZG* R
a|~ 4 o] .| 6*z2  G* o |,
0 R & R

1 (D

em que G™* € a nova matriz de variancias e covariancias dos efeitos aleatorios do vetor.

Desta forma, encontrou-se as seguintes solugdes (tabela 7):

Tabela 7- Solugdes do BLUP gendmico

Nivel Solucgbes
Média (4)
1 5,1878
Animais (Valores Genéticos =a)

1 -1,9741
2 2,3505
3 -2,2439
4 0,1266
5 2,7323
6 2,1658
7 0,5316
8 -3,7620

Fonte; A autora

3.4. Matriz de Parentesco e Matriz G

No programa R pode-se obter a matriz de parentesco, € chamada de matriz A,
utilizando somente o arquivo “pedigree.txt” criado no passo 1 do item 3.1 Arquivos Gerados.

Conforme os comandos a seguir:
## Matriz de parentesco

## Pacote necessario para ler como matriz de parentesco, no caso matriz A
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library(kinship2)
# Primeiro passo para montar a matriz ler o arquivo de pedigree.txt

A<- read.table("C:/Users/Professor/tcc/simulacao/pedigree.txt”, sep= "", header=
FALSE)

## Funcdo necessaria para montar a matriz de parentesco
A <- (2*kinship(A[,1], AL2], AL3]))
# inversa de A

solve (A)

Depois, no programa R, obtém-se a matriz G*, que neste trabalho usou-se a férmula

proposta por VanRaden (2008), onde G*:L. Sendo que, Z*;=X; —2p;ou

J ]
Zzpj(l_pj)
1

seja, Z*=X-P, como descrito anteriormente. Assim, utilizado o arquivo “marcadores.gen”
criado no passo 2 do item 3.1 Arquivos Gerados obteve-se algumas matrizes para chegar a

matriz G*, executando 0s comandos no programa R:
## MARCADORES
## Lendo arquivo de marcadores para formar a matriz X

X <- read.table ("C:/Users/Professor/tcc/simulacao/marcadores R.gen", sep= ",
header= FALSE)

## Retira a coluna com a identificacdo do animal e ja Ié como matriz
X <-as.matrix(X [,-1])
## p é a frequéncia do marcador do alelo B, atribui a p uma matriz de dimenséao da

## Matriz X para posterior calculo das frequéncias dos marcadores do alelo B
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p <- c(rep(0, ncol(X)))

## Para fazer a frequéncia do marcador em cada coluna do alelo B por coluna

for (i in 1:ncol(X)){

freq <- sum(X[,i])/(2*nrow(X))

p[i] <- freq

## Matriz de frequéncia dos marcadores

P2 <- (2*(matrix(p,ncol(X), nrow(X))))

## Transposta de P2, para organizar a frequencia do marcador em colunas

P <-1(P2)

## Matriz Z que € o SNP- a frequencia do SNP= efeito de substituicdo

Z<-X-P

## Fazendo o dividendo da equacdo G = K + (2*p[j]*(1-p[j])) para gerar G

K<-0

## Fungdo para formar o dividendo, o valor de K tem que coincidir com o valor do

## Arquivo “sum2pq” gerado apds rodar preGS{90 do passo 3

## Coluna em comprimento de p (frequencia do marcador)

for (j in 1:length(p)){

### Para gerar o dividendo de ZZ'/ 2*p*(1-pj)

K <- K+ (2*p[iI*(1-p[D)
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## Gerar a matriz G*= ZZ'/k

G <- (Z%*%t(2))/K

Os valores da matriz G* obtidos no programa R tem que coincidir com os valores do
arquivo gerado pelo “preGSf90.exe” “Gini” que é uma matriz gerada pelo programa bluf90

do item 3.3. (Valores Genéticos Genémicos).

4. RESULTADOS, DISCUSSOES E IMPLICACOES PRATICAS

Na Tabela 8 estdo apresentadas as solugdes obtidas através do BLUP tradicional,
BLUP gendmico e valor genético verdadeiro.

Tabela 8- Valores genéticos estimados por métodos tradicionais e genémica usando a
metodologia BLUP e valores genéticos verdadeiros.

Animais (Valores Solugéo Tradicional Solucdo Gendmica | Valor Genético
Genéticos =a) Verdadeiro

1 -1,7029 -1,9741 -0,14
2 1,8100 2,3505 3,504
3 -0,3413 -2,2439 4,404
4 -0,4593 0,1266 2,859
5 1,1469 2,7323 0,504
6 0,9779 2,1658 4,81

7 1,2239 0,5316 -4,041
8 -2,1588 -3,7620 -0,8

Fonte: A autora

Ocorreu discrepancia dos valores entre os dois métodos, por exemplo, quando

utilizada selecdo tradicional baseada no pedigree, pode-se observar que o animal 1 obteve



36

valor genético de -1,7029, quando utilizada selecdo genémica baseada em marcadores o valor
genético passou a ser de -1,9741. Essa mudanca de valores genéticos obtidos pode ser devido
ao ajuste que ocorre na matriz de parentesco pelo uso dos marcadores moleculares. De acordo
com RESENDE et al., (2008), a selecdo genémica € o método que explora adequadamente a
segregacdo de amostragem mendeliana, pois captura a matriz de parentesco realizada e nao
uma matriz de parentesco médio associada ao pedigree. Esses mesmos autores concluiram
que a selecdo gendmica analisa diretamente 0 DNA associado (via marcadores moleculares) a
cada loco de todo o carater poligénico, e portanto avalia diretamente cada segregacdo em
nivel individual e ndo em nivel médio. Isso leva a selecdo de menos individuos aparentados
do que faz a selegédo tradicional, reduzindo assim o incremento da endogamia da populagéo.

Analisando o animal de melhor classificacdo na selecdo tradicional, o animal 2 fica
em primeiro lugar em valor genético, por outro lado ha uma inversao de classificacdo quando
a avaliacdo é feita a partir da selecdo gendmica, passando a ser o animal 5 com maior valor
genético. Uma explicacdo para essa troca de classificacdo pode estar relacionada com a falta
de informacbes de pedigree para o animal 2, porém mesmo com esta incdgnita apresenta
fenotipo com valor superior e 0 animal 5 tem somente um dos pais conhecido. Ainda o animal
5 apresentou genétipo com maior indice de locos em heterozigose, logo, mais poligénico do
que os demais animais, podendo isto estar relacionado a superioridade de alguma
caracteristica.

No arquivo de pedigree do presente trabalho, alguns animais ndo possuem informacéo
completa, comprometendo a precisdo da selecdo tradicional o que pode ter incrementado a
diferenca entre a selecdo tradicional e a selecdo gendmica das solugdes. Quando se emprega
selecdo tradicional baseada no pedigree, monta-se uma matriz de parentesco médio,
calculando o valor genético do individuo como uma probabilidade. Sabe-se, porém, que erros
ou falta de informacdes no pedigree sdo corriqueiros, prejudicando as avaliagdes genéticas,
causando prejuizos no ganho genético. Utilizando informacdes de marcadores moleculares
ocorre um ajuste na matriz de parentesco baseada no pedigree, deixando de ser uma
probabilidade média, passando a ser o valor genético preciso dos individuos. O procedimento
BLUP gen6mico é superior ao BLUP tradicional, pois efetivamente captura a matriz de
parentesco realizada e ndo uma matriz de parentesco médio associada ao pedigree.

As correlacbes de Spearman e Pearson servem como indicadores da acuracia das
avaliagdes genéticas, pois, na classificacdo dos animais, informam a correspondéncia entre 0s

valores genéticos verdadeiros e os preditos a partir das diferentes metodologias.
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Tabela 9 - Correlacdo de Spearman entre os valores genéticos estimados por métodos
tradicionais, gendmico e valor genético verdadeiro dos individuos

Selecdo Tradicional Valor Genético Verdadeiro
Selecdo Tradicional 1 0,8333
Selecdo Gendmica 0,8095 0,9523

Fonte: A autora

No presente trabalho a correlacdo de Spearman (Tabela 9), entre selecdo tradicional
com o valor genético verdadeiro foi de 0,8333, ja na correlacédo entre predicdo genémica com
o valor genético verdadeiro foi maior (0,9523), indicando melhor associacdo entre o
verdadeiro mérito genético do individuo. Isso pode ser reforcado conforme DAETWYLER et
al. (2007) relataram que a selecdo genémica aumenta em torno de 67 % a acuracia da
predicdo de efeito genético aditivo predito do individuo dentro de familia, em comparacédo
com o BLUP tradicional e, consequentemente, eleva, em determinada situacdo, a acuracia da
selecdo individual de 71 % para 85 %. A correlacdo de Spearman entre selecdo tradicional e
gendmica foi de 0,8095, onde alguns animais mudam de classificacdo quando comparados
entre si pelos dois métodos, ou seja, eles poderdo ndo ter o0 mesmo desempenho quando
analisados pelas diferentes metodologias, essa mudanca pode ser devido a alteracdo da
variancia genética aditiva estimada entre as duas solucBes. Outra hip6tese é que na selecdo
tradicional os pais desconhecidos causem uma discrepancia maior no valor genético, o que
ndo ocorre utilizando marcadores moleculares.

Utilizando a correlacdo de Pearson (Tabela 10), a selecdo tradicional e o valor
genético verdadeiro passou a ser de 0,9036, nao diferindo do valor de correlacdo da selecdo
tradicional com a genémica, esse valor pode estar ligado ao pequeno nimero de amostragem
tanto de animais quanto de marcadores moleculares utilizados na presente simulagdo. Quando
correlacionada com o valor genético verdadeiro, a predicdo gendmica passou ter valor 0,9232,
apresentando um valor alto, porém inferior a correlagdo de Sperman. Pode-se inferir a partir
destas correlacGes que ambas as selecdes, tradicional e genémica, estdo em concordancia com
o0 valor genético verdadeiro, mostrando serem eficientes para predizer o mérito genético dos

animais domésticos.
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Tabela 10- Correlacédo de Pearson entre os valores genéticos estimados por métodos
tradicionais, gendmico e valor genético verdadeiro dos individuos.

Selecdo Tradicional Valor Genético Verdadeiro
Selecdo Tradicional 1 0,9036
Selecdo Gendmica 0,9035 0,9232

Fonte: A autora

Observando os valores para as correlacdes, tanto de Pearson quanto de Spearman nas
tabelas 8 e 9 (0,90 e 0,80, respectivamente) entre selecdo genémica e selecdo tradicional séo
superiores aos dados encontrados no trabalho de Hayes e Goddart (2008), onde encontraram
correlacdo entre marcadores e pedigree aditivo com coeficiente médio de relagdo considerado
alto, 0,69. Uma forma de avaliar a precisdo relacionada aos marcadores moleculares é
comparar a variabilidade da relacdo dos irmdos inteiros ajustados com a variabilidade
esperada, devido a amostragem mendeliana. Se a variabilidade do marcador de relacdo
estimado para irmaos inteiros esta dentro do valor esperado, tem-se a confianga que as
relacBes dos marcadores estimados sdo precisas. Uma explicacdo parcial para os resultados
podem ser que a matriz de parentesco média derivada de pedigree ndo pode capturar efeitos
de amostragem mendeliana.

Predicbes gendmicas aumentam a acuracia de selecdo comparado com a selecdo
tradicional, fazendo com que os valores genéticos dos individuos sejam precisos, auxiliando
nos acasalamentos e selecdo dos genoétipos de interesse econdmico do rebanho, ajudando a
diminuir a endogamia. Assim, os resultados da simulacdo revelam um grande potencial da

selecdo gendbmica em aumentar a eficiéncia do melhoramento genético.
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