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RESUMO
Caracteristicas de crescimento e de carcaca afetam diretamente o valor comercial da
carcaca bovina. Estudos de associagdo ampla do genoma (GWAS) viabilizam a
identificacdo de locos que influenciam a expressdo de caracteristicas quantitativas.
Neste contexto, o0 objetivo desse trabalho foi identificar regides gendmicas e genes
associados com caracteristicas de producdo e qualidade de carcaca como &rea de olho de
lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EGS) e peso ao sobreano (PESO) em
bovinos da raca Canchim. O GWAS foi realizado por meio dos métodos Bayes B e
Bayes C, utilizando informacdes fenotipicas e genétipos imputados de 701 animais da
raca Canchim e do grupo genético MA (progénie de touro Charolés e vaca ¥ Canchim
+ Y% Zebu). Foram identificadas duas, trés e cinco regides candidatas associadas com
AOL, PESO e EGS, respectivamente. A andlise funcional destacou genes com funcdes
biologicas relacionadas as caracteristicas estudadas e relatos prévios de locos
controladores de caracteristicas quantitativas (QTLs), subjacentes ou abrangidos pelas

regides candidatas reforcam as evidéncias de associacdo encontradas por este trabalho.

Palavras chave: SNP, carcaga, crescimento, imputacao, inferéncia Bayesiana
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1. INTRODUCAO

No cenério agropecudrio mundial, a bovinocultura brasileira ocupa lugar de
destaque apresentando o maior rebanho comercial de gado bovino, com cerca de 199
milhdes de cabecas (Anualpec, 2014). Em 2014, o pais abateu 43,3 milhdes de animais
(aproximadamente 8,5 milhGes de toneladas de equivalente carcaga) e manteve o titulo
de maior exportador mundial de carne bovina (Anualpec, 2014). Embora seja o lider
mundial em quantidade de carne bovina exportada, o Brasil precisa adequar sua
producdo aos padrdes e as exigéncias estabelecidos pelos importadores, principalmente,
no que se refere a qualidade da carne, j& que estd diretamente relacionada com a
aceitabilidade do produto.

Segundo Luchiari Filho (2006), para atender aos nichos de mercado de alta
qualidade e valor agregado é imprescindivel aplicar uma estratégia que envolva desde a
escolha do material genético, a adequacdo do sistema de producdo visando a
padronizacdo da oferta de matéria prima (animais) as industrias, principalmente quanto
ao peso, rendimento de cortes carneos e grau de acabamento.

Durante muito tempo, a composicdo da remuneragdo para pecuéria de corte
nacional foi baseada apenas no peso vivo e no rendimento de carcaga dos animais.
Entretanto, observa-se forte tendéncia de mudanca desse cenario, e em muitas situacdes
a receita obtida na atividade est vinculada ndo somente aos aspectos quantitativos, mas
também a qualidade, notadamente, ao acabamento de carcaca. Segundo Perotto et al.
(2000), o valor comercial de uma carcaca bovina é determinado por um conjunto de
caracteristicas, destacando-se o peso, a conformacdo, o rendimento, a gordura de
cobertura e 0 marmoreio. Neste sentido, 0 melhoramento genético de caracteristicas de
crescimento e de carcaga demonstra-se como uma importante ferramenta para agregar

valor ao produto final.
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Entre as caracteristicas de crescimento, 0 peso ao sobreano destaca-se por permitir
avaliar o potencial genético do individuo ainda em idade jovem, tendo em vista a menor
influéncia dos efeitos ambientais maternos e apresenta maior correlagdo com o0 peso ao
abate quando comparado ao peso a desmama e ao ano (Bergman, 1999).

Entre as caracteristicas de carcaga, a area de olho de lombo (AOL) apresenta
correlagdo com musculosidade e rendimento dos cortes de alto valor comercial, estando
relacionada com a porcéo comestivel da carcaca (Luchiari Filho, 2000). A espessura de
gordura subcutédnea (EGS) ou gordura de cobertura apresenta grande importancia no
processo de resfriamento das carcacas, isolando-as do frio, protegendo-as contra o
encurtamento das fibras e, consequentemente, o endurecimento da carne (Meirelles et
al., 2010).

No geral, as caracteristicas de crescimento e de carcaca de bovinos apresentam
herdabilidade de magnitude moderada a alta, evidenciando que a selecéo e a utilizagéo
de racas especializadas nos programas de cruzamento, se constituem como importantes
ferramentas para melhoria desses aspectos no rebanho (Forni et al., 2007).

Neste contexto, a ragca Canchim destaca-se por proporcionar um ganho de peso na
ordem de 15% em relacdo ao zebu (Tupy et al., 2006). Atualmente, € bastante utilizada
em sistemas de producdo de carne, principalmente pelo cruzamento de touros Canchim
com vacas zebu, devido a capacidade de monta e fertilidade do touro Canchim e ao
desempenho, qualidade de carne e carcacga dos seus produtos (Vianna et al., 1978; Tupy
et al., 2006).

As andlises do genoma, incluindo o mapeamento de QTLs (Quantitative Trait
Loci) (Soller & Plotkin-Hazan, 1977; Soller, 1978), o emprego em larga escala de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) (Meuwissen et al., 2001) e, mais recentemente, a

utilizacdo de dados de sequenciamento (Pérez-Enciso et al., 2015) na selecéo de bovinos
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de corte, permitirdo avancos na inclusdo de caracteristicas relacionadas a qualidade da
carcaca e da carne nos programas de melhoramento genético.

Com o desenvolvimento de plataformas para a detec¢do simultanea de milhares de
SNPs, tornou-se possivel aumentar a confiabilidade nos resultados obtidos por meio de
mapeamento de QTLs, empregando marcadores distribuidos densamente por todo o
genoma (Faleiro et al., 2011). Essa metodologia tem sido chamada de estudo de
associacdo gendmica ampla (Genome-wide association study - GWAS).

Os GWAS visam a identificacdo de SNPs que estdo em desequilibrio de ligacao
com regiGes cromossdmicas que controlam a manifestacdo de fendtipos relevantes
(Balding, 2006). Neste contexto, a identificagdo de genes, proteinas e vias metabdlicas
envolvidas na manifestagdo fenotipica podera auxiliar na compreensdo dos mecanismos

genéticos que controlam caracteristicas de crescimento e carcaga em bovinos.

2. ARACA CANCHIM

A raca Canchim é uma raca sintética que foi desenvolvida em 1940 na Fazenda
Canchim, onde hoje se situa a Embrapa Pecuaria Sudeste, em Séo Carlos/SP, com o
objetivo de unir a precocidade, musculosidade e rendimento de carcaca apresentados
pelos animais de origem taurina, a rusticidade e adaptabilidade apresentadas pelos
animais de origem zebuina (Vianna et al., 1978, Tupy et al., 2006). Essa raca foi
formada por meio de diferentes esquemas de cruzamentos alternados entre animais da
raca Charolés, que possui grande potencial para ganho de peso, e de diferentes ragas
zebuinas, como Indubrasil, Guzerd e Nelore, que se destacam pela capacidade de
adaptacao as condicGes tropicais (Vianna et al., 1978).

O fato de ter nascido dentro de uma instituicdo de pesquisa determinou 0 sucesso

dessa raca, ja que sua formacdo e posterior expansdo sempre foram pautadas por
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critérios técnicos de selecdo. Diversos experimentos foram desenvolvidos desde o
principio para que caracteristicas de interesse econdmico fossem aprimoradas e fixadas
na raga Canchim (Vianna et al., 1978; Santos et al., 1996; Silva et al, 2000; Tupy et al.,
2006; Buzanskas et al., 2010; Meirelles et al., 2010; Buzanskas et al., 2014).

Com o passar dos anos, o Canchim foi sendo difundido pelo Pais, ocupando
espaco na pecuaria nacional. De acordo com a Associacao Brasileira dos Criadores de
Canchim (http://www.abccan.com.br), a raca é criada em nove Estados da Federacdo e
teve cerca de 200.000 animais Canchim e 32.000 animais MA (filhos de touros
Charolés e vacas 1/2 Canchim + 1/2 Zebu) nascidos e cadastrados até 2014,

Atualmente, é utilizada em sistemas de produgdo de carne, principalmente pelo
cruzamento de touros Canchim com vacas zebu, devido a capacidade de monta e
fertilidade do touro Canchim e ao desempenho, terminacdo, qualidade de carne e
carcaca dos seus produtos (Tupy et al., 2006). Os touros Canchim podem ser utilizados
em monta a campo em condic¢des tropicais, fato que proporciona impacto econdmico
positivo, pois permite aumentar a producdo de carne bovina sem aumento nos custos de
producdo, quando comparados a animais zebuinos (Tupy et al., 2006).

Por ser uma raca sintética, a utilizacdo de diferentes sistemas de acasalamento
permite empregar a selecdo ocorrida nas suas ragas formadoras, além da selecdo na

prépria raca como fator muito importante para o seu desenvolvimento (Barbosa, 2000).

3. PROVA CANCHIM DE AVALIACAO DE DESEMPENHO (PCAD)

A Prova Canchim de Avaliagdo de Desempenho (PCAD) é realizada pela
Associacdo Brasileira dos Criadores de Canchim (ABCCAN) e Programa
GeneplussEMBRAPA com a finalidade de identificar animais com desempenho

superior para utilizacdo como reprodutores na raca ou em cruzamentos. As avaliagdes
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sdo realizadas anualmente, em duas etapas com o objetivo de avaliar separadamente
animais nascidos de junho a agosto dos que nasceram de setembro a novembro.

Os animais entram nas Provas com aproximadamente oito meses de idade,
pesando em média 230 quilos, quando sdo confinados em baia coletiva por um periodo
de 154 dias, sendo 42 dias para adaptagdo e 112 dias para avaliacdo. Sdo avaliadas 11
caracteristicas importantes para producdo, qualidade de carcaca, funcionalidade e
padrdo racial, sendo ganho de peso diério, peso ao final das Provas, area de olho de
lombo, espessura de gordura subcutanea, marmoreio, conformacao frigorifica, perimetro
escrotal, correcdo de umbigo e preplcio, qualidade da pelagem, pigmentacdo de
mucosas e aprumos.

As medidas de EGS (mm), AOL (cm?) e marmoreio (escores) sdo coletadas
transversalmente no masculo Longissimus dorsi na regido entre a 12% e 13% costelas com
um equipamento de ultrassonografia com transdutor linear de 3,5 MHz ASP 30C/18 cm,
especifico para avaliacdo de carcaca.

A orientacdo técnica, supervisdo, conducdo das avaliacdes e calculos para
classificacdo dos animais ao final das Provas sdo de responsabilidade da equipe de

melhoramento animal do programa Geneplus/Embrapa.

4. CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E CARCACA AVALIADAS

4.1. Peso ao sobreano

Caracteristicas de crescimento sdo tradicionalmente utilizadas como critério de
selecdo em programas de melhoramento genético de bovinos de corte por serem de facil
mensuracdo, apresentarem herdabilidades com valores moderados e por estarem

associadas com a produtividade (Razook et al., 2001).
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Entre essas caracteristicas, destacam-se 0s pesos mensurados em diferentes
estagios de desenvolvimento do animal, principalmente o peso ao sobreano (18 meses),
que permite avaliar o potencial genético do individuo ainda em idade jovem, tendo em
vista a menor influéncia dos efeitos ambientais maternos e apresenta maior correlacéo
com 0 peso ao abate quando comparado ao peso a desmama e ao ano (Bergman, 1999).

Diversos trabalhos demonstram que as estimativas de herdabilidade para peso ao
sobreano na raga Canchim apresentam valores moderados, variando entre 0,23 a 0,54
(Mascioli et al., 1996; Castro-Pereira et al., 2007; Buzanskas et al., 2010; Meirelles et
al., 2010; Borba et al.,, 2011). Mascioli et al. (1996), avaliando animais da raca
Canchim, encontraram correlacdes genéticas entre pesos em diferentes idades e peso ao
sobreano, o que indica que a selecdo para esta caracteristica promove mudanca genética
nos pesos nas demais idades.

Em outros trabalhos, as estimativas de correlacdes genéticas indicam que a
selecdo para peso ao sobreano, proporciona ganhos genéticos também em area de olho
de lombo e espessura de gordura subcutanea (Meirelles et al., 2010; Yokoo et al., 2010;

Caetano et al., 2013).

4.2. Area de olho de lombo (AOL)

Além das caracteristicas de crescimento, é fundamental a utilizacdo de
caracteristicas relacionadas a qualidade da carcaca como critérios de selecdo em
programas de melhoramento genético de bovinos de corte. Neste sentido, a area de olho
de lombo é uma medida que apresenta correlagdes genéticas com medidas de qualidade
de carcaca como musculosidade, rendimento de cortes carneos, composicao e peso da
carcaca (Hassen et al., 1999; Luchiari Filho, 2000; Suguisawa et al., 2003; Suguisawa et

al., 2006).
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Esta medida é obtida por ultrassonografia e representa a area da seccao transversal
do musculo Longissimus dorsi entre as 122 e 132 costelas. Na literatura séo relatadas
estimativas de herdabilidade para AOL na raga Canchim variando entre 0,33 a 0,39

(Meirelles et al., 2009; Meirelles et al., 2010; Mokry et al., 2012).

4.3. Espessura de gordura subcutéanea (EGS)

Uma carcaca de qualidade deve apresentar quantidade de gordura subcutinea
suficiente para isolar a carcaga evitando o encurtamento das fibras musculares pelo frio
e de preservar as caracteristicas organolépticas da carne (Dolezal et al., 1982). Segundo
Ferreira et al. (2006), os frigorificos preconizam que a carcaga apresente no minimo
3,00 mm de espessura de gordura sobre a 122 costela. Esta medida também é obtida por
ultrassonografia entre as 122 e 132 costelas. Na literatura séo relatadas estimativas de
herdabilidade variando entre 0,04 a 0,28 para EGS em bovinos da raga Canchim

(Meirelles et al., 2010; Mokry et al., 2012).

5. ESTUDOS DE ASSOCIACAO AMPLA DO GENOMA (GWAS)

De acordo com Hey (2004), com exce¢do de pontos onde ocorre alta taxa de
recombinacdo, o genoma é herdado em blocos de hapl6tipos formados por desequilibrio
de ligagdo (Linkage Desequilibrium - LD). O LD € uma medida estatistica da associa¢do
entre alelos de diferentes locos, ou seja, esta medida descreve a associa¢do nao aleatdria
entre dois ou mais locos no mesmo cromossomo (Ardlie et al., 2002). Esta associagdo
ocorre, principalmente, pela proximidade fisica entre diferentes locos e pode ser
influenciada por varios processos evolutivos e acontecimentos histéricos da populacéo

(Ardlie et al., 2002; Khatkar et al., 2008).
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As primeiras analises envolvendo marcadores moleculares possibilitaram grande
avanco no estudo de caracteristicas quantitativas, principalmente na elaboracdo de
mapas genéticos. Esta abordagem ficou conhecida como mapeamento de QTLs e
resultou no descobrimento de regides genémicas associadas a varias caracteristicas de
interesse econdmico (Soller & Plotkin-Hazan 1977; Soller 1978).

O conceito de GWAS foi primeiramente utilizado pela comunidade cientifica
envolvida com a genética epidemiolégica humana, tendo como objeto de estudo a
identificacdo de variacBes genéticas e a associacdo dessas variagdes com determinadas
doencas. Uma vez que tais variacbes sdo identificadas, € possivel utiliza-las para
localizar e entender como 0s genes contribuem para a manifestacdo de determinadas
doencas e desenvolver diferentes estratégias de prevencdo e tratamento (National
Human Genome Research Institute, 2011).

Portanto, GWAS séo estudos de marcadores moleculares do tipo SNPs que estdo
em desequilibrio de ligacdo com mutagdes causais e que visam determinar os efeitos
genéticos sobre os fenotipos dos individuos de uma populacdo (Balding, 2006).

Apos a conclusdo do Projeto Genoma Bovino (The Bovine HapMap Consortium,
2009; The Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium, 2009) e o
desenvolvimento de plataformas de genotipagem de SNPs em alta densidade ao longo
de todo genoma (Matukumalli et al., 2009), tornou-se possivel averiguar grande parte da
variacdo genetica que influencia a manifestacdo de caracteristicas de interesse
econémico em bovinos por meio dos GWAS.

Essa abordagem exige alguns elementos essenciais para ser realizada com
sucesso. Primeiramente, é necessaria a utilizacdo de um grande tamanho amostral e que
os individuos fornecam informacGes genéticas que efetivamente representem o fenétipo

estudado (Meuwissen et al., 2001; Ziegler et al., 2008; Cantor et al., 2010).
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A utilizacdo de um tamanho amostral grande torna essa metodologia bastante
dispendiosa. Como alternativa, a imputacdo de genotipos se destaca por permitir
predizer genotipos de marcadores faltantes em uma amostra com base em haplétipos
presentes na populacao ou em individuos aparentados (Li et al., 2009).

Devido ao grande numero de SNPs e amostras utilizadas nos GWAS, pequenos
erros de determinacdo dos gen6tipos podem resultar em niveis inaceitaveis de erros do
tipo | (falso-positivo) e 11 (falso-negativo) (Carmo, 2012).

Dessa forma, a qualidade dos dados é um dos fatores decisivos que definem a
validade dos resultados e das conclusbes. Até mesmo uma baixa taxa de erro nos
genoétipos pode resultar em um nivel inaceitavel de associacBes falsas. Entdo, o
delineamento do controle de qualidade dos dados é baseado em atributos que objetivam
refletir a utilidade e a integridade dos genotipos. Assim sendo, a seguir sdo apresentados
alguns procedimentos de controle de qualidade que podem ser aplicados para reduzir as

taxas de erro.

5.1. Controle de qualidade
5.1.1. Fendtipos

Para facilitar a visualizacdo e interpretacdo dos dados, é adequado criar gréaficos
da distribuicdo de um fen6tipo em um histograma ou um gréafico de barra, de acordo
com a natureza do fenétipo (numérico ou categdrico). Em uma simples observacdo dos
dados pode-se identificar os individuos com fenotipos extremos. Estes podem ser
individuos verdadeiramente incomuns, mas eles também podem indicar erros na coleta
de informacgbes. Portanto, é prudente averiguar se esses valores sdo fendtipos
verdadeiros ou erros cometidos durante a coleta dos dados. Problemas sistematicos na

coleta de informacdes fenotipicas como desvios nas medi¢des ao longo do tempo ou
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entre lotes sdo de grande preocupacgéo, pois indica uma importante fonte de erro

(Broman & Sen, 2009).

5.1.2. Controle de qualidade dos SNPs
5.1.2.1. Gen Train e Genotype Calling Score

Na tecnologia Illumina®, a designacao do genotipo dos SNPs é determinada pela
intensidade de fluorescéncia emitida pela reagdo fisico-quimica que ocorre no sitio de
hibridizacdo especifico de cada SNP. Para tanto, um software chamado
GenomeStudio®, contém uma série de algoritmos que normalizam as intensidades
observadas nos dois canais de cores emitidas, além das interferéncias de “background”
e as possiveis sobreposicfes entre os canais. Dependendo das formas e das distancias
entre os aglomerados, é atribuida uma pontuacdo estatistica (Gen Train Score), que sera
utilizada na formacdao de trés possiveis grupos que representam os genotipos hipotéticos
AA, AB e BB (Ritchie et al., 2011).

Na determinacdo dos gendtipos € estabelecida uma pontuacdo “Genotype Calling
Score” (GC score) que consiste na determinacdo do valor de confianga de cada
genotipo. Essa pontuacdo dependera da distancia do SNP do centro do grupo no qual ele
foi designado. Este parametro pode ser usado como padrdo de qualidade filtrando
genotipos atribuidos com baixa confiabilidade. Os valores de GC variam entre 0 e 1,
sendo que quanto mais proximo a 1, maior é a confianca ao geno6tipo atribuido (Ritchie

etal., 2011).

5.1.2.2. Call Rate do SNP
Os marcadores que apresentarem valores abaixo do limiar estabelecido para GC

score sdo determinados como “missing . O Call Rate do SNP ¢ definido como a razéo

11
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entre o nimero de genotipos com GC Score superior ao limiar estabelecido e o nimero
total de amostras genotipadas para determinado marcador (Turner et al., 2011) e é um

indicador da qualidade da genotipagem.

5.1.2.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg preconiza que os gendtipos de um loco bi
alélico AA, AB e BB ocorram com frequéncias relativas de p2 2pg e @3
respectivamente, onde p refere-se a frequéncia do alelo A e g = 1 - p (Hardy, 1908;
Weinberg, 1908). Desvios das proporc6es de Hardy-Weinberg podem ser indicativos de
possiveis erros de genotipagem, estratificacdo da populacdo, endogamia e marcas de
selecdo (Salanti et al., 2005; Turner et al., 2011) o que tem levado este parametro a ser

bastante utilizado no controle de qualidade dos SNPs.

5.1.2.4. Menor frequéncia alélica

A “Minor Allele Frequency” (MAF) refere-se a frequéncia a qual o alelo menos
comum ocorre numa dada populagdo. Geralmente, alelos com frequéncia inferior a 2%
na populacdo sdo excluidos das analises posteriores, a fim de se aumentar o poder de
deteccdo da associagdo genotipo-fendtipo. Este pardmetro € utilizado para diferenciar
polimorfismos comuns de variantes raras e erros de genotipagem (Carmo, 2012).
Dickson et al. (2011) afirmaram que as variantes raras podem dar origem a taxas

inaceitaveis de falso-positivo em GWAS.
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5.1.3. Controle de qualidade das amostras
5.1.3.1. Call Rate da amostra

E muito comum observar variagdo na qualidade e na quantidade de DNA de um
grupo amostral grande. A baixa qualidade ou baixa concentracdo de DNA podem
ocasionar falhas na determinacéo dos genotipos, reduzindo o GC score e aumentando o
numero de gen6tipos missing.

A proporgdo total de genotipos ndo designados de uma amostra consiste no Call
Rate das amostras. Amostras com baixa eficiéncia de genotipagem ou baixo Call Rate
devem ser removidas das analises posteriores. O limiar recomendado varia entre 95% a
99% para Call Rate da amostra (Tuner et al., 2011).

O Call Rate deve ser determinado buscando o equilibrio, minimizando o nimero

de amostras retiradas e maximizando a eficiéncia da genotipagem.

5.1.3.2. Heterozigose

Amostras com elevada heterozigose podem ser indicacdo de que duas amostras
foram colocadas erroneamente uma sobre a outra durante a montagem das placas,
contaminagdo de DNA em alguma etapa laboratorial ou simplesmente individuos muito
diferentes da maior parte do grupo amostral. A remocdo de amostras a £ 3 desvios
padrdo é uma abordagem razoavel para contornar esse problema (Laurie et al., 2010;

Gondro et al., 2013).

5.1.3.3. Estratificagdo populacional
Estratificacdo da populacdo refere-se a desigualdades de origem néo aleatoria nas
frequéncias alélicas e na distribuicdo do fendtipo entre as diferentes subpopulagdes

amostradas. A estratificagdo da populacdo ocorre geralmente quando as amostras séo
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provenientes de populacdes ancestrais distintas e uma das principais consequéncias da
estratificagdo € aumento do numero de SNPs associados ao fenotipo de forma espuria
(Purcell et al., 2007; Liu et al., 2013).

Em animais de criacdo, a estratificagdo da populagéo ocorre principalmente por
consequéncia da selegé@o, inseminacdo artificial, amostragem em diferentes grupos
genéticos ou endogamia. Uma estratégia para evitar os erros induzidos por estratificacéo
da populacdo € a de assegurar que as amostras do estudo sdo provenientes de uma
populacéo relativamente homogénea e a escolha de métodos estatisticos que consideram
este fator (Price et al., 2006; Li & Yu, 2008; Tse et al., 2009; Ma et al., 2013; Liu et al.,

2013).

5.2. Métodos de estimacdo bayesiana
Para todos os métodos que serdo tratados a seguir, os efeitos dos marcadores sao

estimados baseando-se no modelo (Kizilkaya et al., 2009; Habier et al., 2011):

Ziai5i +e

k
y=u+Xp+

i=1

Onde y € o vetor de observacOes fenotipicas; u, a média geral; B, o vetor de
parametros de perturbacdo; X, a matriz de incidéncia de B; k, 0 nUmero de marcadores;
z;, 0 vetor de genotipos do SNP i, codificados como o nimero de cépias de determinado
alelo: 0, 1 e 2; a;, o vetor de efeito de substituicdo alélica do SNPi; &;, refere-se a
determinacdo de m e indica se 0 SNP i serd incluido (6; = 1) ou excluido (6; = 0) da
andlise e e é o vetor de efeito residual.

Para a realizacdo das regressdes bayesianas, distribuicbes a priori devem ser
especificadas para os pardmetros de pertubacdo (), efeitos genéticos aditivos (a) e

para o residuo (e). De acordo com Fernando e Garrick (2013), sdo adotadas as
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seguintes distribuicdes a priori: discreta para §; para vetor de residuos e sera atribuida
distribuicdo a priori normal com média zero, condicional a variancia residual (¢2) que
por sua vez é tratada como desconhecida com distribui¢do a priori qui-quadrado inversa
e escalonada:
elo; ~ N(0,0%)
05~ X2V, S2)
Onde, segundo Habier et al. (2011):

S2v, E(02)(ve—2)
E(c?%) = s © §2 = .

Em que v, € o nimero de graus de liberdade e S? é o parametro de escala da
distribuicéo.

Todas as metodologias tratadas a seguir, diferem somente na distribuicdo de
probabilidade a priori para a, o2 e na atribuicdo do valor de m. Esses métodos séo
denominados Bayes B (Meuwissen et al., 2001), Bayes C (Kizilkaya et al., 2009) e

Bayes Cmt (Habier et al., 2011).

5.2.1. Bayes B

O método proposto por Meuwissen et al. (2001) é ajustado por meio de
abordagem bayesiana com estrutura hierarquica em dois niveis, assumindo-se que 0s
efeitos dos marcadores apresentam uma mistura de distribuicdo de probabilidade a
priori, onde um grande numero de marcadores, com probabilidade T, apresentam um
ponto de massa em zero e variancia genética nula. Ja para o restante dos marcadores
com probabilidade 1 -, os efeitos dos marcadores sdo adotados como amostras de uma
distribuicdo normal com média zero e variancia genética especifica para cada loco,

g’ > 0, com distribuicdo a priori qui-quadrado inversa e escalonada:
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2 0 com probabilidade ©
@iloai) _ (0,02;)com probabilidade (1 — )

0 com probabilidade ©t

0'2-|1'[{
M~ x72(v,, S%)com probabilidade (1 — )

Em que v, é o nimero de graus de liberdade e S2 é o parametro de escala da
distribuicdo. Esta mistura de distribuigcdes é baseada na teoria de que muitos locos ndo
apresentam efeito sobre as caracteristicas e apenas poucos locos apresentam efeito e
variancia genética, portanto estdo segregando (Meuwissen et al., 2001). A definicdo do
valor a priori de m apresenta um desafio, pois requer conhecimento prévio sobre a
caracteristica estudada para que a determinacdo de seu valor seja correspondente com a
proporcao de QTLs que controlam a manifestacdo do fen6tipo (Resende et al., 2011).

Gianola et al. (2009) sugeriram uma reformulagéo dos hiperparametros (g2;), em
Bayes B. Segundo estes autores, o método Bayes B ndo permite o aprendizado
bayesiano sobre essa variancia, pois a posteriori € completamente condicional da
variancia locos especifica e apresenta apenas um grau de liberdade adicional em
comparagdo com a priori. Ao designar-se a priori g% =0, ndo necessariamente
conduzird a a; = 0, portanto, os autores sugerem que o estado zero seja especificado
apenas para os efeitos e ndo para as variancias e que para  poderia ser atribuida uma

distribuicdo a priori Beta.

5.2.2. Bayes C

No método Bayes C descrito por Kizilkaya et al. (2009) e Habier et al. (2011), os
efeitos dos marcadores a priori sdo adotados como amostras de uma distribui¢cdo normal
com média zero e uma mesma variancia genética é atribuida para todos os marcadores,
dada por uma distribui¢do a priori qui-quadrado inversa e escalonada. A defini¢cdo do

valor de m é subjetiva assim como em Bayes B:
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a~ N(0,02)

0 com probabilidade

a|a§{ .
~ N (0,02)com probabilidade (1 — )

O%N X_Z(va' Sg)

5.2.3. Bayes Cnt
Habier et al. (2011) propuseram uma alternativa para Bayes B ao amostrar
iterativamente o valor de 1 sob distribuicdo a priori uniforme (0, 1), conjuntamente
com os outros parametros desconhecidos do modelo. Em Bayes Ctt todos os marcadores
apresentam igual distribuicéo a priori para variancia genética dada por uma distribuicéo
qui-quadrado inversa e escalonada:
T ~ uniforme (0,1)

0 com probabilidade n

a|0'¢21{ .
~ N (0,02)com probabilidade (1 — )

O'ﬁ ~ X_Z(Va' Sé)

Os parametros v, e S2 sdo semelhantes aos utilizados em Bayes B.

6. IMPUTACAO DE GENOTIPOS

Para detectar associacdo entre marcadores com QTLS € necessario que uma
amostra representativa da populacdo seja genotipada (Misztal, 2011). Devido ao alto
custo da obtengdo de gendtipos em larga escala, € de grande relevancia o estudo de
alternativas economicamente mais eficientes (Carvalheiro et al., 2014). Entre tais

alternativas, a imputacdo de genotipos se destaca por permitir predizer gendtipos de
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marcadores faltantes em uma amostra com base em hapl6tipos presentes na populagédo
ou em individuos aparentados (Li et al., 2009).

Quando chips de diferentes densidades de SNPs sdo utilizados em GWAS, a
imputacdo de genotipos € uma abordagem oportuna para combinar de forma eficiente
todos os dados dos marcadores disponiveis. Mesmo em experimentos onde sao
utilizados marcadores em mesma densidade para todos os individuos, a imputag&o é util
para incrementar o Call Rate de amostras com baixa qualidade (Ma et al., 2013).

A utilizacdo de gendtipos imputados em GWAS foi inicialmente realizada a partir
de dados obtidos com estudos realizados em humanos (Browning, 2008; Howie et al.,
2012; Chen et al., 2012). Recentemente, diversos estudos de GWAS em bovinos de
corte tém sido conduzidos com gendtipos imputados (Barendse, 2011; Chen et al.,
2012; Santana et al., 20144, Santana et al., 2014b).

Porém, para obtencdo de resultados confiaveis, a acuracia de imputagdo deve ser
alta o suficiente para que as informacgdes geradas fornecam confiabilidade semelhante a
obtida se a amostra fosse genotipada com chip de maior densidade (Mulder et al., 2012).
Entre os fatores que influenciam a acurécia de imputacdo, destacam-se a diferenca na
densidade de marcadores entre populacdo de referéncia e populacdo de validagédo
(Mulder et al., 2012); o desequilibrio de ligacdo (Druet et al., 2010); a diferenca do
namero de individuos entre populagdo de referéncia e populacdo de validagdo (Hickey
et al., 2012) e, principalmente, as diferencas entre diferentes metodologias (Druet et al.,
2010; Hickey et al., 2012).

A acuracia da imputacdo pode ser avaliada de diferentes formas a nivel de
gendtipos ou alelos: (1) proporcdo de gendtipos ou alelos imputados corretamente

(Weigel et al., 2010) ou incorretamente (Druet et al., 2010), (2) coeficiente de
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correlacdo (r) e de determinacdo (r?) entre gendtipos reais e imputados (Mulder et al.,

2010), (3) taxa de erro alélico (Khatkar et al., 2012).

7. HIPOTESES A SEREM TESTADAS

As suposicdes tedricas que este experimento pretende testar sdo as seguintes:
1. E possivel realizar imputagdo de genétipos a partir de painel de média densidade
para alta densidade, com alta acurcia em bovinos da raga Canchim.
2. O estudo de associacdo ampla do genoma é capaz de identificar locos e genes ao
longo dos cromossomos autossémicos associados com peso ao sobreano (PESO), area
de olho de lombo (AOL) e espessura de gordura subcutanea (EGS) em bovinos da raca

Canchim.

8. OBJETIVOS
8.1. Objetivo geral

Contribuir para o melhoramento genético da raca Canchim por meio do estudo de
marcadores moleculares associados com caracteristicas de producdo e qualidade de

carcacga em bovinos de corte.

8.2. Objetivos especificos

Avaliar a acurécia de imputacdo de dois diferentes cenarios, sendo o primeiro a
partir do lllumina BovineSNP50 v2 BeadChip® (50k) e 0 segundo a partir do GeneSeek
Genomic Profiler HD® (80k), para o BovineHD BeadChip® (777k).

Identificar regides gendmicas associadas com a manifestacdo de fenotipos
destinados a producéo e qualidade de carcaga como peso ao sobreano, area de olho de

lombo e espessura de gordura subcuténea, por meio dos métodos Bayes B e Bayes C.
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Explorar as regiGes encontradas, em busca de genes e QTLs com funcdo

bioldgica potencialmente relacionada com as trés caracteristicas em estudo.
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CAPITULO |

ESTUDOS DE ASSOCIACAO AMPLA DO GENOMA PARA AREA DE OLHO
DE LOMBO, ESPESSURA DE GORDURA SUBCUTANEA E PESO AO

SOBREANO EM BOVINOS DA RACA CANCHIM
RESUMO

O valor comercial da carcaca bovina é determinado por um conjunto de
caracteristicas, onde se destacam 0 peso, 0 rendimento, a gordura de cobertura e o0
marmoreio. Portanto, 0 melhoramento genético de caracteristicas de crescimento e de
carcaga demonstra-se como uma importante ferramenta para agregar valor ao produto
final. Estudos de associagdo ampla do genoma (Genome-wide Association Study -
GWAS) viabilizam a identificacdo de locos que controlam a expressao fenotipica de
caracteristicas quantitativas (Quantitative Trait Loci - QTLs). Neste contexto, o objetivo
desse trabalho foi identificar regiGes gendmicas e genes associados com caracteristicas
de crescimento e qualidade de carcaca como area de olho de lombo (AOL), espessura de
gordura subcutanea (EGS) e peso ao sobreano (PESO) em bovinos da raga Canchim.
Para aumentar o tamanho amostral e a densidade de marcadores, foi realizada
imputacdo de genétipos e nas andlises subsequentes foram utilizados somente
marcadores imputados com acurécia superior a 95%. O GWAS foi realizado por meio
dos métodos Bayes B e Bayes C, utilizando informacgdes fenotipicas e genotipos
imputados de 701 animais da raca Canchim e do grupo genético MA (progénie de touro
Charolés e vaca Y2 Canchim + %2 Zebu). Foram identificadas no total, duas, trés e cinco
regides gendmicas associadas com AOL, PESO e EGS, respectivamente. Os métodos
Bayes B e Bayes C permitiram identificar regides cromossomicas associadas com AOL,

EGS e PESO em bovinos da raga Canchim e a analise funcional destacou genes com
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705  fungdes biologicas relacionadas a essas caracteristicas. A identificacdo de QTLs
706  previamente descritos na literatura reforgcam as evidéncias de que as regides encontradas
707  por este trabalho estdo efetivamente associadas com as caracteristicas estudadas.
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1. INTRODUCAO

O melhoramento de caracteristicas de crescimento e de carcaca demonstra-se de
grande importancia para criadores e industria, dado que o valor comercial de uma
carcaca bovina é determinado por um conjunto de aspectos, destacando-se 0 peso, 0
rendimento, a gordura de cobertura e o marmoreio (Perotto et al., 2000).

Entre as caracteristicas de crescimento, o peso ao sobreano (PESQO) destaca-se por
permitir avaliar o potencial genético do individuo ainda em idade jovem, tendo em vista
a menor influéncia dos efeitos ambientais maternos e maior correlagdo com 0 peso ao
abate quando comparado ao peso a desmama e ao ano (Bergman, 1999).

Entre as caracteristicas de carcaca, a area de olho de lombo (AOL) apresenta
correlagdo com musculosidade e rendimento de cortes carneos, estando relacionada com
a porcdo comestivel da carcaca (Luchiari Filho, 2000). A espessura de gordura
subcutanea (EGS) apresenta grande importancia no processo de resfriamento das
carcacas, isolando-as do frio, protegendo-as contra o encurtamento das fibras e,
consequentemente, o endurecimento da carne (Meirelles et al., 2010).

No geral, as caracteristicas de crescimento e de carcaca de bovinos apresentam
herdabilidade de magnitude moderada a alta, evidenciando que a selecéo e a utilizagéo
de ragas especializadas em programas de cruzamento, se constituem como importantes
ferramentas para melhoria desses aspectos no rebanho (Forni et al., 2007).

Neste contexto, a ragca Canchim destaca-se por proporcionar um ganho de peso na
ordem de 15% em relacdo ao zebu (Tupy et al., 2006). Atualmente, é bastante utilizada
em sistemas de producdo de carne, principalmente pelo cruzamento de touros Canchim
com vacas zebu, devido a capacidade de monta e fertilidade do touro Canchim e ao
desempenho, qualidade de carne e carcacga dos seus produtos (Vianna et al., 1978; Tupy

et al., 2006).
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As analises do genoma, incluindo o mapeamento de QTLs (Quantitative Trait
Loci) (Soller & Plotkin-Hazan 1977; Soller 1978), o emprego em larga escala de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) (Meuwissen et al., 2001) e, mais recentemente, a
utilizacdo de dados de sequenciamento (Pérez-Enciso et al., 2015) na sele¢do de bovinos
de corte, permitirdo avancos na inclusdo de caracteristicas relacionadas a qualidade da
carcaca e da carne nos programas de melhoramento genético.

Com o desenvolvimento de plataformas para a detec¢do simultanea de milhares de
SNPs, tornou-se possivel aumentar a confiabilidade nos resultados obtidos por meio de
mapeamento de QTLs, empregando marcadores distribuidos densamente por todo o
genoma (Faleiro et al., 2011). Essa metodologia tem sido chamada de estudo de
associacdao genémica ampla (Genome-wide Association Study - GWAS) e visa a
identificacdo de SNPs que estdo em desequilibrio de ligagdo com regibes
cromossdmicas que controlam a manifestacdo de fendtipos relevantes (Balding, 2006).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi identificar regides genémicas e genes
associados com caracteristicas de producdo e qualidade de carcaga como AOL, EGS e
PESO em bovinos da ragca Canchim por meio de GWAS, utilizando os métodos Bayes B

e Bayes C.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Dados fenotipicos

Os dados fenotipicos utilizados foram provenientes de projetos desenvolvidos na
Embrapa Pecuaria Sudeste e na Embrapa Gado de Corte. Dos projetos da Embrapa
Pecuaria Sudeste foram obtidas informacdes fenotipicas de 1.652 animais, sendo 777
machos e 875 fémeas, onde 1.231 eram da raga Canchim e 421 do grupo genético MA.

Os animais foram provenientes de sete fazendas localizadas nos estados de Goias e Sdo
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Paulo e tiveram informagdes fenotipicas coletadas entre 2005 e 2010. Em S&o Paulo, as
fazendas encontram-se nos municipios de Aguas de Santa Barbara, Angatuba, Cap&o
Bonito, Sandovalina, S&o Carlos e S&o Miguel Arcanjo. No estado de Goias, a fazenda
encontra-se no municipio de Jussara.

Dos projetos da Embrapa Gado de Corte, foram coletadas informacdes fenotipicas
e amostras bioldgicas de 976 bezerros participantes de sete edi¢cbes das PCADs (Prova
Canchim de Avaliacdo de Desempenho) promovidas pela Associacdo Brasileira dos
Criadores de Canchim (ABCCAN) e Programa Geneplus/Embrapa. A primeira Prova
foi realizada na cidade de Campo Grande - MS em 2011. A partir de 2012, a PCAD
passou a ser realizada anualmente em duas etapas com o objetivo de avaliar
separadamente animais nascidos de junho a agosto dos que nasceram de setembro a
novembro. Neste ano, as etapas foram realizadas nas cidades de Campo Grande - MS e
Angatuba - SP e nos dois anos seguintes as Provas foram realizadas nos municipios de
Jussara - GO e Angatuba — SP. Todos os animais participantes das PCADs eram
machos, sendo 854 individuos da raga Canchim e 122 do grupo genético MA (progénie
de touro Charolés e vaca ¥ Canchim + %2 Zebu e apresenta em média 65,6% Charolés e
34,4% Zebu), oriundos de 23 fazendas.

Nas PCADs, foram coletadas informacGes fenotipicas de peso ao sobreano
(PESQ), érea de olho de lombo (AOL) e espessura de gordura subcutanea (EGS). As
medidas de EGS (mm), AOL (cm?) foram coletadas transversalmente no musculo
Longissimus dorsi na regido entre a 12° e 13* costelas com um equipamento de
ultrassonografia com transdutor linear de 3,5 MHz ASP 30C/18 cm, especifico para

avaliagéo de carcaga.
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2.2. Estimacao de componentes de (co)variancia e parametros genéticos

Os componentes de (co)variancia utilizados a priori para as analises de GWAS
foram estimados por meio da méxima verossimilhanga restrita sob modelo animal, em
andlise multi caracteristica utilizando o software REMLF90 (Misztal et al., 2002).

Como efeito fixo, foi considerado apenas o grupo contemporéneo, que foi
formado por ano de nascimento, estacdo de nascimento, fazenda, Prova, sexo e grupo
genético (Canchim ou MA). Para esta analise, foram excluidos animais que nao
apresentavam informagcfes completas para as trés caracteristicas avaliadas, os que
apresentavam fendtipos com +3 desvios padrdo a partir da média do seu grupo
contemporaneo e grupos contemporaneos com menos de cinco individuos.

Como covariaveis foram considerados os efeitos de idade linear e quadratico. O
modelo utilizado em conotacdo matricial pode ser representado como:

y= ut+Xp+Zg+e

Onde, y é o vetor de observacdes; u, a média geral; 8, o vetor de efeitos fixos; X,

a matriz de incidéncia dos efeitos fixos; g, o vetor de efeitos genéticos aditivos diretos;

Z, a matriz de incidéncia dos efeitos genéticos aditivos diretos; e, o efeito residual.

2.3. Dados gendmicos

Para todos os animais avaliados, foram colhidas amostras de sangue em tubos a
vacuo (Vaccutainer®) de 4,5 mL contendo K3 EDTA, que em seguida foram
processadas para obtencdo dos leucdcitos. Para os touros, pais de alguns bezerros
representativos das PCADs, foram obtidas amostras de sémen. As extracfes de DNA
foram realizadas utilizando os protocolos descritos por Regitano & Coutinho (2001). As
genotipagens foram feitas por empresas prestadoras de servigos e todos os animais

foram genotipados por meio da tecnologia lllumina®.
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Na Embrapa Pecuéria Sudeste, foram genotipados 400 animais por meio do
BovineHD BeadChip® (HD), sendo 194 machos e 206 fémeas. Destes, 288 da raca
Canchim e 112 do grupo genético MA. Este conjunto de dados foi chamado de
HD_CPPSE.

Na Embrapa Gado de Corte, foram genotipados 689 animais em trés diferentes
densidades. O primeiro conjunto de dados foi composto por 500 individuos genotipados
por meio do Illumina BovineSNP50 v2 BeadChip® e foi chamado de 50k_CNPGC. O
segundo conjunto de dados foi composto por 176 individuos genotipados por meio do
GeneSeek Genomic Profiler HD® e foi chamado de 80k_CNPGC. O terceiro conjunto
de dados foi composto por 13 individuos genotipados por meio do BovineHD
BeadChip® e foi chamado de HD_CNPGC. Destes animais, 593 eram da raca Canchim
e 96 do grupo genético MA.

Também foram genotipados 31 touros pais de bezerros participantes das PCADs
2011 e 2012, que foram escolhidos com o objetivo de relacionar os diferentes conjuntos
de dados, visando obter maior eficiéncia nas analises subsequentes. Destes touros, 23
eram da raca Canchim, 1 do grupo genético MA e 7 da raca Charolesa (pais de animais

MA). Este conjunto de dados foi chamado de HD_CNPGC_SIRE.

2.4. Controle de qualidade dos dados gendmicos

Para o controle de qualidade dos dados genémicos, foram considerados somente
SNPs com coordenadas gendmicas conhecidas e contidos nos cromossomos
autossdmicos e, nesta etapa, cada conjunto de dados foi analisado separadamente. Os
seguintes critérios e limiares de exclusdo foram utilizados: genédtipos com Genotype
Calling Score inferior a 50%; amostras e SNPs com Call Rate inferior a 95%;

frequéncia alélica minima (MAF) de 5%; amostras que apresentaram heterozigose >
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75%; valor de P do teste qui-quadrado para equilibrio de Hardy-Weinberg < 0.000001;
para SNPs situados em mesma coordenada gendmica excluiu-se o de menor MAF; para
pares de SNPs com correlagdo superior a 0,98, excluiu-se o de menor MAF. Essa etapa
foi realizada por meio de scripts no software estatistico R v.3.1.3, utilizando o pacote

snpStats v1.16.0 (Clayton, 2014).

2.5. Estratificacao populacional

Utilizando apenas SNPs em comum para todos os data sets foi calculada e
representada graficamente a estrutura da populagdo com base nos resultados de uma
analise de componentes principais (PCA) (Figura 1) e o parentesco entre individuos foi

calculado usando a equag&o cléssica de VanRaden (2007).

2.6. Imputacao de geno6tipos

Com o objetivo de aumentar o tamanho amostral e densidade de marcadores, foi
realizada imputacdo de genotipos para combinar as informacGes disponiveis nos
diferentes conjuntos de dados por meio do software FImpute v.2.2. (Sargolzaei et al.,
2014).

Foram utilizados dois cenérios, sendo que no primeiro, a populacdo de imputacao
foi composta pelos animais do 50k_CNPGC. J& no segundo, a populacdo de imputacao
foi composta pelos animais do 80k_CNPGC. A populacdo de validacdo e de referéncia
utilizadas em ambos os cenarios foram as mesmas.

A populacdo de validagéo foi composta por 100 animais, sendo os 13 animais do
HD_CNPGC e 87 animais mais jovens do HD_CPPSE. Estes individuos tiveram seus
genotipos mascarados para menores densidades de acordo com cada cenario e 0S

gendtipos imputados foram comparados com 0s originais.
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A populacdo de referéncia foi composta por 332 individuos, sendo 301 animais
provenientes do HD_CPPSE e os 31 touros do HD_CNPGC_SIRE

Ap6s a imputacdo, foi efetuado um novo controle de qualidade dos dados
gendmicos, onde foram excluidos SNPs com MAF < 5%, valor de P do teste qui-
quadrado para equilibrio de Hardy-Weinberg < 0.000001 e entre pares de SNPs com

correlagéo superior a 0,98 excluiu-se o de menor MAF.

2.7. Estudo de associa¢do ampla do genoma

Para as analises de GWAS foram utilizados informac6es de 701 animais, sendo
462 individuos provenientes do 50k_CNPGC, 169 do 80k_CNPGC, 57 do HD_CPPSE
e 13 do HD_CNPGC.

Foram utilizados SNPs com percentagem de genotipos imputados corretamente
maior que 95%. As analises foram realizadas em sistema operacional Linux, sob
enfoque Bayesiano, por meio das metodologias Bayes C (Kizilkaya et al., 2009; Habier
et al., 2011) e Bayes B (Meuwissen et al., 2001), implementadas no software GenSel
v1.14 (Fernando & Garrick, 2014).

Para a obtencdo da distribuicdo a posteriori dos efeitos genéticos dos marcadores
p(ai,o%|y), adotou-se o procedimento de simulagdo estocastica Monte Carlo via
Cadeias de Markov, utilizando o algoritmo Metropolis-Hastings, que permite amostrar a
distribuicdo posteriori conjunta de duas ou mais variaveis aleatorias, utilizando uma
distribuicdo candidata como distribui¢do auxiliar para atualizar o algoritmo durante o
processo iterativo (Tierney, 1994; Chib & Greenberg, 1995). O modelo utilizado para
todos os métodos foi descrito por Kizilkaya et al. (2010):

k
y=u+Xﬂ+Zziai5i+e
i=1

4
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Onde y é o vetor de observacGes fenotipicas; u, a média geral; B, o vetor de
parametros de perturbacdo; X, a matriz de incidéncia de §3; k, o nimero de marcadores;
z;, 0 vetor de gendtipos do SNP i, codificados como -10, 0 e 10 para os respectivos
gendtipos AA, AB e BB; a;, 0 vetor de efeitos de substituicdo alélica do SNP i; §;,
indica se 0 SNP i sera incluido (6; = 1) ou excluido (6; = 0) da analise e e € o vetor de

efeito residual. Foi adotado como pardmetro de perturbacdo [ apenas o grupo
contemporaneo, que foi formado por ano de nascimento, estacdo de nascimento,
fazenda, Prova, sexo e grupo genético. Como covariaveis, foram considerados os efeitos
de idade linear e quadratico.

Utilizaram-se 0s mesmos critérios na obtencdo das cadeias de Markov para todas
as caracteristicas avaliadas. Foi realizado um total de 165.000 iteracdes, sendo que as
15.000 primeiras foram descartadas no burn-in. Para garantir a independéncia entre as
observacdes, os resultados foram salvos a cada 10 iteracdes. Dessa forma, a estimacéo
sobre as densidades de probabilidade a posteriori dos parametros foi realizada a partir
de 15.000 amostragens. As distribuigdes de m a priori utilizadas em Bayes B e Bayes C
foram obtidas por meio da metodologia Bayes Cn (Habier et al., 2011), utilizando o
valor de m a priori =0,5.

Janelas compostas por varios marcadores capturam melhor parte da variabilidade
de determinada regido cromossémica (Saatchi et al., 2012), portanto, a associa¢do entre
as regibes genbmicas e as caracteristicas fenotipicas foi avaliada utilizando-se 2.521
janelas de 1Mb (1 milh&o de pares de bases) ndo sobrepostas, incluindo nimero variavel
de SNPs e com diferentes magnitudes de efeito. A propor¢do da variancia genética
aditiva esperada para uma unica janela foi calculada de acordo com Onteru et al. (2013),
onde 100% / 2.521, que resultou em 0,039%. Portanto, janelas que explicaram pelo

menos 0,19% da variancia genética, que é cinco vezes maior do que o esperado (0,039%
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* 5 = 0,19%), foram consideradas como regides associadas a QTLs. Os efeitos dos

2
marcadores foram padronizados de acordo com Sollero et al. (2014), onde (@) /02 .
ai

2.8. Anédlise de enriquecimento funcional

As regides encontradas foram exploradas quanto a sua localizagdo para a
prospeccdo de genes utilizando-se do banco de dados Ensembl (Cunningham et al.,
2015). Os genes encontrados foram submetidos a ferramenta Database for Annotation,
Visualization, and Integrated Discovery — DAVID (Dennis Jr, et al., 2003) e tiveram
sua funcionalidade verificada nas categorias: componente celular, processo bioldgico e
funcdo molecular, por meio do banco de dados QuickGO (Binns, et al., 2009). A
verificacdo de vias metabdlicas foi realizada por meio do banco de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes - KEGG (Kanehisa & Goto, 2000). A busca por
QTLs previamente descritos foi feita utilizando o banco de dados AnimalQTLdb (Hu et
al., 2007). Quando ndo foram encontradas informagdes funcionais para Bos taurus,
foram realizadas buscas em genes ortélogos no genoma de outras espécies de mamiferos

(Homo sapiens, Sus scrofa, Mus musculus, etc.).

3. RESULTADOS

A estatistica descritiva para os fenétipos AOL, EGS e PESO encontram-se na
Tabela 1. Para as estimativas de componentes de (co)variancias e parametros genéticos
foram excluidos 448 animais por meio dos critérios de exclusdo adotados para 0s
fenotipos. Os resultados obtidos para cada caracteristica por meio da maxima
verossimilhanca restrita, por Bayes B e Bayes C encontram-se na Tabela 2.

Pelos critérios adotados no controle de qualidade, a partir dos 500 animais

genotipados por meio do BovineSNP50 v2 BeadChip®, foram removidos 23.985
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(43,92%) SNPs e 38 (7,6%) amostras, resultando em 30.624 (56,08%) SNPs e 462
animais (92,4%) utilizados nas analises subsequentes. A partir dos 176 animais
genotipados por meio do GeneSeek Genomic Profiler HD®, foram removidos 27.548
(35,83%) SNPs e 7 (3,97%) amostras, resultando em 49.331 (64,17%) SNPs e 169
animais (96,03%) utilizados nas analises subsequentes. A partir dos animais
genotipados por meio BovineHD BeadChip® (400 HD_CPPSE, 13 HD_CNPGC e 31
HD_CNPGC_SIRE), foram removidos 191.630 SNPs (24,63%) e 12 animais (2,70%),
resultando em 586.332 SNPs (75,37%) e 432 animais (97,30%).

Como ilustrado na Figura 1, a estrutura desta populacdo foi visualizada com base
nos dois principais auto vetores, utilizado o componente principal 1 (PC1) e o
componente principal 2 (PC2). A Figura 2 ilustra as relagcbes genéticas dentro das
populagdes estudadas.

Para a imputacdo, em ambos os cenarios, a populacdo de referéncia foi composta
por 332 animais e a populacdo de validagdo por 100 amostras que foram utilizadas para
avaliar a eficiéncia da imputacdo por meio da percentagem de genétipos imputados
corretamente. No primeiro cenério, a populacdo de imputacdo foi composta por 468
animais genotipados por meio do BovineSNP50 v2 BeadChip®. A média de genotipos
imputados corretamente foi de 95%. No segundo cenério, a populacdo de imputacéo foi
composta por 169 animais genotipados por meio do GeneSeek Genomic Profiler HD. A
média de gendtipos imputados corretamente foi de 97%. O nimero de SNPs em comum
nos dois cenarios e que foram imputados com acuracia superior a 95% totalizaram
281.004 marcadores, que foram utilizados nas analises de GWAS.

Para AOL, o valor de = (propor¢do de SNPs que ndo apresentam efeito sobre a
caracteristica) obtido por Bayes Cx foi de 0,99. Foram encontradas por meio de Bayes

B, duas janelas localizadas nos cromossomos 3 e 13 que explicaram 0,24% e 0,20% da
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variancia genética, respectivamente. Ndo foram encontradas regides associadas com
AOL por meio de Bayes C.

Para EGS, o valor de © obtido por Bayes Cxn foi de 0,99. Foram encontradas por
meio de Bayes B, quatro janelas localizadas nos cromossomos 1, 6, 7 e 14 que
explicaram 0,32%; 0,35%; 0,22% e 0,77% da variancia genética, respectivamente. Por
meio de Bayes C foi encontrada uma janela localizada no cromossomo 14 que explicou
0,20% da variancia genetica.

Para PESO, o valor de = obtido por Bayes Crx foi de 0,97. Foram encontradas por
meio de Bayes B trés janelas, sendo duas no cromossomo 6 e uma no cromossomo 4,
que explicaram 6,27%; 0,19% e 0,87% da variancia genética, respectivamente. N&o
foram encontradas regides associadas com PESO por meio de Bayes C.

As estimativas obtidas para Bayes B e Bayes C para cada janela de SNPs
associada com as caracteristicas estudadas, localizacdo e nimero de SNPs abrangidos
encontram-se na Tabela 3. Os efeitos dos marcadores foram apresentados em gréaficos

do tipo "Manhattan plot” (Figuras 3, 4, 5, 6, 7 € 8).

4. DISCUSSAO

A proporcgdo estimada da variancia fenotipica explicada pelos marcadores ou
“herdabilidade genémica”, para todas as caracteristicas foram de moderadas a altas
(Tabela 2). Estes resultados estdo de acordo com trabalhos realizados na raga Canchim,
que obtiveram estimativas de herdabilidade para peso ao sobreano variando entre 0,23 a
0,54 (Mascioli et al., 1996; Castro-Pereira et al., 2007; Buzanskas et al., 2010; Meirelles
et al., 2010; Borba et al., 2011); para AOL variando entre 0,33 a 0,39 (Meirelles et al.,
2009; Meirelles et al., 2010; Mokry et al., 2012) e para EGS variando entre 0,04 a 0,28

(Meirelles et al., 2010; Mokry et al., 2012).
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Os resultados da PCA e do método de VanRaden (2007) demonstram auséncia de
subgrupos populacionais distintos. Nas abordagens Bayesianas utilizadas, a
estratificacdo populacional é implicitamente contabilizada ajustando todos o0s
marcadores simultaneamente (Zeng 2011). Portanto, os resultados da analise de
associagao estdo livres deste tipo de viés.

Diversos genes foram identificados nas regiGes associadas com as caracteristicas

analisadas (Tabela 3). Na analise funcional destacam-se 0s genes candidatos a seguir.

4.1. Area de olho de lombo

No cromossomo 3, foi identificada a janela 407 onde foi encontrado o gene SFPQ
(Splicing factor, proline- and glutamine-rich, também conhecido como PSF), que
codifica uma proteina multifuncional, que atua principalmente como fator de transcrigédo
de diversos genes e quando associada a outras proteinas formam os spliceossomos que
moderam o “splicing” alternativo de pré-mRNAs (Shav-Tal & Zipori, 2002, Urban et
al., 2002). Como fator de transcri¢do, o SFPQ liga-se na sequéncia 5-CTGAGTC-3'em
sitios de ligacdo do tipo IGFRE (insulin-like growth factor response element) que
ocorre em genes cuja transcri¢do é estimulada pelo IGF-I (insulin-like growth factor-I),
que por sua vez, € um hormdnio produzido no figado e atua no eixo regulador do
crescimento (Boguszewski, 2001).

Dois tipos de fatores de transcricdo ligam-se especificamente nestes sitios, 0
SFPQ, apresentando efeito supressor (Urban et al., 2002) e o0 Spl, que apresenta efeito
ativador (Urban et al., 1996).

A presenca de sitios de ligacdo do tipo IGFRE foi relatada no gene ¢ 1-crystallin
(Alemany et al., 1992) em frangos. Urban et al. (2002) demonstraram a presenca de um

sitio de ligacdo IGFRE no gene P450scc (P-450 cholesterol side-chain cleavage enzyme

44



1005

1006

1007

1008

1009

1010

1011

1012

1013

1014

1015

1016

1017

1018

1019

1020

1021

1022

1023

1024

1025

1026

1027

1028

1029

gene) que atua no processo de esteroidogénese. Também hé relatos de que alteragdes na
expressdo do gene da elastina em tecido muscular liso de ratos ocorram pela perda do
sitio IGFRE, dessa forma, suprimindo a expressdo génica (Wolfe, et al., 1993).

No cromossomo 13, foi identificada a janela 1416, onde estdo contidos 0s genes
OR4S2 (Olfactory Receptor, Family 4, Subfamily S, Member 2), TMX4 (Thioredoxin-
Related Transmembrane Protein 4) e PLCB1 (Phospholipase C £1) (Tabela 3). O gene
PLCB1 (Phospholipase C £1) expressa uma enzima fundamental na agdo mitogénica do

IGF-I (Manzioli et al., 1997; Xu et al., 2001).

4.2. Espessura de gordura subcutanea

No cromossomo 6, foi identificada a janela 703, onde localiza-se o0 gene KCNIP4
(Kv channel-interacting protein 4) também conhecido como KChIP4, que traduz uma
proteina componente de uma familia de pequenas subunidades que formam os canais
ibnicos permedveis de ions de potassio (Kv channel) na parede plasmatica de neurénios.
Estes canais atuam na excitabilidade neuronal (Holmqvist et al., 2002). Buzanskas et al.,
(2014) em um estudo de GWAS encontraram um SNP (rs135591504) no gene KCNIP4
associado a peso a desmama em bovinos da raca Canchim.

No cromossomo 7, foi identificada a janela 820, onde estdo contidos os genes
ARL10 (ADP-Ribosylation Factor-Like 10), NOP16 (NOP16 Nucleolar Protein) ,
HIGD2A (HIG1 Hypoxia Inducible Domain Family, Member 2A), CLTB (Clathrin,
Light Chain B), FAF2 (Fas Associated Factor Family Member 2), RNF44 (Ring Finger
Protein 44), CDHR2 (Cadherin-Related Family Member 2), GPRIN1(G Protein
Regulated Inducer Of Neurite Outgrowth 1), SNCB (Synuclein, Beta), EIF4E1B
(Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E Family Member 1B), TSPAN17

(Tetraspanin 17), UNC5A (Unc-5 Homolog A (C. Elegans)), HK3 (Hexokinase 3 (White
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Cell)), UIMC1 (Ubiquitin Interaction Motif Containing 1), ZNF346 (Zinc Finger
Protein 346) e FGFR4 (Fibroblast Growth Factor Receptor 4) (Tabela 3).

O gene FAF2 também conhecido como Ubxd8, atua como um sensor de acidos
graxos de cadeia longa e na sintese de triglicerideos em mamiferos (Lee et al., 2010).
Outro gene candidato identificado nesta mesma janela é o gene FGFR4, que de acordo
com Huang et al., (2007) desempenha papel essencial na homeostase de lipidios e da
glucose. Camundongos com alteracbes no gene FGFR4 em dieta normal exibiram
caracteristicas de sindrome metabolica que incluem o aumento de massa do tecido
adiposo branco, hiperlipidemia, intolerancia a glucose, resisténcia a insulina, além de

hipercolesterolemia (Huang et al., 2007).

4.3. Peso ao sobreano

No cromossomo 6, foram identificadas duas janelas associadas a PESO: na janela
699 estdo contidos os genes ABCG2 (ATP-binding cassette sub-family G member 2),
PKD2  (Polycystin-2),  SPP1(Osteopontin), = MEPE  (Matrix  extracellular
phosphoglycoprotein), IBSP (Bone sialoprotein 2), LAP3 (Cytosol aminopeptidase),
MED28 (Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 28), FAM184B (Family
With Sequence Similarity 184, Member B), DCAF16 (DDB1- and CUL4-associated
factor 16), HCAP-G (non-SMC condensin | complex, subunit G (NCAPG)) e LCORL
(Ligand Dependent Nuclear Receptor Corepressor-Like) (Tabela 3). Trabalhos com
bovinos encontraram QTLs na mesma regido associados a producéo, gordura e proteina
no leite (Cohen-Zinder et al., 2005; Olsen et al., 2007); proporc¢ao total de ossatura, peso
ao nascimento, comprimento ao nascimento (Gutierrez-Gil, et al., 2009), distocia e

morte fetal (Olsen et al., 2009).
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O loco que abrange os genes HCAP-G (NCAPG) e LCORL tem sido sugerido
como candidato para peso da carcaga (Setoguchi et al., 2009), facilidade de parto
(Bongiorni et al., 2012), estatura a idade adulta e sobrevivéncia do bezerro ao
nascimento (Sahana et al., 2015), consumo alimentar, ganho de peso, peso de carcaga
quente, area de olho de lombo e menor quantidade de gordura subcutanea (Lindholm-
Perry et al., 2011) em bovinos de corte.

Hayes et al., (2008) encontraram uma assinatura de sele¢do indicando selecédo para
producdo leiteira e producdo de carne em animais das racas Holandesa, Angus, Hereford
e Limousin. Estes resultados sugerem que QTLs no cromossomo 6 associados com
caracteristicas de producdo e composicdo do leite também podem afetar caracteristicas
de crescimento em bovinos.

Na janela 707, estdo contidos os genes ECSOD (Superoxide dismutase [Cu-Zn]),
LGI2 (Leucine-Rich Repeat LGI Family, Member 2), SEPSECS (O-phosphoseryl-
tRNA(Sec) selenium transferase), ZCCHC4 (Zinc finger CCHC domain-containing
protein 4), ANAPC4 (Anaphase Promoting Complex Subunit 4), SLC34A2 (Sodium-
dependent phosphate transport protein 2B), SEL1L3 (Sel-1 Suppressor Of Lin-12-Like
3) e SMIM20 (Small Integral Membrane Protein 20) (Tabela 3). Esta regido esta contida
em um QTL previamente identificado associado a propor¢do total de ossatura em
animais cruzados Charolés x Holandés (Gutierrez-Gil, et al., 2009).

Na janela 538, estdo contidos os genes NCAPG2 (Non-SMC Condensin 1l
Complex, Subunit G2), ESYT2 (Extended Synaptotagmin-Like Protein 2), WDR60 (WD
Repeat Domain 60) e VIPR2 (Vasoactive Intestinal Peptide Receptor 2) (Tabela 3). O
gene VIPR também conhecido como VPAC, que codifica um receptor do peptideo
intestinal vasoativo (VIP) que por sua vez é sintetizado na glandula pituitaria.

Trabalhos identificaram associacdo do gene VIPR2 a obesidade em humanos (Liu et al.,
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2010) e gordura no leite em bovinos da raga Simental (Capomaccio et al., 2015).
Evangelou et al. (2012) em anélise de vias metabdlicas encontraram associacdo

significativa entre a via metabodlica do VIP e indice de massa corporal e obesidade.

5. CONCLUSAO

Para estes conjuntos de dados, foi possivel realizar imputacdo de genotipos com
alta acurécia. O cenério a partir do GeneSeek Genomic Profiler HD® apresentou maior
acurécia quando comparado ao cenario a partir do BovineSNP50 v2 BeadChip®.

Os métodos Bayes B e Bayes C permitiram identificar regides cromossdémicas e
genes associados com area de olho de lombo, espessura de gordura subcutanea e peso
ao sobreano em bovinos da raga Canchim. A identificagdo de QTLS e genes
previamente descritos na literatura reforgam as evidéncias de que as regides encontradas

por este trabalho estdo efetivamente associadas com as caracteristicas estudadas.
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1282  Tabela 1. Estatistica descritiva para area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura

1283  subcutanea (EGS) e peso ao sobreano (PESO) em bovinos da raga Canchim.

Caracteristica N° de observacbes Meédia Desvio Padrdo  Valor minimo Valor maximo

AOL 1893 77,22 9,15 38,93 108,89
EGS 1893 3,25 0,97 0,11 8,89
PESO 1893 415,60 48,61 290,42 596,29

1284  Tabela 2. Estimativa dos parametros genéticos e componentes de (co)variancia para area
1285  de olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EGS) e peso ao sobreano

1286  (PESO) em bovinos da raca Canchim.

Caracteristica Método Herdabilidade Vvaridncla Varlancla Varlancla

genética  residual total

REML* 0,38 18,14 29,10 47,24

AOL Bayes B 0,32 23,13 47,24 70,38
Bayes C 0,58 43,82 31,38 75,20
REML* 0,52 0,2009 0,1841 0,3850
EGS Bayes B 0,28 0,2085 0,5211 0,7297
Bayes C 0,40 0,3070 0,4450 0,7520
REML* 0,43 560,8 720,7 1281,5

PESO Bayes B 0,47 669,8 752,2 1422
Bayes C 0,63 934,9 546,4 1481,4

1287 * REML: Méxima Verossimilhanca Restrita.
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1288
1289

Tabela 3. Regibes e genes associados com area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EGS) e peso ao sobreano (PESO) em
bovinos da raga Canchim.

- ~ - i *
Caracteristica Teste Janela | N° de SNPs | Cromossomo Logallzagao (incio Genes %\Var PPA

final) em Mb* (p>0)

SFPQ, ZMYML1, ZMYM6, ZMYM6NB, DLGAP3,
AOL Bayes B 407 59 3 111,00-111,98 SMIM12, GJA4, GJB3, GJB4, GBS 0,24 0,516
AOL Bayes B 1416 68 13 0,12-0,99 OR4S2, TMX4, PLCB1 0,20 0,540
EGS Bayes B 1553 169 14 53,00-53,99 CSMD3 0,77 0,890
EGS Bayes B 703 135 6 42,02-42,99 KCNIP4 0,35 0,784

CRYZL1, DONSON, SON, GART, DNAJC28,
EGS Bayes B 1 111 1 1,00-1,99 TMEMS50B, IFNGR2, IFNAR1, IL10RB, IFNAR2, 0,32 0,690
OLIG1

ARL10, NOP16, HIGD2A, CLTB, FAF2, RNF44,

EGS Bayes B 820 189 7 39,00-39,99 CDHR2, GPRIN1, SNCB, EIF4E1B, TSPAN17, 0,22 0,870
UNC5A, HK3, UIMC1, ZNF346, FGFR4
EGS Bayes C 1553 169 14 53,00-53,99 CSMD3 0,20 0,892
ABCG2, PKD2, SPP1, MEPE, IBSP, LAP3, MED28,

PESO Bayes B 699 125 6 38,00-38,99 FAM184B, DCAF16, HCAP-G, LCORL 6,27 0,996
PESO Bayes B 538 97 4 120,01-120,61 NCAPG2, ESYT2, WDR60, VIPR2 0,87 0,962
PESO BayesB | 707 211 6 46,00-46,99 ECSOD, LGI2, SEPSECS, ZCCHCA, ANAPC4, 019 | 0,998

SLC34A2, SEL1L3, SMIM20
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Figura 1. “Scatter plot” da estrutura populacional com base nos resultados de analise de

componentes principais (PCA). Os eixos X e Y indicam 0s componentes principais 1 e
2, respectivamente.
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1290

Figura 2. “Heatmap” do parentesco entre os individuos das populagdes estudadas.
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Figura 3. “Manhattan plot” dos efeitos padronizados do teste de associacdo ampla do
genoma por meio de Bayes B com © = 0,99, para area de olho de lombo (AOL) em
bovinos da raca Canchim.
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Figura 4. “Manhattan plot” dos efeitos padronizados do teste de associacdo ampla do
genoma por meio de Bayes C com n = 0,99, para area de olho de lombo (AOL) em
bovinos da raga Canchim.
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Figura 5. “Manhattan plot” dos efeitos padronizados do teste de associacdo ampla do
genoma por meio de Bayes B com © = 0,99, para espessura de gordura subcutanea
(EGS) em bovinos da raca Canchim.
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Figura 6. “Manhattan plot” dos efeitos padronizados do teste de associagcdo ampla do
genoma por meio de Bayes C com n = 0,99, para espessura de gordura subcutanea
(EGS) em bovinos da ragca Canchim.
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Figura 7. “Manhattan plot” dos efeitos padronizados do teste de associacdo ampla do
genoma por meio de Bayes B com © = 0,97, para peso ao sobreano (PESO) em bovinos
da raca Canchim.
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Figura 8. “Manhattan plot” dos efeitos padronizados do teste de associagcdo ampla do
genoma por meio de Bayes C com n = 0,97, para peso ao sobreano (PESO) em bovinos
da raca Canchim.
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