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RESUMO

Este artigo apresenta um conjunto de modelos baseados em técnicas de mineragdo de dados
para selecionar os principais marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) para as ragas
de ovinos Crioula, Morada Nova e Santa Inés. O conjunto de dados utilizado ¢ composto por
72 animais das racas citadas, sendo que cada animal possui 49.034 marcadores SNP. Dado que
o numero de marcadores ¢ muito maior que o de observacdes (animais), foram aplicadas
técnicas para a geragdo de modelos preditivos que incorporam métodos de selecao de atributos.
Os resultados demostraram que os modelos preditivos foram capazes de selecionar os
principais marcadores SNP para identificacdo das racas. Por meio da intersec¢do dos modelos
gerados identificou-se um subconjunto de 18 marcadores com maior potencial de identificagdo
das racas.

PALAVRAS-CHAVE: Polimorfismo de nucleotideo tunico, Selecdo de atributos,

Classificagdo, Regressao penalizada.

ABSTRACT

This paper introduces a set of models based on data mining techniques to select the major
markers SNP (Single Nucleotide Polymorphism) for the breeds of sheep Creole, Morada Nova
and Santa Inés. The data used were obtained from the International Consortium of Sheep and
consist of 72 animals of these breeds, in which each animal has 49,034 SNP markers.
Considering that the number of markers is much larger than the observations (animals),
techniques for generation of predictive models and feature selection methods were applied to
the data. The results revealed that the models were able to select the main SNP markers for
identification of such breeds. Through the intersection of the generated models a subset of 18
markers was identified with greater potential for identification of breeds.
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INTRODUCAO

O Brasil possui diversas ragas de ovinos que se desenvolveram a partir de racas trazidas pelos
colonizadores, as quais adquiriram caracteristicas especificas de adaptacdo as condigdes
ambientais, passando a ser conhecidas como locais ou localmente adaptadas. Algumas dessas
racas encontram-se ameagadas de extingdo, devido a cruzamentos indiscriminados com
animais de racas exoticas (MARIANTE et al., 2009). As ragas locais constituem uma
importante fonte de informagdes que pode levar a descoberta de genes envolvidos com
determinadas caracteristicas adaptativas como a resisténcia a doencgas e parasitas.

Para evitar a perda deste importante material genético, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (Embrapa) decidiu incluir algumas ragas locais em seus Bancos de
Germoplasma, sendo que as racas que possuem maior destaque nacional sdo: Crioula, Morada
Nova e Santa Inés. A constituicdo desses bancos ¢ feita por meio de avaliagdo de caracteristicas
morfoldgicas e produtivas dos animais. Entretanto, essa avaliagdo esta sujeita a falhas, pois
alguns animais cruzados mantém caracteristicas semelhantes aquelas dos animais locais.

Uma forma eficiente de auxiliar na solucdo para este tipo de problema ¢ empregar
tecnologias que fazem uso de marcadores moleculares SNP. Os marcadores SNP constituem
uma variacdo que ocorre em um Unico nucleotideo da cadeia de bases nitrogenadas (Adenina,
Citosina, Timina e Guanina) do DNA, afetando ou ndo o fenétipo alvo entre individuos de uma
espécie. Contudo, as tecnologias para geragdao destes dados sdo capazes de genotipar milhares
de marcadores SNP por animal.

Assim, realizar a selecdo dos marcadores mais informativos para a identificagdo racial
torna-se um problema desafiador. A aplicagdo de técnicas de mineracdo, etapa principal do
processo de Descoberta de Conhecimento em Bases de Dados (Knowledge Discovery in
Databases — KDD), surge como uma alternativa promissora, uma vez que essas técnicas sao
amplamente utilizadas na descoberta de padrdes novos e uteis em grandes volumes de dados
(HAN et al., 2011). Em particular, técnicas que combinam métodos de selecdo de atributos e
modelos preditivos capazes de lidar com problemas em que o nimero de atributos
(marcadores) p € muito maior que o numero de observagdes (animais) 7, isto €, (p >> n).

Muitos trabalhos ja foram conduzidos no desenvolvimento de modelos computacionais



e estatisticos para identificacdo de conjuntos de SNP relacionados com caracteristicas
fenotipicas interessantes em variados organismos, como em bovinos (MOKRY et al., 2013;
SUEKAWA et al., 2010) e frangos (GONZALEZ-RECIO et al., 2010), porém, sdo raros os
trabalhos abordando o desenvolvimento de modelos envolvendo dados de ovinos. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver modelos baseados em técnicas de mineracdo de dados para
selecionar os marcadores SNP mais relevantes para as ragas de ovinos Crioula, Morada Nova e

Santa Inés.

MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada ¢ composta de quatro etapas principais, a saber: entendimento dos
dados, preparacao dos dados, modelagem e validagao dos modelos.

Na etapa de entendimento dos dados, o conjunto de dados analisado foi obtido do
Consorcio Internacional do Genoma Ovino (ISGC et al., 2010), sendo composto por 72
animais das racas estudadas (23 animais da raga Crioula, 22 da Morada Nova e 27 da Santa
Inés) e 49.034 marcadores SNP por animal.

Na preparagao dos dados, realizou-se uma verificagdo quanto a existéncia de amostras
idénticas dentro do conjunto de dados e de marcadores SNP com valor nico de genotipo em
todas as ragas. Porém, ndo constatou-se amostras idénticas. Existiam 384 marcadores com
valor unico em todas as ragas, que foram removidos do conjunto de dados final.

Na etapa da modelagem, aplicou-se técnicas que combinam sele¢cdo de atributos e
desenvolvimento de modelos preditivos. Devido ao elevado ntimero de atributos e o baixo
nimero de registros, técnicas capazes de lidar com esta situacdo foram empregadas, a saber:
LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection Operator), Random Forest e Boosting.

O software R foi escolhido para aplicagdo das técnicas de modelagem. O pacote
instalado para o algoritmo LASSO foi o glmnet (FRIEDMAN et al., 2010), para Random
Forest foi o randomForest (LIAW e WIENER, 2002) e para Boosting foi o gbm (RIDGEWAY,
2013). Além destes pacotes, instalou-se o pacote caret (KUHN, 2013), que realiza a escolha
dos melhores valores para alguns parametros para cada técnica aplicada.

Primeiramente, aplicou-se a técnica LASSO, e o Unico pardmetro avaliado foi o
intervalo de possiveis valores para o coeficiente de penalizagdo A (lambda). Como padrio, o

valor do intervalo ¢ de 100 valores possiveis (JAMES et al, 2013), obtidos separadamente pelo
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algoritmo LASSO, via validagao cruzada. Apos a aplicagdo de LASSO, utilizou-se Random
Forest para a busca dos SNP mais relevantes associados as ragas. Para Random Forest, avaliou-
se os parametros relacionados ao numero de arvores a serem construidas e ao numero de
atributos selecionados para determinar o split em cada no das arvores. Da mesma forma, a
técnica Boosting foi utilizada para produzir um modelo com os marcadores mais relevantes
para as ragas. Em relagdo a técnica Boosting, o unico pardmetro testado foi o ntimero de
arvores a serem desenvolvidas para o modelo final.

Para avaliar o desempenho dos modelos, utilizou-se dois tipos de particionamento dos

dados: validagao cruzada e bootstrap, além da métrica acuracia e do coeficiente Kappa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na aplica¢do do algoritmo LASSO, apos a obtencao do valor 6timo de A, selecionou-se 29
marcadores relevantes, dos quais, cinco se destacaram para Crioula, 12 para Morada Nova e 12
para Santa Inés. Os cinco SNP que se destacaram para Crioula e suas respectivas informagdes

estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP selecionados pelo algoritmo LASSO para a raga Crioula

SNP Cromossomo Posigdo Alelos* Frequéncia alélica**
Crioula Morada Nova Santa Inés
OARX_121724022.1 X 121724022 [C/A] 0.98 0.02 0.05
OARX_29830880.1 X 29830880 [A/G] 0.80 0 0.05
OARX_78903642.1 X 78903642 [A/G] 0.95 0.07 0.09
§56924.1 X 53358543 [A/G] 0.98 0.13 0.15
OARI1_268303279_X.1 1 268303280 [G/A] 0.78 0.07 0.09

* Alelo especifico para a raga Crioula do lado esquerdo. ** Frequéncia do alelo especifico nas ragas.

De forma geral, os marcadores mostraram potencial de identificacdo da raga Crioula,
com destaque para quatro SNP pertencentes ao cromossomo X. Observou-se que os SNP da
raca Crioula possuem altas diferencas de frequéncias em relagdo as outras ragas,

provavelmente pelo fato desta possuir caracteristicas mais distintas entre elas (PAIVA, 2005).

Da Tabela 2 observa-se uma frequéncia relativamente maior dos alelos dos animais
Morada Nova na raga Santa Inés, o que pode ser explicado pelo fato dos animais Santa Inés
serem origindrios do cruzamento entre Morada Nova e ovinos do nordeste brasileiro, por isso

ovinos da Santa Inés preservem caracteristicas da Morada Nova (FIGUEIREDO et al., 1990).



Tabela 2: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP, selecionados por LASSO para a raca Morada Nova.

SNP Cromossomo Posigao Alelos* Frequéncia alélica**
Morada Nova Crioula Santa Inés
505480.1 X 52592630 [G/A] 0.93 0.15 0.22
OARI_187375309_X.1 1 187375310 [A/G] 0.86 0.02 0.31
OARI1_194627962.1 1 194627962 [G/A] 0.73 0 0.02
DU373896_534.1 3 139464759 [A/C] 0.82 0.35 0.15
$32131.1 4 22382506 [A/G] 0.98 0.32 0.42
506182.1 5 30787155 [A/G] 0.93 0.15 0.31
OARG6_39029427.1 6 39029427 [A/G] 0.84 0.17 0.11
OAR9 _39924477.1 9 39924477 [A/C] 0.95 0.17 0.33
OARI10_33338187.1 10 33338187 [A/G] 0.90 0.22 0.28
OARI17_22334380.1 17 22334380 [G/A] 0.79 0.19 0.13
OARI17_8472049.1 17 8472049 [A/G] 0.95 0.22 0.37
OAR20_45964534.1 20 45964534 [G/A] 0.75 0 0.15

* Alelo especifico para a raca Morada Nova do lado esquerdo. ** Frequéncia do alelo especifico na racas.

Entre os marcadores selecionados para Santa Inés (Tabela 3), destaca-se o fato dos
marcadores do cromossomo trés estarem em posi¢cdes muito proximas. De maneira geral, os
marcadores para a raga Santa Inés tém altas diferengas de frequéncia alélica em relacao as

outras ragas, tendo como destaques os marcadores OARX 53305527.1 e s20468.1.

Tabela 3: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP, selecionados pelo algoritmo LASSO para a ragca Santa Inés

SNP Cromossomo Posigdo Alelos* Frequéncia alélica**
Santa Inés Crioula Morada Nova

OARX_53305527.1 X 53305527 [A/G] 0.72 0 0.09
OAR2_145195113.1 2 145195113 [A/G] 0.74 0.04 0.38
OAR2_242658985.1 2 242658985 [A/G] 0.85 0.17 0.29
$20468.1 2 56248983 [A/G] 0.76 0.15 0

OAR3_153703374.1 3 153703374 [A/G] 0.76 0.41 0.13
OAR3_165050963.1 3 165050963 [A/G] 0.80 0.02 0.07
$16949.1 3 164901721 [G/A] 0.89 0.15 0.18
OAR5_93120389.1 5 93120389 [G/A] 0.89 0.19 0.38
OAR7_21409209.1 7 21409209 [G/A] 0.61 0.02 0.11
OAR7_94733688.1 7 94733688 [G/A] 0.98 0.37 0.59
s11241.1 7 30741909 [C/A] 0.81 0.35 0.34
$59000.1 18 45393237 [A/G] 0.87 0.30 0.38

* Alelo especifico para a raca Santa Inés do lado esquerdo. ** Frequéncia do alelo especifico na racas.

A acuricia obtida utilizando o algoritmo LASSO foi de 100% na predi¢do de novas

ragas, ¢ o indice Kappa foi igual a 1.



Random Forest gerou uma listagem dos marcadores mais importantes para o modelo de
identificacao das ragas. O melhor resultado obtido foi utilizando os parametros fornecidos pelo
pacote caret, que resultou em 1.000 arvores e 313 marcadores para split. Selecionou-se, entdo,
os 27 melhores SNP classificados, pois a partir desta posi¢ao os SNP contribuiam com menos
que 2% para o modelo. Mokry et al. (2013) primeiramente selecionaram 1% dos SNP mais
relevantes de cada cromossomo e, em seguida, 1% dos SNP mais importantes do subconjunto
anterior, e, no final, selecionados 70 SNP pela técnica Random Forest.

A Tabela 4 mostra os marcadores predominantes na raga Crioula. Do conjunto de 13
marcadores identificados para Crioula, quatro também foram identificados por LASSO

(OARX 121724022.1, OARX 29830880.1, OARX 78903642.1, s56924.1).

Tabela 4: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP, selecionados por Random Forest para a raca Crioula.

SNP Cromossomo Posigao Alelos* Frequéncia alélica**
Crioula Morada Nova Santa Inés
OARX_121724022.1 X 121724022 [C/A] 0.98 0.02 0.05
OARX_29830880.1 X 29830880 [A/G] 0.80 0 0.05
OARX_78903642.1 X 78903642 [A/G] 0.95 0.07 0.09
856924.1 X 53358543 [A/G] 0.98 0.13 0.15
OAR1_23724877.1 1 23724877 [G/A] 0.50 0 0.04
OAR2_212548956.1 2 212548956 [G/A] 0.80 0.04 0.18
OAR2_55853730.1 2 55853730 [A/C] 0.85 0 0.07
OAR11_18815864.1 11 18815864 [A/G] 0.93 0.34 0.22
871482.1 14 41937578 [G/A] 0.91 0.18 0.50
OAR15_45152619.1 15 45152619 [G/A] 0.76 0.02 0.02
OAR16_39888776.1 16 39888776 [A/G] 0.89 0.11 0.15
$25195.1 25 7203123 [G/A] 0.93 0.02 0.30
$30024.1 25 7165805 [C/A] 0.91 0.02 0.28

* Alelo especifico para a raca Crioula do lado esquerdo. ** Frequéncia do alelo especifico na racas.

Tabela 5: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP, selecionados por Random Forest para a raca Morada Nova.

SNP Cromossomo Posigdo Alelos* Frequéncia alélica**
Morada Nova Crioula Santa Inés
OARI1_194627962.1 1 194627962 [G/A] 0.73 0 0.02
OAR2_54691204.1 2 54691204 [G/A] 0.57 0.04 0
OARI18_65638912.1 18 65638912 [G/A] 1.00 0.56 0.41

* Alelo especifico para Morada Nova do lado esquerdo. ** Frequéncia do alelo especifico nas racas.



Conforme Tabela 5, o algoritmo Random Forest indicou trés marcadores importantes
para a raga Morada Nova. Observa-se os SNP OAR1 194627962.1 e OAR2 54691204.1, com
frequéncia acima de 50% na Morada Nova e praticamente ausente nas outras duas ragas.

Para Santa Inés, 11 marcadores foram selecionados com altas frequéncias alélicas
(Tabela 6). Destes, quatro estavam presentes no modelo LASSO (OARX 53305527.1,
s20468.1, OAR3 165050963.1 e s16949.1), refor¢ando o potencial dos mesmos.

Tabela 6: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP, selecionados por Random Forest para a ra¢a Santa Inés.

SNP Cromossomo Posigao Alelos* Frequéncia alélica**
Santa Inés Crioula Morada Nova

OARX_53305527.1 X 53305527 [A/G] 0.72 0 0.09
$61697.1 - - [C/A] 0.68 0.06 0.04
OARI1_175474366.1 1 175474366 [G/A] 0.55 0.24 0

$03528.1 1 28583773 [A/G] 0.92 0.43 0.23
520468.1 2 56248983 [A/G] 0.76 0.15 0

OAR3_164788310.1 3 164788310 [G/A] 0.89 0.22 0.18
OAR3_165050963.1 3 165050963 [A/G] 0.80 0.02 0.07
OAR3_195698523.1 3 195698523 [A/G] 0.66 0.15 0.04
$16949.1 3 164901721 [G/A] 0.89 0.15 0.18
§69653.1 3 164951744 [G/A] 0.90 0.08 0.36
OAR9_76802154.1 9 76802154 [A/G] 0.96 0.32 0.50

* Alelo especifico para a raca Santa Inés do lado esquerdo. ** Freauéncia do alelo especifico na racas.

Para treinamento e teste, foram desenvolvidas e combinadas 1.000 arvores utilizando

amostras bootstrap. O modelo Random Forest obteve uma acuracia de 99% e Kappa de 0,98.

Tabela 7: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP, selecionados por Boosting para a raga Crioula.

SNP Cromossomo Posigdo Alelos* Frequéncia alélica**
Crioula Morada Nova Santa Inés
OARX_121724022.1 X 121724022 [C/A] 0.98 0.02 0.05
$56924.1 X 53358543 [A/G] 0.98 0.13 0.15
OAR2_55853730.1 2 55853730 [A/C] 0.85 0 0.07
OAR4_51441757.1 4 51441757 [A/G] 0.91 0.25 0.16
OARG6_110447914.1 6 110447914 [G/A] 0.67 0.04 0.02
OARI15_45152619.1 15 45152619 [G/A] 0.76 0.02 0.02
$30024.1 25 7165805 [C/A] 0.91 0.02 0.28

* Alelo especifico para a raca Crioula do lado esquerdo. ** Frequéncia do alelo especifico na racas.

Na aplicacdo de Boosting, o parametro testado foi o numero de arvores de decisdo a
serem construidas. Selecionou-se, entdo, os 20 melhores marcadores, pois os SNP a partir desta

posicao pouco contribuiam (menos que 1%) para o modelo. Entre os 20 marcadores ordenados
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por Boosting, seis estavam presentes nos modelos LASSO e Random Forest, dois estavam
somente em LASSO e sete somente no modelo Random Forest.

Na lista de marcadores importantes para a raga Crioula, dois deles
(OARX 121724022.1 e s56924.1) foram indicados nos dois modelos anteriores, demonstrando

o alto potencial destes marcadores (Tabela 7).

Como pode ser visto na Tabela 8, o algoritmo Boosting separou cinco marcadores com
maior frequéncia em Morada Nova, sendo um deles (OAR1 194627962.1) presente nos dois

modelos anteriores, resultado que o confirma como um bom discriminante de ragas.

Tabela 8: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP, selecionados por Boosting para a raca Morada Nova.

SNP Cromossomo Posicao Alelos* Frequéncia alélica**
Morada Nova Crioula Santa Inés
OAR1_194627962.1 1 194627962 [G/A] 0.73 0 0.02
$32131.1 4 22382506 [A/G] 0.98 0.32 0.42
$06182.1 5 30787155 [A/G] 0.93 0.15 0.31
$10365.1 10 21720029 [G/A] 0.45 0 0

* Alelo especifico para a raca Morada Nova do lado esquerdo. ** Frequéncia do alelo especifico na racas.

Na Tabela 9, dentre os marcadores fornecidos pelo modelo Boosting para a raga Santa
Inés, destacam-se trés deles (OARX 53305527.1, s20468.1, OAR3 165050963.1) também

selecionados pelas técnicas LASSO e Random Forest, demonstrando o potencial desses SNP.

Tabela 9: Frequéncias alélicas dos marcadores SNP, selecionados por Boosting para a ra¢a Santa Inés.

SNP Cromossomo Posigdo Alelos* Frequéncia alélica**
Santa Inés Crioula Morada Nova

OARX_53305527.1 X 53305527 [A/G] 0.72 0 0.09
$61697.1 - - [C/A] 0.68 0.06 0.04
503528.1 1 28583773 [A/G] 0.92 0.43 0.23
520468.1 2 56248983 [A/G] 0.76 0.15 0

OAR3_164788310.1 3 164788310 [G/A] 0.89 0.22 0.18
OAR3_165050963.1 3 165050963 [A/G] 0.80 0.02 0.07
$39114.1 3 232410568 [A/G] 0.59 0.08 0.07
§69653.1 3 164951744 [G/A] 0.90 0.08 0.36
OAR9_40217510.1 9 40217510 [C/A] 0.54 0.08 0.02

* Alelo especifico para a raga Santa Inés do lado esquerdo. ** Frequéncia do alelo especifico na ragas.

A acuracia e o Kappa obtidos pelo modelo, com a combinacdo dos classificadores
ajustados, foi de 100% e 1, respectivamente. Observando esses resultados, pode-se pensar em
indicios de overfitting, porém os parametros ajustados para os algoritmo LASSO e Boosting
foram obtidos pelo caret de forma a evitar um super-ajuste do modelo. Este bom desempenho
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também foi obtido em (GONZALEZ-RECIO, et al., 2010), em que o algoritmo L2-Boosting

foi utilizado em dois conjuntos de SNP, obtendo alta precisdo nas predicdes.

Considerando-se apenas marcadores selecionados por dois e trés modelos, um total de
18 SNP (Tabela 10) demonstra ter grande potencial na identificagdo das ragas estudadas. Esse

numero de marcadores ¢ proximo aos resultados de trabalhos relacionados a identificacao

racial em bovinos, como em Suekawa et al. (2010).

Tabela 10: Marcadores SNP selecionados pelos modelos e suas ragas predominantes.

SNP N° Modelos Cromossomo Posi¢ao Alelos* Raga Predominante
OARX_121724022.1 3 X 121724022 [C/A] Crioula
$56924.1 3 X 53358543 [A/G] Crioula
OAR1_194627962.1 3 1 194627962 [G/A] Morada Nova
OARX_53305527.1 3 X 53305527 [A/G] Santa Inés
520468.1 3 2 56248983 [A/G] Santa Inés
OAR3_165050963.1 3 3 165050963 [A/G] Santa Inés
OARX_29830880.1 2 X 29830880 [A/G] Crioula
OARX_78903642.1 2 X 78903642 [A/G] Crioula
OAR2_55853730.1 2 2 55853730 [A/C] Crioula
OAR15_45152619.1 2 15 45152619 [G/A] Crioula
$30024.1 2 25 7165805 [C/A] Crioula
s32131.1 2 4 22382506 [A/G] Morada Nova
s06182.1 2 5 30787155 [A/G] Morada Nova
561697.1 2 - - [C/A] Santa Inés
$03528.1 2 1 28583773 [A/G] Santa Inés
OAR3_164788310.1 2 3 164788310 [G/A] Santa Inés
$69653.1 2 3 164951744 [G/A] Santa Inés
$16949.1 2 3 164901721 [G/A] Santa Inés

* Alelo especifico para a ra¢a predominante do lado esquerdo.
CONCLUSOES

Os modelos obtidos com aplicagdo das trés técnicas escolhidas revelaram resultados
promissores para a selecdo dos marcadores SNP mais informativos das ragas estudadas. Visto
que o conjunto de dados utilizado possui um elevado numero de atributos, as técnicas aplicadas
reduziram o numero de SNP para menos de 0,2%. Na intersec¢do dos modelos, foram
encontrados 18 SNP com maior potencial de identificacdo das ragas, indicando que realmente
os marcadores selecionados possuem alta correlagdo com a raca associada. Os modelos
desenvolvidos podem ser utilizados na certifica¢ao racial de animais ja depositados em bancos
de germoplasma e de novos animais a serem inclusos, assim como poderao ser utilizados por

diversos segmentos ligados a ovinocultura.
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