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RESUMO GERAL 

 

A busca por plantéis cada vez mais produtivos, tem conduzido ao uso de diferentes 

ferramentas, dentre elas, a utilização de marcadores moleculares no melhoramento 

genético. No entanto, como o custo da técnica de genotipagem ainda é considerado 

elevado, uma alternativa é a utilização da técnica de imputação (predição de genótipos não 

interrogados na genotipagem). Sendo assim, no primeiro capítulo desta dissertação, 

analisou-se  genótipos de animais Nelore com o objetivo de avaliar o potencial da 

imputação de painéis 3K e 7K, ambos customizados. Para a imputação foi utilizado o 

programa FImput. Os painéis foram produzidos a partir de marcadores que passaram pelo 

controle de qualidade, considerando a distância entre marcadores e os de maior frequência 

alélica. Os resultados  demonstraram que a utilização de painéis customizados para  

imputação de marcadores, pode ser aplicada para alcançar  valores de pelo menos 90% de 

acurácia. A customização do painel 3K e 7K aliada à técnica de imputação pode contribuir 

para melhorar o custo-benefício do uso de estudos genômicos no melhoramento animal. 

No segundo capítulo, objetivou-se realizar um estudo de associação genômica ampla 

(GWAS), por meio de dados imputados de animais da raça Canchim, visando identificar 

genes associados aos fenótipos de comprimento de umbigo, pelagem e circunferência 

escrotal. O GWAS foi realizado utilizando inferência Bayesiana por meio do programa 

GenSel. Foram detectadas 31 regiões em associação com comprimento de umbigo, uma 

região para pelagem e quatro regiões relacionadas à CE. Nessas regiões foram 

identificados locos quantitativos (QTLs) e genes relacionados com as características 

estudadas. A identificação de genes e QTLs, previamente descritos na literatura, reforçam 

as evidências de associação. Esse conhecimento poderá contribuir para a compreensão da 

arquitetura genética envolvida na expressão desses caracteres em bovinos Canchim.  

Palavras-chave: Genômica; imputação; GWAS; Polimorfismos; Bovinos. 
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ABSTRACT 

The search for increasingly productive seedlings has led to the use of different tools, 

among them, the use of molecular markers in genetic improvement. However, since the 

cost of the genotyping technique is still considered high, an alternative is the use of the 

imputation technique (prediction of genotypes not interrogated in genotyping). Thus, in the 

first chapter of this dissertation, genotypes of Nellore animals were analyzed with the 

objective of evaluating the potential of imputation of 3K and 7K panels, both customized. 

For the imputation, the FImput program was used. The panels were produced from markers 

that passed the quality control, considering the distance between markers and those with 

higher allele frequency. The results demonstrated that the use of customized panels for 

imputation of markers can be applied to achieve values of at least 90% accuracy. The 

customization of the 3K and 7K panel together with the imputation technique can 

contribute to improve the cost-benefit of the use of genomic studies in animal breeding. In 

the second chapter, a broad genomic association study (GWAS) was carried out, using 

imputed data from Canchim animals, aiming to identify genes associated with navel length, 

coat and scrotal circumference phenotypes. GWAS was performed using Bayesian 

inference using the GenSel program. Thirty-one regions were found in association with 

umbilicus length, one coat region and four EC-related regions. In these regions, 

quantitative loci (QTLs) and genes related to the characteristics studied were identified. 

The identification of genes and QTLs, previously described in the literature, reinforce the 

evidence of association. This knowledge may contribute to the understanding of the 

genetic architecture involved in the expression of these characters in Canchim cattle. 

Keywords: Genomic; Imputation; GWAS; Polymorphisms; Cattle. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Melhoramento genético 

As raças bovinas podem ser divididas em dois sub-grupos,  taurinos (Bos taurus) e 

zebuínos (Bos indicus), provenientes da Europa e Índia respectivamente. Esses animais 

apresentam 22.000 genes aproximandamente e diferem entre si em 237 posições 

genômicas (WILHAM, 2013). 

Os taurinos foram trazidos para o Brasil em conjunto com outras espécies 

domesticadas por volta do ano de 1533. Os zebuínos foram introduzidos no Brasil em 

1875, e se expandiram pelo país por apresentarem rusticidade, garantindo a sobrevivência 

desses animais mesmo em situações de estresse ambiental (da SILVA et al., 2012). Além 

disso apresentam boa adaptação a recursos alimentares a pasto e resistência à parasitas. 

Esses fatores, permitem explicar a numerosa população dos zebuínos que representam 80% 

dos rebanhos nacionais e sua importância para produção de carne e leite. No entanto, 

animais europeus se destacam em relação aos zebuínos quanto à aspectos de produtividade 

e reprodução  (SANTANA et al., 2014). 

Diante da necessidade de potencializar em bovinos características de adaptação, 

produtividade e reprodução, métodos de melhoramento genético para aumentar a 

frequência de genes associados à esses fenótipos tem sido empregados. O melhoramento 

genético clássico possui como objetivo elevar a cada ciclo de seleção a frequência de 

genótipos favoráveis com base em análises fenotípicas, obtendo-se assim um ganho 

genético de médio à longo prazo (ODA & MENCK, 1989).  

Um dos métodos utilizados no melhoramento aplicado a bovinos considera ajustes 

em sistemas de produção, promovendo cruzamentos entre animais de diferentes raças, ou 

até mesmo entre Bos taurus e Bos indicus. Essa estratégia tem promovido vantagens para 

várias características de importância econômica, como por exemplo, aumento de peso e 

qualidade da carcaça. (PEROTTO et al., 2000; YOKOO et al., 2007). 

 Dentre as diferentes raças provenientes desses cruzamentos entre taurinos e 

zebuínos, destaca-se a raça Canchim. A raça europeia utilizada para este cruzamento foi a 

Charolesa e a zebuína inicialmente utilizada foi a Indubrasil. No entanto, outras raças 

zebuínas também foram incorporadas posteriormente, como a Nelore e Guzerá. Bovinos 

Canchim correspondem de maneira satisfatória às expectativas do produtor, pois possibilita 

melhor qualidade da carne, maior peso do rebanho, maior número de bezerros e rusticidade 

(adaptação ao clima e a parasitas) (BARBOSA, 2004).  
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Após diversas análises de esquemas para composição do “grau de sangue” do gado 

Canchim, foi definida a proporção de 5/8 Charolês e 3/8 zebuíno. Esse cruzamento 

favoreceu a presença de características desejáveis de produtividade e adaptação. Essa raça 

sintética tem se destacado dentre os pecuaristas, por apresentar-se como alternativa ideal 

para alavancar a produtividade dos plantéis sem o aumento da área de produção 

(ABCCAN, 2015). 

Os bovinos Canchim tornaram-se relevantes para o produtor pela sua capacidade de 

disseminar características favoráveis ao rebanho brasileiro, possibilitados pelos chamados 

cruzamentos industriais, utilizando-se animais dessa raça. O cruzamento industrial é 

constituído por acasalamentos entre raças diferentes, buscando aumentar a eficiência 

produtiva dos animais, que serão levados à corte (MARCONDES et al., 2011; RIBEIRO et 

al., 2008). 

Nesse contexto, a distribuição desses animais pelo país tem aumentado em média 

8% ao ano, sendo que no ano de 2016 foram vendidos animais Canchim para quatro dos 

criatórios tradicionais do país, localizados em Mato grosso do Sul, Goiás, São Paulo e 

Minas Gerais (ABCCAN, 2016).  

A Associação Brasileira de Criadores de Canchim (ABCCAN) destaca a boa 

receptividade dos criadores em relação a essa raça, como também a aptidão desses animais 

que podem se adaptar em qualquer região brasileira. No entanto, o principal obstáculo para 

que a disseminação desses animais ocorra de maneira mais intensa é questão logística, que 

dificulta a venda desses animais para locais distantes (ABCCAN, 2015).  

 Diante deste contexto, diversas técnicas de melhoramento têm sido aplicadas em 

busca da melhoria do desempenho desses animais, visando suprir a demanda crescente por 

carne. Uma das técnicas explorada para essa finalidade, é o uso de seleção assistida por 

marcadores moleculares, possibilitando ganhos genéticos em menor tempo, uma vez que 

propicia a identificação das bases genéticas envolvidas em determinados fenótipos de 

interesse (WILHAM, 2013). 

 

Seleção assistida por marcadores moleculares 

 

 O melhoramento genético utilizando marcadores moleculares tem proporcionado 

avanços na seleção de animais domésticos, seguindo o princípio de desequilíbrio de 

ligação (LD). O LD é caracterizado pela segregação em conjunto de genes e marcadores de 

maneira não aleatória, podendo ocorrer principalmente devido a proximidade física entre 
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ambos. Dessa maneira, por meio dos marcadores, busca-se identificar genes que possam 

ter influencia em características de interesse econômico. Atualmente um dos marcadores 

mais utilizados para essa finalidade é o polimorfismo de nucleotídeo único (SNP, do inglês 

Single Nucleotide Polymorphism) (VIGNAL et al., 2002). 

 Os SNPs são também denominados de mutações pontuais, ocorrendo a troca de 

apenas um nucleotídeo, normalmente são encontrados apenas duas variantes em uma 

espécie, sendo chamados então de bi-alélicos. A mutação que caracteriza um SNP pode ser 

reconhecida como transição (troca de uma purina por purina ou pirimidina por pirimidina), 

ou por outra possibilidade menos frequente que são as trocas transversais (purina por 

pirimidina) (CAETANO et al., 2009). 

 O sequenciamento do genoma completo de diversas espécies permitiu reconhecer a 

abundância de marcadores do tipo SNP distribuídos por todo genoma. No entanto, para que 

esses sejam considerados SNPs devem estar presentes em pelo menos 1% da população 

testada. Os métodos de leitura de SNPs trouxeram novos benefícios e aplicações, com o 

desenvolvimento de painéis (também denominados “chips”) de genotipagem (BROOKES, 

1999).  

Os painéis desenvolvidos para a prospecção dos polimorfismos de base única, 

permitem a identificação de aproximadamente 777 mil marcadores quando realizados em 

chips de alta densidade (BovineHD BeadChip, HD). Além desses, existem também os 

menos densos, cujo custo é inferior, mas apresentam menor quantidade de marcadores 

identificados na análise (MARCHINI & HOWIE, 2010).  

O elevado custo da técnica de genotipagem é uma limitação para estudos 

genômicos, no entanto maneiras alternativas para contornar esse problema têm sido 

sugeridas, como o desenvolvimento de metodologias de imputação (LI et al., 2009).  

 

Imputação 

A ideia de imputação de genótipos foi descrita pela primeira vez por Burdick e 

colaboradores, que utilizaram o termo genotipagem in silico. Essa expressão foi utilizada 

para descrever que análises computacionais poderiam ser usadas para substituir 

procedimentos baseados em laboratório, na determinação de genótipos (LI et al., 2009). 

A imputação é uma ferramenta utilizada para inferir genótipos não interrogados na 

genotipagem, tendo como base uma população de referência genotipada em painel de 

densidade superior (Figura 1).  
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Figura 1. Cenário típico de imputação. As barras na fita dupla DNA representam os marcadores 

(SNP). Os números (genótipos observados) e interrogação (? - genótipos não observados). 

Genótipos não obtidos no processo de genotipagem (?) no painel de densidade inferior são 

estimados os genótipos faltantes são determinados (Fonte: Nascimento, 2016). 

  

As populações de referência, são assim denominadas por serem genotipadas em 

painéis mais densos. Dessa maneira possuem maior número de informação genética 

conhecida, possibilitando determinar os marcadores desconhecidos do grupo de validação 

(genótipo em estudo; população genotipada em menor densidade) (ZHANG et al., 2010; 

DASSONNEVILLE et al., 2012). 

A precisão com que os genótipos são inferidos na imputação pode ser influenciada 

por vários fatores, dentre eles o tamanho das populações de referência e validação, a 

relação genética entre os animais, níveis de desequilíbrio de ligação e os métodos 

utilizados. Deste modo, cálculos para se obter acurácia de imputação são capazes de 

avaliar o quanto a técnica foi eficaz ao predizer os genótipos faltantes (JEWETT et al., 

2012). 

Devido à divergências no padrão de desequilíbrio de ligação de animais taurinos e 

zebuínos, supõe-se que painéis de alta densidade seriam capazes de realizar melhor 

cobertura do genoma zebuíno. Uma vez que os painéis tradicionalmente comercializados 

de baixa densidade possuem predominância de dados genéticos de animais taurinos. No 

entanto a utilização de painéis de alta densidade têm alto custo, inviabilizando muitos 

estudos com animais de origem indiana. Sendo assim, a técnica de imputação tem sido 

aliada à outras metodologias, como a customização de painéis de genotipagem 
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(ESPIGOLAN et al., 2013).  

Os painéis customizados tendem a ser mais específicos em relação aos 

tradicionalmente utilizados. Um exemplo desses painéis é o Z-chip seq (~30 mil 

marcadores,  30K), o qual foi desenvolvido tendo como base informações genotípicas de 

animais Nelore, potencializando avaliação genética de animais de raças zebuínas. Assim 

como o Z-chip, outros painéis foram otimizados, com o intuito de possuírem informação 

genética predominante de animais de origem indiana, como o GeneSeek Genomic Profiler 

80K (DASSONNEVILLE et al., 2012).  

Ainda com o objetivo de tornar o uso de dados genômicos cada vez mais acessíveis, 

além dos painéis disponibilizados por empresas terceirizadas, existem metodologias de 

otimização, como a validação cruzada (do inglês cross-validation). Esse método baseia-se 

na divisão dos indivíduos em grupos e posterior análise em diversos ciclos sucessivos, de 

modo que cada grupo seja validado ao menos uma vez. Dessa maneira não se corre o risco 

de valores altos de acurácia, motivados por um dos grupos ser mais aparentados ao grupo 

de referência (REFAEILZADEH et al., 2008).  

A customização de painéis de baixa densidade (custo reduzido) com marcadores 

para zebuínos, para posterior uso na imputação, é relevante uma vez que os painéis 

comercializados possuem informação genética predominante de animais europeus. Dentre 

os aspectos positivos da técnica, está a possibilidade de aumentar o número de animais 

com informações de marcadores mais densas, proporcionando avaliações genéticas de 

maior confiabilidade com menor custo (VENTURA et al., 2014). 

Algumas das aplicações para a qual esses painéis de marcadores SNP têm sido 

explorados é o estudo de associação genômica ampla (GWAS, do inglês Genome Wide 

Association Study). Estes estudos tem como objetivo encontrar associações entre 

marcadores e genes e/ou locos que influenciam na expressão de fenótipos de interesse, 

utilizando ferramentas da bioinformática (ZHANG & DRUET, 2010). 

 

GWAS – Estudos de Associação Genômica Ampla 

O GWAS parte do princípio de que marcadores abundantes no genoma, como os 

SNP, estejam em desequilíbrio de ligação com genes associados com características de 

interesse econômico. Para a realização do estudo, é necessário que haja tamanho amostral 

suficientemente grandes da população genotipada (que represente a variabilidade 

genotípica dos animais), para posterior análise estatística (CANTOR et al., 2010). Dessa 

maneira, a base dos estudos de associação genômica é a busca por combinações entre 
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informações genéticas e fenotípicas de indivíduos, com a finalidade de encontrar regiões 

que interferem em características que agreguem valor ao rebanho (HIRSCHHORN e 

DALY, 2005). 

A principal importância dessa técnica de melhoramento, está na possibilidade de 

selecionar animais de acordo com informações de seu DNA, conduzindo a ganhos 

genéticos em menor período de tempo, quando comparado aos métodos tradicionais. Isso 

ocorre devido a vantagem de se analisar o animal logo após seu nascimento, uma vez que o 

mesmo possua em sua carga genética aqueles marcadores descritos em associação com 

fenótipos de interesse econômico, poderá permanecer no rebanho. Logo, os animais que 

não são portadores de genótipos favoráveis poderão ser descartados sem acarretarem 

prejuízos, causados pela criação de bovinos que não irão oferecer o retorno financeiro para 

o pecuarista (HIRSCHHORN e DALY, 2005). 

Outro ponto positivo em relação à aplicação do GWAS no melhoramento genético, 

é a possibilidade de explorar características de baixa herdabilidade e difícil mensuração. 

No entanto, devido a necessidade de se manipular grande número de marcadores e de 

dados fenotípicos podem ocorrer nas análises erros do tipo I (falso positivo) e erros do tipo 

II (falso negativo). Para minimizar a possibilidade de que ocorram tais erros, são realizados 

procedimentos de controle de qualidade (CQ) nos quais, marcadores e amostras são 

testados de acordo com alguns parâmetros (CARMO, 2012). 

 

Parâmetros do Controle de Qualidade dos marcadores 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg 

O Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) determina que a frequência alélica 

permanece contante por muitas gerações nas situações em que: a população é grande, 

homogênea, com acasalamentos ao acaso e onde duas cópias do mesmo gene são herdados 

independentemente. Esse parâmetro tem se consolidado no controle de qualidade, uma vez 

que, desvios no EHW podem indicar erros na determinação do perfil dos marcadores, 

endogamia, estratificação populacional ou  seleção. Em populações em que os 

acasalamentos não ocorrem ao acaso, o EHW é utilizado para analisar se os resultados 

observados não se desviam totalmente do esperado para aquela população (CARMO, 

2012). 
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Menor Frequência Alélica 

O parâmetro de menor frequência alélica (MAF) descreve a frequência do alelo 

menos comum na população. Alelos cuja frequência é inferior a 2% (valor geralmente 

utilizado para GWAS) dificultam o poder de associação entre fenótipo e genótipo. Este 

parâmetro é responsável pelo descarte de muitos SNPs das análises (GORLOV et al., 

2008). 

 

Parâmetros do Controle de Qualidade das amostras 

Call rate 

O Call rate refere-se a quantidade de genótipos determinados. Sendo uma medida 

para eliminar amostras com grande quantidade marcadores não interrogados. O limiar de 

exclusão geralmente utilizado, varia entre 95% a 99% (FARIA et al., 2014). 

 

Heterozigose 

Valores elevados neste parâmetro podem ser indicativos de erros de manipulação, 

acarretando em contaminação do DNA, ou apenas indivíduos muito diferentes dos demais 

indivíduos da população.  Para tanto, amostras a ± 3 desvios-padrão são excluídas visando 

contornar esse problema (FARIA et al., 2014). 

 

Estratificação populacional 

A aplicação deste parâmetro objetiva avaliar a relação entre os indivíduos, tendo 

como base o parentesco genômico. Quando os indivíduos apresentam divergência nas 

populações ancestrais ocasiona no aumento de marcadores associados a fenótipos de 

maneira errônea (CARMO, 2012). 

 

Método Estatístico 

Os métodos estatísticos para análise da relação causal entre o polimorfismo e as 

diferenças fenotípicas têm sido atualizados constantemente. Isso se deve à busca para 

quantificar e incorporar aos modelos, fontes de variações possíveis na população estudada, 

visando minimizar associações espúrias (KORTE et al., 2013). Os métodos estatísticos 

amplamente utilizados nos estudos de associação, dividem-se em inferência Bayesiana e 
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Frequentista (ou clássica),  A principal diferença entre essas duas metodologias é que a 

estatística Bayesiana considera os parâmetros desconhecidos de um problema estatístico 

como variáveis aleatórias, enquanto a Frequentista os considera constantes (JÚNIOR et al., 

2007). 

Apesar das discussões a respeito da inferência Bayesiana terem se iniciado há 

séculos atrás, sua aplicação em genética quantitativa é relativamente recente, sendo 

introduzida por FERNANDO & GIANOLA (1986). Esses autores destacam sua 

potencialidade no melhoramento genético animal em geral. A estatística de Bayes foi 

proposta com o intuito de resolução de problemas em que o método frequentista 

apresentava limitações, sendo a principal delas as estimativas dos parâmetros, que levam 

em consideração muitas aproximações e forte suposição. As suposições citadas são em 

geral baseadas no teorema de limite central podendo levar a estimativas e predições 

erradas, uma vez que é comum essas suposições serem violadas (JÚNIOR et al., 2005; 

BROOKS et al., 2011). 

Em estatística Bayesiana, as inferências feitas sobre os parâmetros são oriundas da 

combinação entre informações a priori  (componentes de variância) e os resultados das 

amostras, pelo teorema de Bayes. Essas informações a priori devem ser determinadas antes 

da análise dos dados, assumindo estimativas de distribuição das probabilidades para os 

parâmetros que não são conhecidos no modelo. A combinação das informações (a priori  e 

amostral) fornecem resultados a posteriori dos parâmetros desconhecidos, que acarretará 

em informações sobre estes parâmetros após a observação dos dados (BROOKS et al., 

2011). 

Apesar da inferência Bayesiana ser considerada uma ferramenta poderosa para o 

melhoramento, alguns cálculos são intratáveis analiticamente, ou seja, não é possível sua 

resolução por métodos tradicionalmente utilizados. Sendo assim, é necessária a aplicação 

de modelos estocásticos (modelo matemático que utiliza distribuição de soluções 

associadas a uma probabilidade). Um dos métodos que pode ser adotado baseia-se em 

cadeias de Markov (MCMC, do inglês Markov Chain Monte Carlo) (JUNIOR et al., 2005). 

MCMC é um método iterativo, pelo qual são feitas computacionalmente simulações 

em que cada algoritmo simulado depende da iteração anterior. Havendo iterações 

suficientemente grandes sua distribuição entrará em equilíbrio. Esse método visa 

solucionar problemas de integração e otimização computacional (GIANOLA & 

FERNANDO, 1986; GAMERMAN & LOPES, 2006). 
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 Um dos programas utilizados para realização de análises Bayesianas utilizando 

cadeia de Makov é o GenSel (GARRICK & FERNANDO, 2009). O GenSel oferece 

opções de aplicação ao GWAS por meio dos métodos BayesB, BayesCπ e BayesC. Sendo 

a diferença entre elas a distribuição de probabilidades a priori . 

 

Fenótipos 

 As informações obtidas por meio dos resultados do GWAS podem melhorar a 

precisão ao selecionar animais com fenótipos de interesse. Para se realizar as análises de 

associação é importante a obtenção de informações fenotípicas da população estudada. 

Algumas características cuja forma de mensurar é facilitada, podem ser utilizadas as 

medidas originais, como por exemplo, medidas em centímetro. Para medidas de difícil 

mensuração são adotadas metodologias de escore, na qual são atribuídas notas ou 

pontuações de acordo com a forma ou tamanho da característica. Dentre as características 

para as quais se utilizam escore visual estão: comprimento de umbigo e pelagem 

(CANTOR et al., 2010; SANTANA et al., 2014).  

 

Características Fenotípicas Avaliadas 

Comprimento de umbigo 

Animais que apresentam umbigo proeminente (distante da região ventral), estão 

mais propensos a lesões e patologias pelo contato direto com o solo, afetando a sanidade 

dos mesmos. Assim sendo, torna-se vantajoso a obtenção de animais com umbigo de 

menor tamanho (BIGNARDI et al., 2011). Nas fêmeas essa característica é analisada pela 

prega umbilical, e nos machos é considerado o conjunto prega umbilical e bainha.  

A característica de umbigo pode ser considerada de importância econômica na 

criação de bovinos, pois problemas desse porte acarretam em gastos que variam de acordo 

com a gravidade das enfermidades. Perdas econômicas por óbito de animais, gastos com 

veterinário, medicamentos, retardo no crescimento e depreciação da carcaça são alguns dos 

prejuízos possíveis (ORTEGA et al., 2007; WINDEYER et al., 2014). 

Devido a relação entre o umbigo e o prepúcio dos bovinos, o mesmo torna-se 

relevante para aspectos reprodutivos em touros, pois quando apresentam prolapso (ou 

relaxamento da bainha prepucial), sua mucosa fica exposta. Essa exposição permite que os 

animais estejam mais sujeitos à machucados na região (devido à sua sensibilidade), 

também podendo também acarretar em dificuldades na monta ou casos de infertilidade nos 
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machos. Sendo assim, é interessante que os touros apresentem prepúcio de menor tamanho, 

de maneira que a mucosa prepucial se posicione internamente à bainha até que haja 

exposição do pênis (Figura 2) (RABELO et al., 2012). 

 

 

Figura 2.  Mucosa prepucial interna à bainha (aceitável), mucosa prepucial exposta (não aceitável) 

(Fonte: Embrapa-São Carlos). 

 

O fenótipo comprimento de umbigo é difícil de ser mensurado. Dessa forma, 

metodologias utilizando escores visuais são adotadas para viabilizar o estudo dessas 

características em programas de melhoramento (BARICHELLO et al., 2011). A avaliação 

visual dos animais visa pontuar as características de acordo com o tamanho ou forma do 

fenótipo estudado. Na Figura 3 está demonstrada a avaliação de umbigo, cujo escore pode 

variar de  1 a 6, sendo o de número1 representado por umbigo colado a região ventral, os 

escores 2, 3 e 4 denominados funcionais, enquanto o 5 e 6 são considerados pendulosos. 

São preferíveis animais que apresentem umbigo próximo à região ventral (LEITE, 2009). 
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Figura 3. Método de avaliação por escore de comprimento de umbigo pelo sistema de avaliação de 

bovinos de 1 a 6 (Fonte: PPGZOO UFVJM, 2013). 

 

Pelagem 

 A característica pelagem (ou pelame) é classificada como aspecto racial bovino, 

definindo aqueles que mais se encaixam ao biotipo da raça. Além disso, a pelagem pode 

contribuir para adaptação dos animais (PORTO-NETO et al., 2014). Nesse sentido, o 

pelame foi descrito associado à infestação por parasitas. Estudos realizados em animais 

Canchim apontam a maior presença de carrapatos em animais de pelame mais escuro e 

comprido. Este fator pode estar relacionado a baixa imunidade desses animais em resposta 

ao calor (OLIVEIRA & ALENCAR, 1986). 

 A morfologia dos pelos bovino possuem importância no desempenho fisiológico 

dos animais diante dos fatores ambientais, características como comprimento do pelame, 

coloração, maior diâmetro, espessura da capa do pelame e densidade numérica, são 

aspectos que devem ser considerados, uma vez que o estresse térmico pode ser prejudicial 

para performance do rebanho (NICOLAU et al., 2004). 

 A coloração do pelame também apresenta associação positiva com a pigmentação 

da epiderme, sendo este, outro importante fator adaptativo, pois animais com pigmentação 

negra são menos permeáveis a radiação ultravioleta, tornando-se mais resistentes ao calor. 

Em ambientes caracterizados por elevada radiação, como regiões tropicais, é preferível 

criação de animais com pelame claro e epiderme negra (da SILVA et al., 2001; NICOLAU 

et al., 2004, Li et al., 2014). 

 A avaliação da característica de pelame bovino é realizada por escore visual. De 

acordo com o sumário de touros Canchim disponibilizado pela ABCCAN em parceria com 
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Embrapa-Geneplus, os escores para essa característica variam de 1 a 6, sendo mais 

indicados para região tropical animais de pelos curtos e claros (Embrapa- Geneplus, 2016). 

 

Circunferência escrotal 

  

 Outra característica importante para o melhoramento genético é a circunferência 

escrotal (CE), cujo fenótipo tem sido relacionado com desempenho reprodutivo dos touros. 

Essa relação é direta, ou seja, quanto maior a CE maior é a capacidade de realizar montas, 

podendo acarretar em maior número de bezerros no rebanho (FORDYCE et al., 2014; 

UTSONOMIYA et al., 2014)..   

A alta herdabilidade encontrada para a característica CE (em torno de 0,50) 

favorece sua utilização em programas de melhoramento, por ser importante indicador de 

fertilidade e precocidade sexual (idade a puberdade) em reprodutores e novilhas. Sendo 

importante ressaltar sua correlação positiva com outros fenótipos de interesse, como por 

exemplo, peso e qualidade do sêmen. As medidas de circunferência escrotal são 

mensuradas em cm, sendo desejáveis touros de maiores medidas (PEREIRA et al., 2001; 

BOLIGON et al., 2007).  
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HIPÓTESE 

1.Valores acima de 90% de acurácia são obtidos a partir da imputação de painéis 

customizados em animais Nelore. 

2.Existe associação genômica ampla entre polimofismos genéticos no DNA e os fenótipos 

de comprimento de umbigo, pelagem e circunferência escrotal em animais da raça 

Canchim. 
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OBJETIVO GERAL 

 

• Aplicação da técnica de imputação em animais Nelore e busca por associações entre 

características fenotípicas de interesse econômico e marcadores SNPs em bovinos da raça 

Canchim. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Verificar 20 cenários de imputação em painéis customizados e comerciais  

• Analisar a eficiência dos painéis customizados, quando submetidos à imputação para 

painel de maior densidade em animais Nelore; 

• Prospectar genes associados com características de comprimento de umbigo, pelagem e 

circunferência escrotal em animais Canchim; 

• Realizar o enriquecimento funcional, para a análise de genes com associação significativa 

com os fenótipos de interesse em animais Canchim. 
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Uso de painéis comerciais e customizados de marcadores SNP para avaliação da 

acurácia de imputação  

 

 

Resumo 

O objetivo do trabalho foi avaliar acurácia de imputação de painéis Illumina® Bovine3K 

(3K) e Illumina® BovineLD (7K), ambos testados como comerciais (3k com e 7k com) e 

customizados (3k cust e 7k cust), utilizando dados genômicos de bovinos da raça Nelore. O 

grupo amostral foi composto por 522 animais genotipados em painel Illumina 

BovineSNP50 (50K) e 96 em Illumina BovineHD (HD). Animais genotipados em HD 

tiveram seus genótipos reduzidos para 50K e submetidos ao controle de qualidade. A 

customização dos painéis foi realizada utilizando os marcadores que passaram pelo 

controle de qualidade, considerando a distância entre marcadores e alelos de maior 

frequência. O método de validação cruzada utilizou 20 cenários de imputação. A acurácia 

da imputação foi estimada por porcentagem de alelos imputados corretamente (ACR), 

porcentagem de genótipos imputados corretamente (PERC) e correlação de Pearson (r). A 

utilização de painéis de baixa densidade customizados submetidos à imputação foi 

eficiente, uma vez que os valores de acurácia para PERC e ACR obtidos ficaram em torno 

de 90%. Os painéis customizados (3k cust e 7k cust) apresentaram vantagem significativa 

em relação aos painéis comerciais (3k com e 7k com) em todos os cenários. A classificação 

dos painéis quanto a acurácia foi a mesma para PERC e ACR, tendo o 7k customizado 

como de melhor acurácia seguido pelo 3k customizado, 7k comercial e 3k comercial. Esse 

resultado indica que o uso de customização e imputação, possibilita diminuir custos de 

genotipagem e aumentar informações genômicas, proporcionando dessa forma maior 

confiabilidade e qualidade às análises subsequentes.  

 

Palavras-chave: Genômica, Bos indicus, baixa densidade, desequilíbrio de ligação. 
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Introdução 

A disponibilidade dos painéis Illumina® Bovine3K (3K, ~3000 marcadores) e 

Illumina® BovineLD (7K, ~7000 marcadores) promoveram incentivos em estudos 

genômicos pela possibilidade de genotipar animais com menor custo. No entanto, sua 

baixa densidade dificulta a busca por associações entre genótipos e fenótipos de interesse. 

Outro impasse da utilização desses paineis está em sua aplicação em estudos com animais 

zebuínos, uma vez que as informações genômicas utilizadas como referência (para a 

composição dos painéis de genotipagem), foram predominantemente de animais de origem 

taurina [1,2].  

Uma possibilidade de contornar as limitações do uso dos painéis comerciais é o 

desenvolvimento de painéis customizados de baixa densidade. Estes podem ser elaborados 

com base em genótipos de animais zebuínos, sendo mais específicos, de menor custo, e 

quando aliados às técnicas de imputação propiciam incremento considerável nos dados 

genômicos [3].  A imputação consiste na predição de genótipos que não foram interrogados 

na genotipagem. Para tanto, são inferidas informações genotípicas para indivíduos 

genotipados em menor densidade, tendo como referência animais genotipados em 

densidade superior [4].  

Considerando a importância de raças zebuínas para a bovinocultura, torna-se 

necessário o uso de métodos alternativos que favoreçam o custo-benefício de estudos 

genômicos voltados ao melhoramento animal. Assim sendo, o objetivo do trabalho foi 

avaliar a acurácia de imputação de painéis 3K e 7K comerciais (3k com e 7k com) e 

customizados (3k cust e 7k cust) utilizando dados genômicos de bovinos da raça Nelore. 

 

Material e Métodos 

Dados Amostrais 

 Para a genotipagem das amostras, foram utilizados dois painéis de diferentes 

densidades, sendo eles: Illumina BovineSNP50 v2 (50K) e Illumina BovineHD (HD). Os 

dados foram lidos na plataforma iScan e, posteriormente, analisados usando o software R 

v.3.2.1 [5]. 

Para a realização das análises foram utilizados dados de 522 fêmeas Nelore 

(Fazenda Jatiúca - Água Clara/MS) genotipadas em painel 50K, e de 96 fêmeas Nelore 

(Agropecuária Jorge Ferreira – Juti/MS) genotipadas em HD. O grupo HD (96) foi 

reduzido para 50K, conforme o painel disponibilizado no site da empresa Illumina. Dessa 
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forma, totalizou-se  dados de 618 animais em 50K que foram utilizados para  realização 

dos testes de imputação. 

 

 Controle de Qualidade 

Os dados amostrais (618 animais 50K) foram submetidos ao controle de qualidade 

(QC, do inglês Quality Control), para a remoção de marcadores e amostras com possíveis 

erros de genotipagem ou duplicadas, sendo avaliadas por meio do pacote GenABEL v. 1.8-

0 [6] integrado ao programa R v. 3.0.2. Os filtros de seleção utilizados foram: Call rate dos 

SNP (<95%), Equilíbrio de Hardy-Weinberg (P<1e-05), alelo menos frequente (MAF, do 

inglês Minor Allele Frequency ) <2%, SNP de mesma coordenada genômica e remoção dos 

SNP não autossômicos. Os parâmetros de exclusão utilizados para indivíduos foram: Call 

rate (CR) inferiores a 90% e identidade por estado (IBS, do inglês Identical By State) 

maior que 95%. 

Para imputação dos genótipos, que foi realizada pelo programa FImpute [7], painéis 

comerciais e customizados foram testados com densidade de 3K e 7K, para isso os dados 

em 50K foram mascarados. A customização foi realizada utilizando os marcadores que 

passaram pelo controle de qualidade, considerando a distância entre marcadores e os que 

tinham maior MAF dentro de janelas de cinco marcadores. 

 

 Cenários de Imputação 

 A acurácia da imputação foi realizada de acordo com o método de validação 

cruzada, o qual realiza ciclos repetidos. Esse método baseia-se na divisão dos indivíduos 

em grupos e posterior análise em diversos ciclos sucessivos, de modo que cada grupo seja 

validado ao menos uma vez. Primeiramente, os dados foram agrupados, aleatorizados e 

divididos ao acaso em cinco grupos de igual tamanho, que em decorrência do número 

amostral, foram formados quatro grupos contendo 124 indivíduos e um grupo de 122. 

 Os conjuntos de referência e validação foram alternados de modo que cada um dos 

cinco grupos pudessem ser validados, totalizando 20 cenários de imputação. As populações 

de validação tiveram seu genótipo reduzido para 3K comercial (3K com), 3K customizados 

(3K cust), 7K comercial (7K com) e 7K customizados (7K cust). Os genótipos reduzidos 

para painéis comerciais, foram feitos a partir dos exemplares 3K e 7K disponibilizados no 

site da Illumina. Assim sendo, cada indivíduo teve seu genótipo mascarado para essas 

densidades ao menos uma vez (Figura 4). 
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Figura 4 Esquema da validação cruzada, na  qual os painéis 3K com (3K comercial), 3K cust (3K customizado),  7K com (7K comercial) e 7K cust (7K 

customizado) foram imputados para 50K.O grupo de validação foi alternado até que os cinco grupos (simbolizados por cada retângulo) tenham sido testados. 

Totalizando 20 cenários. 
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 Acurácia da Imputação 

A acurácia da imputação foi estimada por porcentagem de alelos imputados 

corretamente (ACR, do inglês Alleles Correctly), porcentagem de genótipos imputados 

corretamente (PERC, sigla do ingês Percentage of Correctly) e correlação de Pearson 

(r), comparando os genótipos imputados aos genótipos observados. Para o cálculo de 

ACR e PERC foram utilizadas as seguintes fórmulas, respectivamente: 

 

em que p é o número de genótipos com dois alelos imputados corretamente do 

indivíduo i, pq número de genótipos com um alelo imputado corretamente do indivíduo 

i, na número total de genótipos do indivíduo i e N número de indivíduos na população 

de validação. 

 

sendo gc número de genótipos imputados corretamente do indivíduo i, ng número total 

de genótipos do indivíduo i e N número de indivíduos na população de validação.  

Os cálculos foram realizados para indivíduo e para marcador. Os resultados para 

as diferentes densidades de painéis foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis usando o 

pacote agricolae do R [8].  

 

Resultados e Discussão 

 Após o controle de qualidade, permaneceram 614 animais e 24066 marcadores 

que foram utilizados, posteriormente, para imputação.  

Na Tabela 1, foram representados os números de marcadores utilizados nos 

painéis customizados e nos comerciais.  

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

Tabela 1 Números de marcadores (SNP) resultantes de painéis customizados e 

comerciais, após o controle de qualidade. 

 

 

 

  

 

 

 

 

O painel 3K cust e 7K  cust permaneceram com maior quantidade de marcadores 

após o controle de qualidade em relação ao comercial. Esse fato pode ser explicado, 

tanto pela eficiência da técnica de redução dos marcadores, como também pela 

predominância de genótipos de animais taurinos, utilizados como referência na 

confecção dos painéis de baixa densidade comercializados. A menor proporção de 

genótipos de referência de Bos indicus nos painéis comerciais 3K e 7K, pode ter 

determinado menor combinação de marcadores em comum durante o processo de 

redução dos genótipos [2].  

Na Tabela 2 foram demonstradas as diferenças entre as acurácias dos painéis 

customizados e comerciais. O 7k customizado apresentou melhor acurácia seguido pelo 

3k customizado, 7k comercial e 3k comercial. 

 

Tabela 2  Acurácia da precisão dos genótipos imputados por indivíduo (ID) e por 

marcador (SNP). 

 SNP ID  

Painel PERC1 ACR2 r3 PERC1 ACR2 r3 

3K comd 84,3 (0,106) 0,918 (0,057) 0,647 (0,181) 90,85 (0,039) 0,953 (0,022) 0,877 (0,036) 

3K custb 91,3 (0,06) 0,955 (0,032) 0,778 (0,143) 95,77 (0,029) 0,978 (0,016) 0,936 (0,024) 

7K comc 90,8 (0,069) 0,953 (0,036) 0,8 (0,134) 84,32(0,030) 0,918 (0,016) 0,931 (0,025) 

7K custa 95,8 (0,036) 0,979 (0,019) 0,879 (0,109) 91,32 (0,018) 0,955 (0,01) 0,971 (0,014) 

1Porcentagem de genótipos imputados corretamente; 2Média de alelos imputados corretamente ; 
3Correlação de Pearson; (Desvio padrão). Letras diferentes ao lado dos painéis indicam 

diferença estatística entre as acurácias. 

 

Painel SNP 

3K com 2025 

3K cust 3012 

7K com 4678 

7K cust 7012 

50K 24066 
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Os painéis customizados apresentaram vantagem significativa em relação aos 

painéis comerciais em todos os casos. Os de acurácia PERC, ACR e r, apresentaram 

resultados semelhantes de modo que a classificação dos painéis foi a mesma para a 

maioria das avaliações. A média de alelos imputados corretamente apresentou valores 

elevados mesmo quando aplicados em painel de menor densidade (3K) (Tabela 2). 

Estudos com animais zebuínos da raça Gir utilizando informações de pedigree, 

apresentaram valores semelhantes de ACR por marcador. O valor de 3K comercial 

obtido por Gir foi de 0,942 (desvio de 0,032), quanto ao de Nelore o ACR foi de 0,918 e 

0,955 comercial e customizado, respectivamente [9]. 

Quanto ao 7K para Gir (0,97, desvio de 0,022) apresentou resultado superior  ao 

de Nelore comercial e semelhante comparados ao customizado (0,953 e 0,979 comercial 

e customizado, respectivamente) [9]. Resultado similar de imputação para o cálculo 

PERC em painel 7K comercial foi obtido por Carvalheiro et al (2014) por SNP também 

com dados genômicos de Nelore (PERC de 90%) [10].  

 A correlação para indivíduo em Nelore alcançou vantagem dos painéis 

customizados 3K (0,936) e 7K (0,971), comparados aos de Boison et al (2015) em Gir. 

Sendo que este teve o valor de r para 3K de 0,92 (desvio-padrão de 0,053) e para 7K de 

0,961 (desvio- padrão de 0,037). 

Devido aos métodos de imputação considerararem o desequilíbrio de ligação 

entre os marcadores, espera-se que dados imputados, provenientes de animais taurinos 

tenham maiores valores de acurácia. Uma vez que os painéis comercializados possuem 

maior quantidade de informação genotípica de animais taurinos, favorecendo então a 

combinação de haplótipos compartilhados [11]. No entanto, neste trabalho foram 

encontrados valores de acurácia semelhantes aos de estudos realizados com bovinos das 

raças Holstein, Brown Swiss e Simental [13,14]. 

 Para imputação de 3K para 50K, SARGOLZAEI et al (2011) realizando 

imputação de genótipos mascarados de animais europeus, encontraram valores de ACR 

correspondentes aos encontrados neste trabalho para paineis comerciais (0,95). Em 

relação ao 3K customizado, esses autores encontraram valores menores do que o 3K 

cust (0,97) aplicados em zebuínos. Esse resultado indica a potencialidade e importância 

de criação de protocolos customizados. É relevante ressaltar que os painéis comerciais 

de 3K e 7K apresentam maior porcentagem de informações genômicas oriundas de 

animais europeus.  
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 Os resultados de r por indivíduo para as densidades 3K (0,936) e 7K (0,971) 

customizados também foram superiores quando comparados aos de DIMAURO et al 

(2013) utilizando o programa PSLR, com valores de 0,896 e 0,851 para 3K e para 7K, 

respectivamente. Utilizando o programa Beagle, o mesmo autor alcançou valores de 

0,942 e 0,905, para 3K e 7K, respectivamente. 

 Os resultados indicaram que a acurácia oriunda da técnica de imputação pode 

variar de acordo com o painel utilizado (customizado ou comercial), a escolha dos 

métodos de imputação e cálculos de acurácia. Sendo assim, não há um protocolo que 

forneça precisão de imputação em todos os cenários [10]. 

Os resultados significativos para a acurácia neste estudo favorecem a aplicação 

das técnicas de customização e imputação em pesquisas relacionadas como a seleção 

genômica, uma vez que o valor genômico é inversamente proporcional à taxa de erro da 

imputação [15]. Sendo também possível a utilização destes painéis customizados em 

estudos de associação genômica (GWAS), levando a resultados mais confiáveis pelo 

maior número de marcadores [1]. 

   

Conclusão 

Os painéis customizados destacaram-se em relação aos comerciais com melhores 

resultados de acurácia. Esse fato indica a potencialidade do uso desses paineis para 

estudos genômicos, reduzindo custos e proporcionando dados com qualidade, aptos para 

aplicação em estudos posteriores. 

 

Lista de abreviações 

3K – Illumina Bovine3K 

7K – Illumina BovineLD 

50K – Illumina BovineSNP50 

HD – Illumina BovineHD 

3K cust - Illumina Bovine3K customizado 

7K cust - Illumina BovineLD customizado 

3K cust - Illumina Bovine3K comercial 

7K cust - Illumina BovineLD commercial 

ACR – Alelos imputados corretamente, do inglês alleles correctly.  

PERC – Porcentagem de genótipos imputados corretamente, do ingês percentage of 

correctly 
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QC – Controle de qualidade, do inglês Quality Control 

MAF – Frequência do Alelo menor, do ingês do inglês Minor allele frequency 

IBS – Identidade por estado, do inglês Identical by state 

SNP - Polimorfismo de nucleotídeo único, do inglês Single Nucleotide Polymorphism 

r – Correlação de Pearson  

GWAS – Estudos de associação genômica ampla, do inglês Genome Wide Association 

Study. 

 

Perspectivas Futuras 

 O desenvolvimento de banco de dados nos quais pudessem ser disponibilizadas 

informações de dados genotipados em alta densidade, viabilizaria estudos na área de 

genômica. Assim como a disponibilização de painéis customizados, dessa forma seria 

possível a utilização de painéis de baixa densidade customizados (de menor custo), para 

que esses dados pudessem ser imputados. 

 

Contribuição dos autores 

Andrea Romero contribuiu com a análise dos dados, discussão e a escrita do manuscrito 

inicial. André Nascimento, Yuri Utsonomyia e Adam Utsonomyia contribuiram com a 

manipulação e análise dos dados e o gerenciamento das ferramentas utilizadas para a 

idealização do trabalho. Alexéia Grisolia forneceu os dados manipulados e orientou as 

atividades. Fernando Garcia forneceu suporte e contribuiu com o planejamento do 

projeto idealizado.  

 

Agradecimentos 

Agradecemos à Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) e à equipe do Prof. 

Dr Fernando Garcia da Faculdade de Medicina Veterinária, UNESP, Araçatuba-SP. 

 

Conflito de interesses 

Os autores declaram que não possuem interesses concorrentes. 

 

Apoio financeiro 

Esse trabalho teve o suporte da Fundação de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, 

Ciência e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul (FUNDECT) e Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES). 



39 
 

Referências 

1. Bush WS, Moore JH. Genome-wide association studies. PLoS Comput Biol. 2012;8 

(12):e1002822 

2. Weigel K, Van Tassell C, O’Connell J, VanRaden P, Wiggans G. Prediction of 

unobserved single nucleotide polymorphism genotypes of Jersey cattle using reference 

panels and population-based imputation algorithms. Journal of Dairy Science. 2010;93 

(5):2229-2238 

3. Dassonneville R, Fritz S, Ducrocq V, Boichard D. Short communication: Imputation 

performances of 3 low-density marker panels in beef and dairy cattle. Journal of dairy 

science. 2012;95 (7):4136-4140 

4. Druet T, Schrooten C, De Roos A. Imputation of genotypes from different single 

nucleotide polymorphism panels in dairy cattle. Journal of Dairy Science. 2010;93 

(11):5443-5454 

5. R Development Core Team. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 

Austria. 2008 

6. Aulchenko YS, Ripke S, Isaacs A, Van Duijn CM. GenABEL: an R library for 

genome-wide association analysis. Bioinformatics. 2007;23 (10):1294-1296 

7. Sargolzaei M, Chesnais JP, Schenkel FS. A new approach for efficient genotype 

imputation using information from relatives. BMC genomics. 2014;15 (1):1 

8. de Mendiburu F. Tutorial de agricolae. 2016;(Versión 1.2-4).  

9. Boison S, Santos D, Utsunomiya A, Carvalheiro R, Neves H, O’Brien AP, Garcia J, 

Sölkner J, da Silva M. Strategies for single nucleotide polymorphism genotyping to 

enhance genotype imputation in Gyr (Bos indicus) dairy cattle: Comparison of 

commercially available single nucleotide polymorphism chips. Journal of Dairy 

Science. 2015;98 (7):1-21 

10. Carvalheiro R, Boison SA, Neves HH, Sargolzaei M, Schenkel FS, Utsunomiya YT, 

O'Brien AMP, Sölkner J, McEwan JC, Van Tassell CP. Accuracy of genotype 

imputation in Nelore cattle. Genetics Selection Evolution. 2014;46 (1):1 

11. Porto-Neto LR, Kijas JW, Reverter A. The extent of linkage disequilibrium in beef 

cattle breeds using high-density SNP genotypes. Genetics Selection Evolution. 2014;46 

(1):1 

13. Dimauro C, Cellesi M, Gaspa G, Ajmone-Marsan P, Steri R, Marras G, Macciotta 

NP. Use of partial least squares regression to impute SNP genotypes in Italian Cattle 

breeds. Genetics Selection Evolution. 2013;45 (1):1 



40 
 

14. Sargolzaei M, Schenkel F, Chesnais J Accuracy of imputed 50k genotypes from 3k 

and 6k chips using FImpute version 2. In: Dairy Cattle Breeding and Genetics 

Committee Meeting, 2011. pp 1-9 

15. Khatkar MS, Moser G, Hayes BJ, Raadsma HW. Strategies and utility of imputed 

SNP genotypes for genomic analysis in dairy cattle. BMC genomics. 2012;13 (1):1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 

Prospecção de genes associados com características de umbigo, pelagem e 

circunferência escrotal em bovinos Canchim 

Artigo em elaboração a ser submetido  

(Research paper) 

Livestock Science 

ISSN: 1871-1413 

Fator de impacto: 1.377 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

Prospecção de genes associados com características de comprimento de umbigo, 

pelagem e circunferência escrotal em bovinos Canchim 

 
Resumo 

O objetivo desse trabalho foi identificar regiões genômicas e genes em associação com 

as características de comprimento de umbigo, pelagem e circunferência escrotal (CE) 

em bovinos da raça Canchim. Foram utilizados dados imputados de marcadores do tipo 

polimorfismos de nucleotídeo único, com acurácia superior a 95%. As análises de 

associação genômica ampla foram conduzidas pelo método Bayes B implementado no 

programa GenSel, considerando como significativas às regiões que apresentaram 

Variância Genética Aditiva Explicada superior a 0,19%. O GWAS indicou 31 regiões 

em associação com comprimento de umbigo, uma região para pelagem e quatro regiões 

relacionadas à CE. Nessas regiões foram identificados 4 locos quantitativos (QTLs) 

relacionados com comprimento de umbigo e 5 com CE, quanto a pelagem os QTLs 

detectados não apresentaram  relação, previamente descrita, com essa característica. 

Dentre os genes candidatos nas regiões associadas, 7 genes foram citados em trabalhos 

anteriores, com funções biológicas relacionáveis a característica de umbigo, um para 

pelagem e três para CE. Os genes TMEM176A e TMEM176AB, candidatos à associação 

com a característica umbigo, são ortólogos em humanos e constituem o cluster 

Androgen Induced 1. A identificação de genes e QTLs, previamente descritos na 

literatura, com função relacionada com as características estudadas reforçam as 

evidências de que as regiões encontradas estão associadas com as características de 

comprimento de umbigo, pelagem e CE. Esse conhecimento poderá contribuir para a 

compreensão da arquitetura genética envolvida na expressão desses caracteres em 

bovinos Canchim.  

Palavras-chave: Inferência Bayesiana. GWAS. Polimorfismos. SNP. 
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1. Introdução 

 Rebanhos destinados à produção de carne que utilizam touros Canchim (5/8 

Charolês e 3/8 zebuínos) em sistemas de acasalamento podem obter ganhos que chegam 

a 2,7@ no peso da carcaça ao abate em comparação com demais bovinos de corte (Tupy 

et al., 2006). Essa raça também tem se destacado com sua qualidade de carne e por 

possui boa adaptação às condições de ambiente tropical (Buzanskas et al., 2014; Mokry 

et al., 2013). Pesquisas de genética quantitativa já foram conduzidas nessa raça para 

avaliar parâmetros genéticos de características relacionadas ao desempenho reprodutivo, 

escore visual de umbigo e pelagem. No entanto, as regiões específicas ou genes 

responsáveis pela variação genética dessas características ainda devem ser elucidadas 

(Barichello et al., 2010; Bignardi et al., 2011; Buzanskas et al., 2014). 

 Estudos de associação genômica ampla (GWAS) têm sido utilizados em bovinos 

de corte para avaliar marcadores do tipo polimorfismos de nucleotídeo único (SNP), 

envolvidos na manifestação de características quantitativas. As informações obtidas a 

partir desses marcadores podem explicam parte da variação nos fenótipos de interesse 

econômico (Cantor et al., 2010; Santana et al., 2014). 

Dentre os vários fenótipos que são de interesse para o melhoramento do rebanho, 

estão àqueles voltados à adaptação e funcionalidade, como por exemplo, pelagem e 

comprimento de umbigo. Animais com umbigo que ultrapassem a linha do jarrete estão 

mais susceptíveis a prolapso de prepúcio e patologias por terem maior contato com o 

pasto, portanto, é conveniente eliminá-los do plantel produtivo. A característica de 

pelame está ligada a aspectos raciais e adaptativos, sendo preferíveis, para regiões 

tropicais, bovinos com pelos curtos e claros (Ortega et al., 2007; Windeyer et al., 2014).  
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Outra característica que afeta economicamente a criação de bovinos de corte é a 

avaliação da circunferência escrotal (CE), que está diretamente relacionada com o 

desempenho reprodutivo em touros e precocidade sexual nas filhas desses touros. Essa 

característica é um importante indicador de fertilidade, por apresentar correlação 

genética com precocidade sexual em reprodutores e novilhas (Fordyce et al., 2014; 

Utsunomiya et al., 2014). 

Neste contexto e visando contribuir com o melhoramento genético da raça 

Canchim, o objetivo deste trabalho foi identificar genes e regiões cromossômicas 

envolvidas com as características comprimento de umbigo, pelagem e CE por meio de 

métodos Bayesianos.  

1. Material e Métodos 

2.1. Dados de valores genéticos preditos desregressados 

Para avaliação das características foram utilizados valores genéticos preditos 

desregressados (dEBV) de 1106 animais para as características comprimento de 

umbigo, pelagem e circunferência escrotal, por meio da metodologia proposta por 

Garrick et al. (2009). Essas informações foram obtidas do banco de dados do Programa 

Geneplus/Embrapa de Melhoramento Genético da raça Canchim.  

 

1.2. Dados genotípicos 

Os genótipos dos animais estudados foram provenientes do banco de dados da 

Embrapa Beef Cattle (EBC) e Embrapa Southeast Livestock (ESL). Quanto aos dados 

provenientes da EBC, o primeiro conjunto de dados contendo 462 indivíduos foram 

genotipados por meio do Illumina BovineSNP50 v2 BeadChip® (50K). O segundo 

conjunto de dados foi composto por 169 indivíduos genotipados por meio do GeneSeek 

Genomic Profiler HD® (80k). O terceiro conjunto de dados foi composto por 13 



45 
 

indivíduos genotipados por meio do BovineHD BeadChip® (HD). Desse total de 644 

animais genotipados, 548 eram da raça Canchim e 96 do grupo genético MA (progênie 

de touro Charolês e vaca ½ Canchim + ½ Zebu e apresentando em média 65,6% 

Charolês e 34,4% Zebu). 

Todos os genótipos do banco de dados da EBC pertencem a animais que 

participaram das Provas Canchim de Avaliação de Desempenho (PCADs), avaliados 

entre os anos de 2011 à 2014. As PCADs são promovidas pela Associação Brasileira 

dos Criadores de Canchim (ABCCAN) e Programa Geneplus/Embrapa.  

Referente ao banco de dados genômicos da ESL foram utilizadas informações de 

57 animais (filhos de 49 touros) que possuíam DEP catalogada. Estes marcadores foram 

genotipados em painel HD, sendo 30 fêmeas (21 Canchim e 9 MA) e 27 machos (11 

Canchim e 16 MA).  

 

1.3. Controle de Qualidade e Imputação 

 Foram considerados somente SNPs com coordenadas genômicas conhecidas e 

contidos nos cromossomos autossômicos e, nesta etapa, cada conjunto de dados foi 

analisado separadamente. Os seguintes critérios e limiares de exclusão foram utilizados: 

genótipos com Genotype Calling Score inferior a 50%; amostras e SNPs com Call Rate 

inferior a 95%; frequência alélica mínima (MAF) de 5%; amostras que apresentaram 

heterozigose > 75%; valor de P do teste qui-quadrado para equilíbrio de Hardy-

Weinberg < 0.000001; para SNPs situados em mesma coordenada genômica excluiu-se 

o de menor MAF; para pares de SNPs com correlação superior a 0,98, excluiu-se o de 

menor MAF. Essa etapa foi realizada por meio de scripts no software estatístico R 

v.3.1.3 (R Development Core Team, 2013), utilizando o pacote snpStats v1.16.0 

(Clayton, 2012). 
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A imputação foi realizada por meio do software FImpute v.2.2. (Sargolzaei et 

al., 2014), de acordo com os procedimentos descritos por Santiago et al. (2017). Após a 

imputação, os dados genômicos foram submetidos a um novo controle de qualidade, em 

que permaneceram para os estudos posteriores apenas aqueles marcadores com acurácia 

maior do que 95%, MAF maior que 5% e P >0.000001 após o teste de qui-quadrado 

para o equilíbrio de Hardy Weinberg. SNPs com valor inferior de MAF entre pares de 

SNP altamente correlacionados (> 0,98) foram excluídos.  

 

1.4. Estudo de Associação genômica ampla (GWAS)  

O GWAS foi conduzido por meio do sistema operacional Linux, utilizando o 

método Bayes B contido no programa GenSel v.1.14  (Fernando and Garrick, 2008), 

utilizando simulação estocástica Monte Carlo via cadeias de Markov para estimar o 

efeito dos marcadores.  

Os dados de genótipos e dEBV foram simultaneamente analisados, sendo 

utilizados apenas animais que apresentassem ambas informações. Dessa maneira, após o 

controle de qualidade totalizaram 697 animais (com informações de genótipos e dEBV), 

usados para análises subsequentes.  

As cadeias de Markov incluíram 50.000 iterações, cujas primeiras 10.000 foram 

descartadas no burn-in. Estimativas dos efeitos de marcadores foram amostradas a cada 

quatro iterações. A inferência de associação nesse modelo de regressão múltipla foi 

realizada com base em janelas de 1 Megabase (Mb). A distribuição de π utilizada a 

priori em Bayes B foi obtida por meio da metodologia de BayesCπ,  utilizando o valor a 

priori  de 0,5 (Habier et al., 2011). 

Janelas que contêm vários marcadores capturam uma grande parte da 

variabilidade dentro das regiões cromossômicas, portanto, a associação entre regiões 



47 
 

genômicas e traços fenotípicos foi testada através da avaliação de 2.521 janelas não 

sobrepostas de 1Mb (1 milhão de pares de bases) (Saatchi et al., 2012). A proporção 

esperada de variância genética aditiva para uma janela específica foi calculada de 

acordo com Onteru et al. (2013), em que 100% / 2.521 resultaram em 0,039%. Assim, 

as janelas que explicam pelo menos 0,19% da variância genética, que é cinco vezes 

maior do que o esperado (0,039% * 5 = 0,19%), foram consideradas regiões associadas 

à QTLs. O efeito dos marcadores foi padronizado de acordo com Sollero et al. (2014), 

em que (ai)2/α2
ai.  

1.5. Enriquecimento Funcional 

As regiões significativas detectadas pelo GWAS foram exploradas por meio do 

banco de dados cattleQTLdb (Hu et al., 2006), para reconhecer locos de caracteres 

quantitativos (QTLs) que foram descritos em bovinos. Essas regiões candidatas a 

associação foram também submetidas a buscas no banco de dados BioMart (Ensembl 

Release 89)  (Kinsella et al., 2011) utilizando a anotação do genoma bovino UMD3.1, 

para a procura dos genes nessas regiões identificadas. Para investigar associações já 

descritas, entre as características estudadas e os genes identificados pelo GWAS, foram 

realizadas buscas na literatura disponível.  

Os genes detectados foram submetidos à análise funcional, utilizando o 

programa DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (Dennis et al., 2003). Por meio do 

DAVID, buscou-se interações significativas (P < 0,001) entre os genes e clusters 

relacionados com as características de umbigo, pelagem e CE, para essa busca utilizou-

se informações de genes ortólogos em humanos, devido sua melhor anotação do 

genoma.  
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2. Resultados 

O GWAS identificou regiões significativamente associadas com as 

características estudadas (VGAE>0.19), sendo 31 para comprimento de umbigo, uma 

região para pelagem e quatro regiões relacionadas à CE. Devido ao elevado número de 

regiões identificadas para a característica comprimento de umbigo, somente foram 

utilizadas na busca funcional as 10 regiões com maior significância (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Posição de início e fim, em pares de bases, das regiões de maior efeito de 

Variância Aditiva Explicada (VAE) para as características de comprimento de umbigo, 

pelagem e circunferência escrotal.  

BTA1 Característica Posição (pb)2 Número de SNPs VAE 3 (%) 

4 Umbigo 114054220 - 114991337 147 1.1 
14 Umbigo 34002686 - 34989681 145 1.0 
5 Umbigo 61006403 - 61985977 160 0.9 
29 Umbigo 29000227 - 29997975 152 0.7 
22 Umbigo 22012223 - 22999992 194 0.6 
15 Umbigo 19003159 - 19982187 143 0.5 
1 Umbigo 141006408 - 141995096 139 0.5 
5 Umbigo 49004461 - 49987641 111 0.4 
9 Umbigo 89003986 - 89993018 104 0.4 
3 
3 

Umbigo 
Pelagem 

17052592 - 17933808 
36000665 - 36995924 

200 
108 

0.4 
1.9 

8 CE 106001959 - 106996237 97 0.3 
21 CE 35026794 - 35999106 210 0.2 
12 CE 28013232 - 28999952 137 0.2 
1 CE 71001536 - 71997868 181 0.2 
1Cromossomo bovino; 2pb: posição onde a janela começa e termina em pares de bases; 

3Variância aditiva explicada. 

 

A busca por QTLs no banco de dados CattleQTLdb resultou na identificação de 

68 QTLs nas janelas referentes à umbigo, 4 para pelagem e 39 para CE. Desses valores 

totais de QTLs, aqueles que foram previamente descritos relacionados com as 

características abordadas estão listados na tabela 2. As regiões genômica mais 
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promissoras associadas ao comprimento de umbigo foram localizadas no cromossomo 

5. Apesar de não haverem locos específicos para umbigo, foram identificados QTLs 

para características previamente relacionadas. Para característica de CE os QTLs 

identificados são relacionados à reprodução em machos e fêmeas. Nas janelas em 

associação com pelagem, foram detectados QTLs, porem estes não foram relacionáveis 

com a característica de pelame.  

 

Tabela 2. Números de acesso dos locos quantitativos posicionados em regiões 

cromossômicas que apresentaram associação com comprimento de umbigo e 

circunferência escrotal, e que possuem alguma relação, descrita na literatura, com esses 

traços. 

Característica QTLs1 BTA 2 Número de acesso3 
 

Umbigo 
Coloração da pelagem 5 37341 

Taxa de Fertilidade 5 62357 

Circunferência 
Escrotal 

Taxa de prenhês das filhas 8 43818 
Facilidade no parto 8 43825 

Concepção por inseminação 12 15276 
Quantidade espermática 1 65823 

1Loci de caracteres quantitativos. 2Cromossomo bovino,  3Número de acesso no Cattle QTLdb 

O banco de dados Ensembl, consultado para explorar as regiões significativas, 

possibilitou identificar 88 genes referentes ao comprimento do umbigo, dois para a 

característica pelagem e 37 para CE (Table S2). Esses genes candidatos foram 

submetidos à busca na literatura disponível, em que 7 genes foram citados em trabalhos 

anteriores, com funções biológicas relacionáveis a característica de umbigo, um para 

pelagem e três para CE. Esses genes estão demonstrados na tabela 3.   
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Tabela 3. Genes detectados pelo GWAS e suas funções biológicas identificadas pela 

análise de enriquecimento funcional. 

Gene Fenótipo Cromossomo Função Nome do Gene 
IGSF5 Umbigo 1 Reprodução immunoglobulin superfamily member 5 
NOS3 Umbigo 4 Prepúcio nitric oxide synthase 3 

TMEM176A  Umbigo 4 Pele transmembrane protein 176A 
TMEM176B  Umbigo 4 Pele transmembrane protein 176B 

WIF1 Umbigo 5 Pelagem WNT inhibitory factor 1  
PKIB  Umbigo 9 Adaptação Proteína kinase 

DDX25 Umbigo 29 Reprodução DEAD-box helicase 25 
NTNG1 Pelagem 3 Pelagem Netrin G1 
BRCA2 CE 12 Reprodução DNA repair associated 
LOXL1  CE 21 Reprodução lysyl oxidase like 1 
GZMB  CE 21 Reprodução granzyme B 

 

Os genes TMEM176A e TMEM176AB, candidatos à associação com a 

característica umbigo, são ortólogos em humanos e constituem o cluster Androgen 

Induced 1 (AIG1, Id: GO:0005525). Em relação à pelagem e CE não foram 

identificadas relações entre os genes candidatos e clusters. 

 

3. Discussão 

Os QTLs presentes em regiões associadas ao fenótipo umbigo, que são relativos 

à reprodução, corroboram com estudos anteriores que destacam a importância do 

comprimento do umbigo para aspectos reprodutivos em touros. Isso ocorre devido à 

fatores hereditários que predispõem animais de umbigos alongados e pendulosos a 

terem prolapso prepucial (Koury Filho et al., 2003). 

Mediante a relação previamente estabelecida entre comprimento do umbigo e 

prepúcio, o gene NOS3, candidato a associação com a característica de umbigo, foi 

identificado em células endoteliais microvasculares dérmicas de prepúcio neonatal. 

Essas células possuem atividades em processos fisiológicos e patológicos na pele (Cha 

et al., 2005; McGowan et al., 2002). 
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 Ainda com relação às regiões em associação com umbigo, os genes IGSF5 e 

DDX25 também apresentaram relação com aspectos reprodutivos. O gene IGSF5 foi 

descrito como associado à infertilidade em estudos de expressão utilizando ratos. Este 

gene é expresso no mesonefro, necessário para a formação dos túbulos seminíferos. 

Estes túbulos situam-se no testículo, no qual ocorre a produção dos espermatozoides 

(Gitton et al., 2002). O gene DDX25 está presente em células testiculares de roedores e 

sua expressão apresentou-se como essencial para a fertilidade de camundongos (Tsai-

Morris et al., 2007).  

 Umbigo e pelagem são importantes características físicas para a adaptação de 

bovinos. Sendo assim, regiões genômicas em comum que estejam afetando a expressão 

desses fenótipos podem ser benéficos para o melhoramento de ambos 

concomitantemente (Corbet et al., 2007).  Dessa maneira, no BTA 5 do GWAS para 

característica de comprimento de umbigo, foi identificado QTL relacionado com o 

fenótipo de pelagem, Porto-Neto et al. (2014) estudando animais da raça Brahman, 

também identificou a relação entre esses dois traços, neste mesmo cromossomo. 

 O gene WIFI, candidato a associação com a característica de umbigo foi 

detectado em estudos de expressão, sendo relacionado com a quantidade de pelos 

produzidos em ratos. Esse gene que está presente no BTA 5 interage com proteínas 

morfogenética do osso envolvidas na formação e tamanho de folículos pilosos (Sharov 

et al., 2006). 

 Os genes TMEM176A e TMEM176B são expressos em células envolvidas com 

o sistema imune. Deficiência na transcrição desses genes está envolvida com maior 

incidência de inflamações da pele, como a psoríase (Drujont et al., 2016). 

 O PKIB foi detectado em estudos de associação em bovinos, o qual relaciona a 

expressão desse gene à aspectos adaptativos para regiões tropicais, uma vez que o 
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mesmo não foi identificado em indivíduos estudados fora destas regiões. Essa diferença 

foi apontada como resultante de pressões seletivas para sobrevivência de mamíferos 

(Amorim et al., 2015; Chung et al., 2009). 

Na região apontada pelo GWAS que apresentou associação com pelagem, não 

foram relatados até o momento locos quantitativos relacionados a essa característica. No 

entanto, essa região pode ser candidata a QTL, por apresentar o gene NTNG1 que foi 

associado à pelagem neste e em outros trabalhos, sugerindo a necessidade de mais 

estudos acerca dessa região.  

O gene candidato NTNG1, foi confirmado como diferencialmente importante 

para a característica de pelagem lisa ou encaracolada em ovinos (Kang et al., 2013). A 

morfologia da pelagem possui importância para a adaptação do animal por afetar trocas 

térmicas de calor, atuando no isolamento térmico, na eficiência da termólise evaporativa 

(termorregulação que assegura perda de calor nos animais) e atributos 

termorreguladores associados (Barnabe, 1975; Li et al., 2014; Nicolau et al., 2004).  

 Nas regiões candidatas a associação com CE foram detectados QTLs e genes 

que desempenham função na taxa de prenhes das filhas, facilidade no parto e concepção 

por inseminação. Esses resultados corroboram com estudos anteriores que estabelecem 

a relação entre CE e caracteres de reprodução em fêmeas. A CE foi também relacionada 

com a capacidade reprodutiva de touros pela quantidade de esperma (Silva et al., 2001). 

 Há controvérsias entre a seleção de novilhas mediante resultados obtidos por 

meio de reprodutores, no entanto, estudos de correlação entre circunferência escrotal e 

características reprodutivas em fêmeas descendentes, resultaram em estimativas 

satisfatórias. Esses resultados demonstram a possibilidade de considerar a CE como 

indicador de caracteres reprodutivos desejáveis em fêmeas (filhas), como a idade à 

puberdade, que apresentou correlação de -0.70. Essa correlação negativa é desejável por 
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expressar que quanto maior a CE dos touros em menor idade suas filhas entrarão à 

puberdade (Santana et al., 2014). 

 Dentre os genes presentes em regiões apontadas pelo GWAS para possível 

associação com CE, mutações no gene BRCA2 estão relacionadas com o 

desenvolvimento de câncer de mama, ovário e câncer de próstata em humanos (Fortuny 

et al., 2008). 

 LOXL1 é um gene que codifica uma proteína envolvida na formação de fibras 

elásticas, sendo importante para estudos que buscam a compreensão de mecanismos 

relacionados com o prolapso de órgãos pélvicos. Em ratas e em primatas, mutações 

nesse gene acarretam em descida da vagina, do cólo do útero, da bexiga e prolapso retal 

através da descida da musculatura do assoalho pélvico (Consonni et al., 2012). Nos 

machos, mutações nesse gene foram associadas à diminuição da protrusão testicular, 

incluindo protrusão perineal, morfologia escrotal menos desenvolvida, redução da 

distância anogenital, testículos mal palpáveis ou não palpáveis e menor concentração 

espermática. Assim o LOXL1 demonstrou, em estudos prévios, relação com a fertilidade 

em ratos (Wood et al., 2009).  

 O gene candidato GZMB está envolvido com o sucesso da gravidez em ratas. 

Foram relatados que alterações nesse gene acarretam em baixa fertilidade, isso ocorre 

devido a maior dificuldade de implantação do embrião no útero (Nuño-Ayala et al., 

2012). A expressão do GZMB também foi identificada no endométrio de equinos e 

caracterizada como de grande importância no estabelecimento da gravidez (Tachibana 

et al., 2013).    

 Os genes candidatos a associação com o comprimento de umbigo, pelagem e CE 

foram submetidos à busca por relação com clusters. Para essa busca foram utilizados 

genes ortólogos mapeados em humanos. A utilização da informação de seres humanos 
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foi motivada por ser a espécie de mamíferos com genoma melhor anotado (Monaco et 

al., 2015). 

Os genes TMEM176A e TMEM176AB, candidatos à associação com a 

característica comprimento de umbigo, são ortólogos em humanos e constituem o 

cluster Androgen Induced 1 (AIG1, Id: GO:0005525). Genes pertencentes a esse cluster 

tem relação descrita com o câncer de próstata, por desempenharem importante função 

na regulação da apoptose e manutenção do ciclo celular (Levina et al., 2015). A 

provável causa de ausência de relação, entre os genes identificados para as 

características de pelagem e CE com clusters, é que os genes estejam atuando de 

maneira independente.  

4. Conclusão 

Nas janelas identificadas pelo GWAS foram detectados locos e genes candidatos 

previamente descritos na literatura, com função relacionada com as características 

estudadas, reforçando os indícios de associação com comprimento de umbigo, pelagem 

e circunferência escrotal. Esse conhecimento poderá contribuir para a compreensão da 

arquitetura genética envolvida na expressão desses caracteres. Além de colaborar com o 

desenvolvimento de modelos de predição de mérito genético para implementação de 

seleção genômica na raça Canchim, já que estas características fazem parte da avaliação 

genética tradicional, que é realizada anualmente pelo programa de melhoramento da 

raça. 
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Anexo 

 
Anexo 1. “Manhattan plot” dos efeitos padronizados do teste de associação genômica 

ampla por meio de Bayes B com π = 0,99, para as características de umbigo (A), 

pelagem (B) e circunferência escrotal (C) em bovinos da raça Canchim. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


