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Resumo: A maioria das caracteristicas de interesse produtivo é de natureza
quantitativa e complexa e, apesar de grandes esforcos empregados, a utilizacdo de
informacdes moleculares para aprimorar os métodos tradicionais de avaliagdo genética
foi limitada até recentemente, ja& que pouco sucesso foi obtido na identificagdo dos
polimorfismos responsaveis pela variacdo genética existente. Recentes avancos nas
tecnologias de sequenciamento de DNA e de genotipagem de marcadores SNP
produziram ferramenta gendémicas que permitiram a elaboracdo de novas metodologias
de predicdo de mérito genético, levando em conta informacgdes genotipicas densas, de
dezenas de milhares de marcadores SNP, assim como informacGes fenotipicas e de
parentesco, chamadas de selecdo gendmica. Nessa revisdo provemos um breve resumo
da recente evolucdo nos métodos de geracdo e aplicacdo de dados gendmicos nos
processos de avaliacdo e melhoramento genético de espécies de interesse zootécnico,
com foco nos principais marcos de desenvolvimento tecnoldgico e na visdo de como 0s

novos métodos deverdo evoluir nos proximos anos.
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Genomic Tools Applied to Animal Breeding: Recent Progress and Future

Perspectives

Abstract: Most production traits of interest are of quantitative and complex
nature and, despite great efforts, the use of molecular information to enhance traditional
genetic evaluations has been limited until recently, since very little success was
achieved in identifying the underlying polymorphisms responsible for existing genetic
variation. Recent technological advances in DNA sequencing and genotyping of SNP
markers produced genomic tools that allowed the development of new methodologies
for performing genetic merit predictions, considering dense genotypic information from
tens of thousands of SNP markers, as well as phenotypic and pedigree information,
called genomic selection. In this review we provide a brief summary of the recent
developments in methods of generating and applying genomic data in the process of
genetically evaluating and improving animal species for food production, focusing on
the development of major technological milestones and on how these methods may

evolve in coming years.

Key Words: Genetic evaluations, genomic selection, genotype by sequencing,

identification of genes of interest, SNP markers



Sociedade Brasileira de Zootecnia
A produgdo animal no mundo em transformagéo gocleclade,
=

. a o
Anais da 49° Reuniao Anual da .49§

Bras eirade
tecma
Brasilia — DF, 23 a 26 de Julho de 2012 %o

Introducéo

Grandes avancos de produtividade tém sido obtidos pela pecuéria como
resultado do trabalho realizado por programas publicos e privados de avaliacdo e
melhoramento genético em diferentes espécies. A aplicacdo de métodos estatisticos para
identificar e acasalar individuos com valor genético superior, através da analise de
dados fenotipicos e de parentesco entre individuos, tem consistentemente gerado ganhos
genéticos anuais médios da ordem de 2% na maioria das caracteristicas produtivas
avaliadas pelos programas de melhoramento do Brasil e do mundo.

InovacGes nas tecnologias de sequenciamento de DNA e de genotipagem de
marcadores moleculares difundidas na ultima década resultaram em reducgdes drasticas
nos custos de geracdo de dados. Esses avancos tecnoldgicos proporcionaram o
desenvolvimento de novos processos de avaliacdo genética que associam 0s métodos
quantitativos tradicionais com informacdes moleculares amplas, considerando dezenas
de milhares de marcadores distribuidos homogeneamente pelo genoma conhecida como
selecdo gendmica (Meuwissen et al., 2001). Os metodos de avaliacdo genética para
implementacdo da selecdo genémica estdo em pleno desenvolvimento (Goddard et al.,
2010) e sua aplicagéo visa ampliar o0 escopo e aprimorar os resultados dos programas de
avaliacdo e melhoramento animal do Brasil e do mundo.

Esse texto almeja prover uma breve revisdo da recente evolucdo nos métodos de
geracdo e aplicacdo de dados gendmicos nos processos de avaliacdo e melhoramento
genético de espécies de interesse zootécnico, com foco nos principais marcos de
desenvolvimento tecnoldgico e na visdo de como esses novos métodos deverdo evoluir

nos préximos anos.



Sociedade Brasileira de Zootecnia
A produgdo animal no mundo em transformagéo gocleclade,
=

. a o
Anais da 49° Reuniao Anual da .49§

Bras eirade
tecma
Brasilia — DF, 23 a 26 de Julho de 2012 %o

A recente evolucéo nas tecnologias de geragdo de dados moleculares

Os primeiros trabalhos para identificar e utilizar marcadores moleculares do tipo
RFLP (Restriction Length Polymorphism) em estudos com espécies de interesse
zootécnico foram realizados nos anos 80 (Chardon et al., 1985; Georges et al., 1987),
com metodologias intensas em méo de obra e de baixo rendimento. Para geragéo de um
dado molecular (um gendtipo) eram necessarios em média cinco dias de trabalho, a
utilizacdo de radiois6topos, com métodos que apresentavam uma série de questdes
técnicas que restringiam os limites cientificos dos estudos realizados nesse periodo.

Nos anos 90 foram realizados os principais estudos para isolar e utilizar
marcadores do tipo SSR (Simple Sequence Repeats) para construcdo de mapas
genéticos. Microssatélites foram utilizados para mapear os genomas bovino (Fries et al.,
1990; Barendse et al., 1994), suino (Johansson et al., 1992; Rohrer et al., 1994) e equino
(Johansson et al., 1992; Guerin et al., 2003). Essa segunda onda tecnoldgica trouxe
grandes avancos, permitindo a introducdo de automacéo na geracdo e analise primaria
dos dados (para obtencdo dos genétipos) e reducdo de custos — em média sdo
necessarios um dia de trabalho e de US$2,00 a US$3,00 para obtengdo de um genotipo,
se sequenciadores automatizados de DNA forem utilizados.

Avancos tecnoldgicos obtidos na Gltima década geraram novas metodologias de
alto desempenho para prospeccao, caracterizacdo e genotipagem de marcadores SNP
(Polimorfismos de Base Unica, do inglés Single Nucleotide Polimorphisms), que
revolucionaram os limites da utilizacdo de dados moleculares nos estudos de prospec¢éo
de genes de interesse econdmico e abriram novos horizontes para utilizacdo de dados

moleculares nos processos de avaliacdo genética e melhoramento animal.
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Vignal et al. (2002) e Caetano (2009) apresentaram revisdes sobre conceitos
basicos e metodologias para prospeccdo e genotipagem de marcadores SNP. Os
marcadores SNP tém como base mutacGes em bases Unicas da cadeia de bases
nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina) que compdem o DNA. Os
marcadores SNP sdo normalmente bi-alélicos, extremamente abundantes no genoma e
podem ocorrer em regiGes com funcdo regulatéria ou codificadoras, mas geralmente
ocorrem em espagos intergénicos e, portanto, sem fungdes determinadas. As principais
tecnologias disponiveis atualmente para genotipagem de SNPs sdo providas pelas
seguintes empresas: Illumina (San Diego, USA), Affymetrix (Santa Clara, USA),
Sequenom (San Diego, USA) e Fluidigm (San Francisco, USA).

Os métodos contemporaneos de genotipagem de marcadores SNP apresentam
altos niveis de automacdao e acuracia e proporcionaram redugdes drasticas nos custos de
geracdo de dados. Diferentes tecnologias ja estdo amplamente disponiveis para a
realizacdo de ensaios de genotipagem de SNPs de baixa densidade (de dezenas até
centenas de marcadores), média densidade (de milhares a dezenas de milhares) e alta
densidade (de centenas de milhares a milhdes). Os custos de geracdo de dados variam
de centavos (no caso de ensaios de baixa densidade) a uma fracdo de centavo (no caso
de ensaios de alta densidade) por genotipo. Chips validados pela comunidade cientifica
internacional ja estdo disponiveis para genotipagem de bovinos, ovinos, suinos, equinos,
frangos, etc., e podem ser customizados para qualquer espécie de interesse.

As tecnologias disponiveis atualmente permitem reducgdes drasticas, em relacédo
as tecnologias anteriores, nas necessidades de infraestrutura para a geracdo de dados

moleculares com marcadores SNP ja que, devido ao alto nivel de padronizacdo das
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novas tecnologias, a geracdo dos dados pode ser adquirida de laborat6rios multiusuarios
ou de empresas terceirizadas, especializados na geracdo de dados moleculares.

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS —
Next Generation Sequecing) mudou radicalmente também o processo de descoberta de
marcadores SNP, baixando custos e acelerando tremendamente a velocidade na qual o
trabalho pode ser realizado. Métodos de NGS que geram sequéncias curtas (100pb)
como o Illumina, ou mais longas (1.000bp) como o Roche 454 e mais recentemente o
Pacific Biosciences, estdo sendo aprimorados, com diminui¢des constantes nos custos
de geracdo de dados (Ansorge, 2009; Metzker, 2010).

Exemplos préticos da aplicacdo de tecnologias NGS para prospeccdo de SNPs
estdo amplamente disponiveis. A descoberta de SNPs com tecnologia de
sequenciamento Sanger tem um custo da ordem de US$10 por SNP identificado. Porém,
em um estudo recente com bovinos, VanTassell et al. (2008) prospectaram um total de
62.042 SNPs utilizando a tecnologia Illumina®©, a um custo de US$0,48 por SNP, e
avancos tecnoldgicos lancados recentemente, representados por novos equipamentos e
Kits de sequenciamento, reduziram esse valor mais de 10 vezes.

Alternativas para prospeccdo de SNPs em genomas ndo sequenciados e pouco
caracterizados também ja foram estabelecidas. Novaes et al. (2008) aplicaram com
grande sucesso uma metodologia para minerar SNPs em sequéncias de RNA
mensageiro de eucalipto, cujo genoma ainda ndo havia sido sequenciado, utilizando
tecnologia Roche 454. Adicionalmente, estratégias para utilizar os métodos de NGS
para genotipagem de amostras, a chamada genotipagem por sequenciamento (GBS —
Genotype by Sequencing, Elshire et al., 2011), estdo também em franco

desenvolvimento. Adicionalmente, métodos para incorporar informacdes de
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polimorfismos obtidos através do sequenciamento de genomas aos métodos de selecdo
gendmica e prospeccdo de genes de interesse estdo sendo desenvolvidos (Adelson,
2008; Goddard, 2010; Meuwissen, 2010), para que 0s gendtipos dos descendentes
possam ser inferidos (Li et al., 2006; Browning & Browning, 2007).

O contexto tecnoldgico atual apresenta perspectivas positivas, com novos
avancos incrementais sendo langcados frequentemente para as tecnologias ja disponiveis
para genotipagem e sequenciamento. Adicionalmente, novas tecnologias estdo sendo
desenvolvidas, criando perspectivas para novas reducBes drasticas de custo e
estabelecendo novos limites de aplicacédo restritos apenas pela inventividade humana

(Oxford Nanopore Tecnologies®, Schneider & Dekker 2012).

Mudancas no foco da interacéo entre o melhoramento animal e a gendmica

Estudos de prospeccdo de genes que afetam caracteristicas de interesse
econémico foram amplamente executados por diferentes grupos de pesquisa do mundo
a partir do inicio dos anos 90. Populagdes referéncia foram construidas e caracterizadas,
a partir do cruzamento de racas/linhagens contrastantes, ou mesmo utilizando
populacdes estruturadas encontradas no sistema produtivo. Estudos de deteccdo de QTL
(Quantitative Trait Loci) foram executados, com mapas construidos a partir de
marcadores microssatélites, e em alguns casos, 0s genes e as mutacfes responsaveis
pelos efeitos observados foram identificados, como no caso de alguns genes de efeito
maior (DGAT1, GDF8, Calpaina, Tiroglobulina, etc.). As informacdes geradas por
esses estudos podem ser encontradas em bases de dados publicas

(www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index).



Anais da 49° Reunido Anual da @ a
Sociedade Brasileira de Zootecnia 49_

A produgéo animal no mundo em transformagéo \ ggg;e‘if;f 9

tecma
Brasilia — DF, 23 a 26 de Julho de 2012 %o

O objetivo principal das pesquisas do periodo citado era identificar mutacfes em
genes que afetam caracteristicas produtivas, para incorporacdo das informacbes nos
programas de avaliacdo e melhoramento, no processo chamado de selecdo assistida por
marcadores. Porém, os resultados obtidos no periodo ratificaram que a maior parte das
caracteristicas de interesse pecuério é controlada por muitos genes, com efeito baixo,
como previsto no modelo infinitesimal proposto ha décadas (Fisher, 1930).
Consequentemente, a capacidade dos estudos desse periodo para identificar genes
responsaveis pelo controle de caracteristicas produtivas esteve extremamente limitada
pelas restricdes tecnoldgicas descritas, ja que as tecnologias de geracdo de dados
moleculares limitavam o0s estudos a caracterizacdo com algumas centenas de
marcadores microssatélites, de populacdes experimentais pequenas, compostas de
algumas centenas de animais tipicamente estruturados em familias segregantes.

Mais recentemente, painéis de marcadores derivados dos estudos de prospeccéao
citados foram organizados e comercializados amplamente por empresas do setor de
insumos veterinarios como ferramentas de melhoramento genético. Painéis contendo
informacGes de um até uma dezena de marcadores foram largamente comercializados
nos Ultimos anos, embora estudos independentes demonstrem que essa tecnologia
apresenta limitacbes como ferramenta para o melhoramento animal. DeVuyst et al.
(2011) demonstram que as correlac@es entre o score obtido com um painel comercial e
as caracteristicas de performance avaliadas tém uma média estimada de apenas 0,13
(Coeficiente de Correlacdo Pearson). Dependendo da caracteristica em questdo, 0s
marcadores utilizados podem explicar <20% da variabilidade genética aditiva detectada
para a caracteristica. Embora os resultados apresentados indiqguem que a selecdo de

animais com base nesses painéis de marcadores deve resultar em ganhos genéticos na
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direcdo almejada, as questdes apresentadas ressaltam as limitacbes de como a
tecnologia pode impactar a eficiéncia e os ganhos genéticos obtidos pelos respectivos
programas de melhoramento (Van Eenennaam et al., 2007; DeVuyst et al., 2011).

O sequenciamento de genomas de espécies de interesse zootécnico e o recente
desenvolvimento de novas tecnologias de genotipagem de marcadores SNP tornaram
possivel o desenvolvimento de métodos inovadores de avaliacdo genética que podem
incorporar informagfes gendmicas aos métodos tradicionais de avaliacdo genética,
chamada de selecdo genémica — SG (Meuwissen et al. 2001). Diferentes métodos para
realizar avaliacbes gendmicas estdo em pleno desenvolvimento (Goddard et al., 2009;
Hayes et al., 2009; Mistzal et al., 2009; Wiggans et al., 2009). SimulacGes realizadas
por VanRaden et al. (2011) demonstram que 0 aumento medio esperado na
confiabilidade (Reliability) na avaliacdo gen6mica de caracteristicas produtivas de
touros jovens, em relacao a confiabilidade obtida pela média dos pais (Parent Average),
é da ordem de 43% (de 35% para 78%) com uma base de dados com 10.000 animais
genotipados com 50.000 marcadores SNP, e de 53% (de 35% para 88%), com uma base
de dados com 25.000 animais genotipados, respectivamente.

Na SG ndo ha necessidade de se identificar os genes/mutacdes especificos
envolvidos com as caracteristicas em questdo. A avaliacdo do mérito genético do animal
¢ feita sem que necessariamente se entenda quais genes estdo envolvidos na
manifestacdo das caracteristicas em questdo, de forma andloga ao que acontece no
melhoramento convencional. Porém, os métodos de SG permitem que a identificacdo
dos animais geneticamente superiores seja feita antes da coleta de dados fenotipicos,

acelerando o processo de tomada de decisdes e diminuindo custos.
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Um exemplo claro dos ganhos proporcionados por essas novas metodologias
pode ser observado no caso dos bovinos da raca Holandesa na América do Norte. Nesse
contexto, sdo necessarios por volta de US$50K para realizar um teste de progénie de um
touro, sendo que séo testados pelo menos 10 animais para a identificacdo de um touro
melhorador (equivalente aos 10% superiores da raca), a um custo total de US$500K, em
um processo que dura um periodo minimo de 5 a 6 anos, para que os primeiros dados
fenotipicos das filhas de um touro recém-nascido estejam disponiveis. A identificacdo
de touros candidatos ao teste de progénie € feita tradicionalmente levando em conta o
valor geneético estimado do animal pela média do valor genético dos pais, cuja
confiabilidade é baixa por ndo considerar a segregacdo mendeliana. O aumento na
confiabilidade das estimativas de valor genético dos touros jovens por meio da
avaliacdo genémica (a custos da ordem de US$100 por individuo) permite identificar
animais superiores, candidatos ao teste de progénie, com mais eficiéncia, por levar em
conta a amostragem mendeliana no processo de avaliacdo. Dessa forma, a adocdo da
nova tecnologia pode resultar em economias da ordem de 50% no processo, se forem
colocados no teste de progénie apenas os touros com valor genémico estimado acima da
média dos animais candidatos (Konig et al., 2009; Habier et al., 2010).

Nos Estados Unidos, as avaliacfes do gado Holandés apresentam estimativas do
valor genémico desde 2008 (http://www.aipl.arsusda.gov/eval.htm) e aprimoramentos
do processo estdo em franco desenvolvimento. A base de dados de animais genotipados
com o BovineSNP50 em abril de 2011 j& contava com mais de 85.000 animais
genotipados, proporcionando ganhos médios de 35% na confiabilidade das avaliacGes

de touros jovens para caracteristicas produtivas (VanTassell, 2011).

10
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A Selecdo Gendmica

A possibilidade de utilizar informacbes genotipicas amplas para avaliar e
classificar geneticamente os animais candidatos a selecdo tem criado novas expectativas
para o melhoramento genético animal. Tradicionalmente, a obtencdo das estimativas de
valores genéticos é baseada na metodologia dos modelos mistos, incorporando dados de
genealogia e do fenotipo do animal e de seus parentes para obter predicbes BLUP (Best
Linear Unbiased Prediction) do valor genético dos individuos (Henderson, 1975). A
inclusdo de dados fornecidos pelos marcadores moleculares cobrindo todo genoma no
processo de predicdo do mérito genético, além dos dados de desempenho e de pedigree,
no processo denominado selecdo gendmica (Meuwissen et al., 2001), permite um
aumento na acurécia dos valores genéticos estimados (Goddard & Hayes, 2009).

A selecdo gendmica, bem como os estudos de associagcdo global de marcadores
genéticos (GWAS - Genome-Wide Association Studies), depende da existéncia de
desequilibrio de ligacdo (DL) entre os marcadores utilizados e 0s genes responsaveis
pela determinacdo das caracteristicas fenotipicas em questdo. Considera-se que 0s
efeitos dos marcadores ou haplotipos (grupos de marcadores ligados em um mesmo
cromossomo) serdo 0s mesmos em toda a populagédo, pois 0 DL entre os marcadores
utilizados e os QTL (Quantitative Trait Loci) a eles associados deve permanecer
constante na populacdo. Portanto, para a realizacdo de tais estudos, é essencial que a
densidade de marcadores utilizados seja suficientemente alta para garantir que todos os
QTL estejam em DL com pelo menos um marcador ou haplétipo de marcadores.

A implementacdo da selecdo gendmica compreende trés etapas principais: (1)
genotipagem de uma populacdo referéncia, caracterizada fenotipicamente, com

conjuntos de SNPs em média e/ou alta densidade e posterior estimativa dos efeitos dos

11
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marcadores ou haplotipos (grupos de marcadores); (2) validacdo dos efeitos estimados
em um grupo de animais que ndo pertence a populacdo referéncia e, finalmente; (3) a
predicdo dos valores genéticos de individuos candidatos a selecdo, baseados nos
genotipos dos marcadores e dos efeitos estimados (Hayes et al., 2009).

O modelo conceitual elementar para selecdo gendmica pode ser representado

nHap

por: yi:ﬂ+zxijgj+ei’
j=1

em que, y; = fendtipo observado do animal i; g = média geral; x;; = variavel
indicadora que relaciona o efeito do hapldtipo g; ao fendtipo observado do animal i; e e;
€ um erro aleatorio. O valor genémico de um determinado animal i pode ser predito
simplesmente somando-se as estimativas dos efeitos dos hapldtipos (ou marcadores)

disponiveis:

Na maioria dos casos, 0 numero de marcadores com efeito sobre a caracteristica
em questdo excede largamente o numero de observacbes fenotipicas disponiveis,
gerando um modelo superparametrizado e, portanto, um grande desafio para a obtengéo
de estimativas com boas propriedades estatisticas (Gianola et al., 2009). As diferencas
nos métodos empregados na selecdo gendmica decorrem das diferentes pressuposicoes
adotadas a respeito das distribuicbes dos efeitos dos marcadores para viabilizar a
estimativa dos seus efeitos. De forma geral, os métodos desenvolvidos viabilizam a
manutencdo de todos os efeitos no modelo, empregando penalizacdes via encolhimento
das estimativas dos efeitos para zero (Xu, 2007), e dentre eles destacam-se: a

metodologia do BLUP (Meuwissen et al., 2001), a regressdo de cumeeira (Whittaker et

12
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al., 2000; Gianola et al., 2003), os métodos bayesianos (Meuwissen et al., 2001; Habier
et al., 2011) e o LASSO bayesiano (Park & Casella, 2008; De Los Campos et al., 2009).

Na metodologia do BLUP, os dados sdo analisados através de modelos mistos
classicos, nos quais os efeitos dos marcadores sdo considerados como pertencendo a
uma mesma distribuicdo normal e assumindo-se que todos os marcadores possuem a
mesma variancia o7, isto €, 9 “~'d N(0,07).

Na abordagem Bayesiana, os dados experimentais observados s&o combinados
com informagcbes a priori sobre os parametros desconhecidos, gerando assim
probabilidades a posteriori destes parametros. No caso da selecdo gendmica, 0S
métodos bayesianos viabilizam pressuposicdes de variancias diferentes para os efeitos
de cada conjunto de hapldtipos em um dado segmento cromossdmico e se todos ou
apenas uma fracdo dos haplétipos tem efeito diferente de zero, o que permite acomodar
incertezas nas fracbes de haplétipos contendo variancias diferentes de zero e
heterogeneidade de variancia (Meuwissen et al., 2001; Garrick, 2010).

No método Bayes A, a pressuposicdo é de que todos os marcadores tém efeito
sobre a caracteristica considerada, com distribuicdo a priori normal centrada em zero e

com variancia especifica para cada marcador 2 , derivada de uma distribuicao qui-
J

quadrado invertida escalonada 4

)

conforme apresentado a seguir:

id.

d
~N(0,s?), s~ C('2

v,sz)'

Como resultado da especificacdo acima, tem-se que a penalizacdo € especifica
sobre cada efeito estimado.

Por outro lado, os métodos Bayes B e Bayes C supdem que uma fragdo (mg) dos

marcadores ndo tem efeito e 0 processo para a determinagdo do grau de penalizacdo € o
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que difere entre eles. No método Bayes B, o pardametro ny € definido de forma arbitréria
e para essa fracdo de marcadores a variancia, bem como seus efeitos, é nula, enquanto
que a fracdo 1- mo restante segue um modelo de variancias heterogéneas analogo ao do

Bayes A, conforme representado abaixo:

ii.d 7[0:0

; ~ N(0,0} P! US, - (1—7r0):;((fsz)'

O Bayes C ¢é similar ao Bayes B somente com varidncias homogéneas dos

efeitos dos marcadores, com se descreve abaixo:

iid 7, .0
g; ~ N(O,asj), o’ ~{ °

9i (1—7z0)10'§ '

Existem ainda outras variagdes do alfabeto bayesiano, tais como Bayes Cn e
Bayes D=, que permitem estimar a fragdo de marcadores com efeito nulo (wp) a partir do
conjunto de dados (Habier et al., 2011).

Muitos estudos vém sendo conduzidos com o objetivo de estimar os efeitos dos
SNPs com base em diferentes métodos e também testar a confiabilidade das DEPs
gendmicas estimadas. A confiabilidade corresponde ao quadrado da acuracia que, por
sua vez, equivale ao valor da correlagdo entre o valor genético verdadeiro e o valor
genético estimado. De forma geral, o procedimento BLUP produz resultados com
confiabilidades relativamente préximas dos modelos bayesianos mais complexos
(Meuwissen et al., 2001; Hayes et al., 2009), apresentando como vantagens menor
exigéncia de tempo e da capacidade computacional. O grau de confiabilidade das
estimativas das DEPs gendmicas depende de fatores como a herdabilidade da

caracteristica, o0 niamero de animais genotipados na populacdo referéncia, o método
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estatistico utilizado para estimar o efeito dos SNPs e 0 método utilizado para calcular a
confiabilidade das estimativas (Hayes et al., 2009).

A partir de uma derivagéo da equacao proposta por Goddard (2009), Hayes et al.
(2009) apresentaram as diferentes quantidades de genotipos necessarios para obter uma
estimativa de acurécia de 0,8 com a DEP gendmica em diferentes niveis de
herdabilidades (h?). Para herdabilidades baixas (h’<0,2), observadas frequentemente em
caracteristicas de desempenho reprodutivo, a populacdo referéncia teria que ter em torno
de 18 mil animais fenotipados e genotipados. Para herdabilidades médias a altas
(0,4<h’<0,5), relacionadas com caracteristicas de crescimento e qualidade de carcaca, a
populacdo referéncia teria que possuir cerca de 6 mil individuos com fendtipos e
genotipos.

Apesar do chip de genotipagem de SNPs da Illumina para bovinos
(BovineSNP50), com capacidade de genotipar 54.609 SNPs, ter representado um
avanco tecnoldgico significativo, estudos de utilizacdo desta ferramenta em rebanhos
taurinos indicaram que a relacdo de cobertura de 1 SNP a cada 50 mil pares de bases
pode, em alguns casos, ser insuficiente para a implementacdo da selecdo gendmica. Os
painéis de alta densidade (HD - High Density) Illumina High Density Bovine Bead Chip
Array (777,962 SNP) e Affymetrix Axiom Genome Wide BOS 1 Array (648,874 SNP),
recentemente disponibilizados, apresentam uma cobertura significativamente maior de
marcadores minimizando questdes relacionadas com cobertura, mas ainda apresentam
custos de utilizacdo elevados, o que ndo permite sua utilizacdo em larga escala.
Adicionalmente, a progressiva reducdo dos custos de sequenciamento de genomas com
tecnologias de nova geracdo (Mardis et al., 2008), indica que essa tecnologia tem

potencial para, em pouco tempo, substituir os chips de DNA nos estudos de SG e de
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prospeccdo de genes associados a caracteristicas de importancia econdémica por GWAS,

através de métodos de genotipagem por sequenciamento - GBS (Elshire et al., 2011).

Avancos recentes nos métodos de avaliacdo genémica

A possibilidade de genotipar diferentes individuos de uma populacao destinada a
avaliacdo gendmica com plataformas que propiciam resultados para diferentes nimeros
de marcadores SNP, como no caso dos bovinos, onde chips de alta (700K), média (50K,
Matukumalli et al., 2009) e baixa densidade (7K SNPs, Boichard et al., 2012) estdo
disponiveis comercialmente, criaram demandas para o desenvolvimento de estratégias
para inferéncia dos gendtipos ndo determinados em individuos genotipados com painéis
de menor densidade. Os procedimentos computacionais envolvidos foram denominados
de imputacdo (Li et al., 2006; Scheet & Stephens, 2006; Browning & Browning, 2007)
e se baseiam no principio de que marcadores genéticos sdo herdados em blocos de
haplotipos, que sdo segmentos cromossdmicos idénticos por descendéncia entre
individuos relacionados, que sdo transmitidos na integra de um ancestral comum.

O primeiro passo para realizar imputacdo genotipica € a identificacdo dos blocos
de haplétipos, geralmente obtidos em arranjos de alta densidade ou mesmo por GBS,
que podem ser encontrados na populacao (ex: raca ou linhagem) a ser estudada, ja que
os resultados obtidos dos experimentos de genotipagem ndo revelam a fase na qual se
encontram os alelos observados nos diferentes marcadores SNP avaliados (Browning,
2008). Desse passo, denominado phasing, resultam painéis de haplotipos de referéncia
que entdo sdo utilizados em algoritmos computacionais para inferir os genotipos
perdidos devido falha técnica no processo de genotipagem, ou por que as amostras

foram avaliadas com painéis de genotipagem de densidade mais baixa.
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Muitas técnicas e softwares foram desenvolvidos para realizar a reconstrucéo de
haplétipos e imputacdo de gendtipos. Esses procedimentos podem ser realizados por
algoritmos baseados em familias, seguindo a transmisséo de blocos de hapl6tipos em
individuos relacionados, ou baseados em populacfes de individuos ndo relacionados,
levando em consideracdo que o0s blocos herdados serdo bem menores, devido a
ancestrais comuns mais distantes (Li et al., 2009; Weigel et al., 2010). No primeiro
grupo se enquadram os softwares MERLIN (Lange et al., 2005), MENDEL (Lange et
al., 2005) e mais recentemente ALPHAPHASE/ALPHAIMPUTE (Hickey et al., 2011).
No segundo grupo se enquadram os softwares fastPHASE (Scheet & Stephens, 2006),
PLINK (Purcell et al., 2007), MACH (Li et al., 2006), IMPUTE (Marchini et al., 2007),
BEAGLE (Browning, 2006), entre diversos outros.

Alguns estudos ja foram realizados para verificar a acurcia da imputacdo em
populacdes de bovinos comerciais das racas Jersey e Holandesa, indicando que a
escolha do método depende do nivel de desequilibrio de ligagdo médio presente na
populacdo (o qual é funcdo do tamanho populacional efetivo historico da raca ou
linhagem), da existéncia de familias genotipadas, da composicdo do painel de
referéncia, da diferenca de densidade entre o painel e as amostras a serem imputados, e
finalmente dos recursos computacionais disponiveis (Weigel et al., 2010; Zhang &
Druet, 2010; Cleveland et al., 2011).

O uso da imputacdo de genOtipos associada com diferentes densidades de
genotipagem é uma estratégia altamente interessante do ponto de vista de maximizacao
do aproveitamento de recursos financeiros disponiveis para realizacdo de estudos de SG
e GWAS (Goddard & Hayes, 2009). Nesse contexto, o processo de estimacdo dos

efeitos dos marcadores pode ser realizado em dados de genotipagem de alta densidade,
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mas com a maioria dos individuos efetivamente genotipados com um chip de média
densidade (50K), com uma reducéo de custo de mais de 50%. Nos bovinos de corte ou
leite, ja é possivel se delinear um cenério ideal para utilizagdo da imputacdo, no qual a
genotipagem por sequenciamento pode ser aplicada para caracterizar 0s touros
fundadores da raca, os chips HD para genotipar touros cujo sémen fora disseminado
intensamente, e 0s chips de média e baixa densidade para genotipar touros e vacas das
populacdes de treinamento e validacdo, respectivamente. O arranjo de baixa densidade
disponivel para bovinos (7K), especialmente otimizado para imputacdo de gendtipos
(Boichard et al., 2012), pode ser utilizado para predicdo do valor genético de animais
jovens candidatos a selecdo, possibilitando recuperar quase totalmente a informagéo
obtida com um chip de alta densidade (700K) com apenas 15% do custo de
genotipagem. Estudos recentes revelam que, com uma base de dados contendo menos
de 2.500 animais genotipados, € possivel imputar 80% dos genotipos inexistentes com
uma acuracia superior a 95% (Weigel et al., 2010; Daetwyler et al., 2011).
Estratégias de estruturacdo e implementacdo da Selecdo Gendmica em programas de
avaliacdo e melhoramento

Diferentes estratégias estdo sendo avaliadas pelos programas de melhoramento
do Brasil e do mundo para combinar os resultados das avaliacdes genéticas tradicionais
com os resultados das avaliacbes gendmicas. Procedimentos multipassos (multistep) e
passo Unico (singlestep) foram propostos e estdo sendo testados e comparados por
diferentes grupos.

Nos procedimentos multipassos (mais de uma etapa), as diferencas esperadas na
progénie (DEP) séo obtidas através das analises convencionais (com base no fenotipo e

no pedigree) e o Valor Gendmico Direto (VGD) € obtido com base nas equacGes de
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predicdo (através das informacbes de fenodtipos e gendtipos) separadamente.
Posteriormente, ambas as fontes de informacéo (DEP e VGD) sé&o combinadas por meio
de diferentes indices ponderados para gerar as DEP Gendmicas (DEPG), considerando a
acurécia das estimativas obtidas e a herdabilidade da caracteristica (VanRaden, 2008;
VanRaden et al., 2009; Hayes et al., 2009).

No procedimento de passo Unico as informacGes dos SNP sdo combinadas com o
fenotipo e o pedigree para a estimacdo simultanea dos valores genéticos. O método de
uma etapa utiliza uma matriz combinando o parentesco tradicional com base no
pedigree com o derivado das informacdes dos marcadores (Misztal et al., 2009; Aguilar
et al., 2010; Christensen & Mogens, 2010). Essa estratégia parece ser uma Opcao
bastante interessante para caracteristicas e populagdes que ndo seguem a estrutura
classica de bovinos de leite (onde muitos touros com avaliagGes de alta acuracia estdo
disponiveis), como no caso de frangos (Chen et al., 2011), suinos (Forni et al., 2011) e
bovinos de corte (Cardoso et al., 2011).

Uma terceira estratégia combina as informagdes dos marcadores,
disponibilizadas na forma de valores genéticos moleculares, nas avaliacdes genéticas
como uma nova caracteristica correlacionada geneticamente com as demais, para
produzir DEPs aprimoradas pela gendmica (MacNeil et al., 2010; Garrick, 2010). Este
método vem sendo utilizado na avaliacdo de bovinos de corte devido ao modelo de
negocios adotado pelas empresas provedoras de servicos gendmicos para o setor.

Atualmente, a maioria dos produtos disponiveis no mercado para selecdo
assistida por marcadores/selecdo genémica em bovinos de corte (ex., Merial Igenity®©,
Pfizer Clarifide©, etc.) fornece apenas escores ou valores moleculares dos animais

testados para diversas caracteristicas econdmicas sem, no entanto, fornecer os genétipos
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dos marcadores avaliados aos criadores ou respectivos programas de avaliagdo. Esse
modelo pode ser util para identificacdo de animais superiores dentre 0s animais
testados, desde que esses tenham um parentesco relativamente préximo com a
populacdo de treinamento utilizada pelas empresas para estimativa dos parametros
utilizados no calculo dos escores/valores moleculares. Porém, a estratégia adotada pelas
empresas limita as possibilidades de incorporagdo das informacdes geradas nas
avaliacdes genéticas periddicas dos programas de avaliacdo por ndo fornecer a
informacao dos alelos que os animais possuem em cada um dos genes ou marcadores
testados. Essa restricdo inviabiliza a implementacdo das demais estratégias citadas
acima, pois é baseada em bases de dados (com informac6es moleculares, de parentesco
e fenotipicas) estaticas, que ndo incorporam novas informagdes de animais descendentes
da populacdo de treinamento e, portanto, ndo permite que novas estimativas dos
parametros utilizados no calculo dos escores ou valores moleculares sejam feitas
periodicamente, como € normalmente realizado pelos programas de avaliacéo
tradicionais.

O modelo de trabalho que deve trazer vantagens técnicas mais duradouras para o
setor produtivo, com impactos a curto, médio e longo prazo, deve estar baseado em
processos que permitam a atualizacdo constante das bases de dados utilizadas para
avaliacdo dos animais, com informacGes moleculares, de parentesco e fenotipicas. No
modelo de trabalho mais adequado, ao contratarem 0s servicos de genotipagem e de
predicdo gendmica, os criadores devem receber 0s resultados de ambos os
procedimentos, ou seja, as informacBes dos gendtipos de todos os marcadores para 0s
individuos testados, assim como o0s valores genéticos calculados utilizando a

informacdo desses marcadores. Com esse modelo, os produtores, além de poderem
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identificar e selecionar animais superiores, podem também fornecer as informacdes
geradas aos programas de melhoramento nos quais participam, para que estas sejam
incorporadas e utilizadas para aprimorar os resultados obtidos, melhorando as acuracias
das estimativas obtidas periodicamente.

O alvo do melhoramento animal é aumentar a frequéncia de combinagdes
alélicas com efeito favoravel sobre caracteristicas de importancia econdmica para um
dado sistema de producéo e, consequentemente, gerar incrementos na lucratividade para
os diferentes niveis do setor produtivo. As ferramentas gendmicas podem acelerar e
incrementar esse processo, permitindo que 0s animais sejam avaliados com
antecedéncia e para caracteristicas de mensuracdo complexa (ex: qualidade da carne),
respectivamente. No entanto, se considerarmos que 0s objetivos dos programas de
melhoramento envolvem a avaliacdo e a utilizacdo simultanea de informactes de
multiplas caracteristicas, o sucesso da iniciativa depende da correta definicdo da énfase
relativa empregada a cada uma das caracteristicas incluidas no objetivo de selecédo
(Smith, 1983). O sucesso de um programa de melhoramento depende, portanto, da
definicdo de modelos bioeconémicos, relacionando o valor genético e/ou genémico dos
animais avaliados com parametro econdmicos especificos derivados dos respectivos
sistemas de producdo (Newman et al., 1992; Phocas et al., 1998; Urioste et al., 1998;
Laske et al., 2012). A integracdo dessas informacdes permite a estimativa de valores
econémicos, definidos como o aumento esperado no lucro anual dos rebanhos,
resultante do aumento em uma unidade de uma caracteristica, em decorréncia do
processo de selecdo (Ponzoni & Newman, 1989). Esses valores econémicos sdo entao
utilizados para ponderar os valores genéticos para as caracteristicas avaliadas (assistidas

ou ndo por marcadores) originando um indice que sintetiza, em valores monetéarios, a
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contribuicdo de um determinado animal para o lucro do sistema de producdo (Smith,
1983). A implementacdo de avaliagBes gendmicas, incluindo numeros cada vez mais
elevados de caracteristicas de importancia econdmica, torna a incorporacdo das
informacBes econdmicas ainda mais cruciais para que os avangos de produtividade e

lucratividade estejam balanceados e sejam sustentaveis.

A Selecdo Genbmica e a identificacdo de genes e mutacdes especificas: um
paradoxo ou um novo paradigma?

Embora o foco atual das pesquisas gendmicas para geracdo de ferramentas de
melhoramento animal esteja na selecdo genémica, a prospeccdo de genes que afetam
caracteristicas de producdo, ou mesmo que causam doencas hereditarias, permanece
uma atividade atual e necessaria (Veerkamp et al., 2010; Weller & Ron, 2011; Calus et
al., 2011). A geracdo de ensaios diagnosticos e de biotecnologias inovadoras depende da
geracdo de informacdes especificas sobre os genes envolvidos no controle de
caracteristicas de producdo. Um exemplo interessante que vem sendo trabalhado é o
desenvolvimento de uma vacina com efeito positivo sobre a deposicdo de musculo (veja
Sayers & Huang, 2011), com base nas descobertas do efeito do gene GDF8, cujas
mutagdes causam a musculatura dupla (Double Muscling) nos bovinos, e que também
afetam outras espécies de animais.

As pesquisas de prospeccdo de genes de interesse foram fortemente
impulsionadas com o desenvolvimento das novas tecnologias de genotipagem e
sequenciamento citadas acima. O impacto dessas inovacdes pode ser quantificado ao
considerarmos o tempo necessario para a identificacdo de mutacdes responsaveis por

caracteristicas mendelianas. A identificacdo da mutacdo no gene GDF8, foi realizada
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nos anos 90 por estudos de mapeamento genético com marcadores microssatélite que
tiveram uma duracgdo da ordem de trés anos (Kambadur et al., 1997; McPhrerron & Lee,
1997). Em contraste, e jA com a utilizacdo de novas ferramentas de genotipagem e
novos métodos de anélise de dados gendmicos, a mutacdo causadora da Artrogrypose
Multiplex (sindrome de curlycalf), presente na raca Aberdeen Angus, foi identificada
em duas semanas de trabalho (Jon Beever, comunicagdo  pessoal,
www.angus.org/NAAB_release.pdf).

Um estudo recente (VanRaden et al., 2011) demonstrou a utilidade de dados de
genotipagem de marcadores SNP coletados em bovinos de aptiddo leiteira para a
realizacdo de avaliacbes gendmicas na prospeccdo de genes que afetam a viabilidade
embrionéria e fetal, e portanto, caracteristicas correlacionadas com a fertilidade da vaca.
Os autores do estudo analisaram dados de genotipagem obtidos com o BovineSNP50
(MMumina®©) de 58.453, 5.288 e 1.991 animais das racas holandesa, Jersey e Pardo
Suico, respectivamente, a procura de regides candidatas contendo mutagfes recessivas
letais, representadas pela auséncia de homozigotos na populacdo. Além de detectar oito
mutacdes recessivas letais previamente descritas (CVM, Brachyspina, SMA, BLAD,
Weaver, Mulefoot, DUMPS e Arachnomelia), o estudo revelou 11 regides com zero
observacGes de homozigotos em pelo menos uma das racas avaliadas. O estudo
representa um marco, demonstrando que dados coletados para a realizacdo de estudos
aplicados de avaliacdo genética podem ser utilizados para a realizacdo de estudos
bésicos, para o avango do conhecimento, trazendo maltiplos beneficios para o setor

produtivo e minimizando os custos envolvidos com os estudos necessarios.
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Trabalhos em andamento e proje¢des para o futuro

Desde a publicacdo do primeiro sumario de touros contendo resultados de
avaliagcGes gendmicas para a raca Holandesa em 2008, uma longa lista de programas de
avaliacdo e melhoramento animal tem trabalhado para estruturar e analisar dados para
implementacdo da SG em programas de melhoramento de diferentes espécies animais
(bovinos de corte, leite, suinos, ovinos, aves, etc.). A Embrapa, juntamente com outras
instituicOes parceiras de pesquisa e ensino, Associacdes de Criadores, e empresas do
setor produtivo, vem executando projetos que visam implementar processos de
avaliacdo e selecdo genémica nos programas de melhoramento animal nos quais atua,
assim como gerar informagdes necessarias para desenvolver ferramentas de
genotipagem mais adequadas ao germoplasma que compdem nossos rebanhos
produtivos.

A Embrapa e seus parceiros vém trabalhando desde 2010 para realizar
avaliacGes gendmicas para resisténcia ao carrapato bovino na raca Braford em um
projeto onde foram feitas mais de 8.000 contagens de carrapatos em mais de 3.000
animais. Dados de genotipagem com o BovineSNP50 (Illumina®©) de 2.160 desses
animais ja foram analisados e os resultados das avaliagdes gendmicas serdo publicados
no segundo semestre de 2012. O projeto da Embrapa que estruturara a implementacéo
da selecdo gendmica no programa Embrapa-Geneplus teve inicio esse ano e prevé a
estruturacdo de uma base de dados inicial com mais de 5.000 animais caracterizados.
Paralelamente a esses projetos, a Embrapa e seus parceiros vem também trabalhando
para estruturar e implementar avaliagdes gendmicas nos testes de progénie de bovinos
leiteiros desde 2010, com perspectivas de tornar pablicos os resultados das primeiras

provas gendmicas para zebuinos de aptiddo leiteira no presente ano.
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No caso dos suinos, a Brasil Foods S.A. (BRF) e a Embrapa vem trabalhando
conjuntamente para implementar métodos de avaliagdo genémica no programa de
melhoramento da BRF. A estruturacdo de uma base de dados com 4,000 animais
genotipados com o SwineSNP60 (lllumina®©), e avaliados para caracteristicas de
producdo, eficiéncia alimentar, e qualidade de carcaca e carne, estda em andamento e
deve gerar os primeiros resultados concretos em 2013.

Projetos para sequenciar genearcas de diferentes racas de bovinos taurinos e
zebuinos estdo em andamento (Stothard et al., 2011; Bickhart et al., 2012; Canavez et
al., 2012), para identificar mais marcadores SNP, CNVs, e avaliar diferencgas estruturais
dos genomas de animais de diferentes racas, a fim de fomentar estudos béasicos e
aplicados ao melhoramento animal. Canavez et al. (2012) sequenciaram um touro da
raca Nelore com 52X de cobertura com a plataforma SOLID. Adicionalmente, o
Governo do Estado de Minas Gerais anunciou na 78% Expozebu a conclusdo de um
projeto envolvendo a Embrapa e outras instituicbes mineiras de pesquisa, o qual
sequenciou os genomas de um touro da raca Gir e um touro da raca Guzera. A Embrapa
estd executando um projeto que devera até 2014 produzir uma montagem completa de
um touro Nelore e ressequenciar 0s genomas de um total de dez genearcas, para
estabelecer uma base de dados para descoberta de genes de interesse e auxiliar na
estruturacdo de dados para implementacdo de avaliagdes gendmicas nos programas de
melhoramento da raga.

A evolucdo das tecnologias disponiveis para genotipagem de SNPs com chips de
DNA esta tornando financeiramente viavel a utilizacdo de chips customizados, com
marcadores especificos, de dominio publico ou ndo, gerados pelos estudos citados

acima. Essa situacdo é particularmente importante para os trabalhos com bovinos
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zebuinos j& que os chips de média densidade (BovineSNP50) e baixa densidade foram
desenhados com foco principalmente na avaliagcdo de ragas taurinas — apenas 25% dos
SNPs disponiveis no chip tem informatividade boa para estudos com bovinos zebuinos
(Matukumalli et al., 2009). Assim, seria muito importante que o0s programas de
melhoramento de racas zebuinas se estruturassem para gerar um chip de média
densidade, com informacgdes derivadas dos chips de alta densidade, para uso na
implementacdo da selecdo gen6mica nos processos de avaliacdo. Essa acdo permitira
aumentar o nimero de marcadores efetivamente Uteis para as avaliacbes gendmicas nas
ragas zebuinas, assim como garantiria que as bases de dados para todos os programas de
avaliacdo dessas racas fossem gerados com 0s mesmos marcadores.

A estruturacdo de bancos de dados com informacdes genotipicas e fenotipicas
suficientes para realizacdo de avaliacdes gendmicas com altas acuracias requer nimeros
elevados de individuos, e por consequéncia recursos financeiros elevados. Essa questdo
cria oportunidades para que os diferentes programas de avaliacdo e melhoramento se
beneficiem mutuamente através da troca e compartilhamento de informacdes, aos
moldes de que fora feito em colaboracges nacionais e internacionais para a realizacéo de
avaliacGes geneticas tradicionais.

Como demonstrado, o uso de ferramentas genémicas para implementar
processos de avaliagdo de mérito genético resultou em avancos tecnoldgicos
significativos, podendo acarretar em aumentos de eficiéncia e maiores lucros, como
consequéncia de aumentos nas acuracias e reducdes nos intervalos de geracdo. Além
disso, ainda existem grandes perspectivas para lancamento de inovac@es tecnologicas
para geracdo de dados moleculares a curto e médio prazo, com tendéncias de redugdes

de custo e aumento dos limites do que as tecnologias podem prover. Essa conjuntura

26



Sociedade Brasileira de Zootecnia
A produgdo animal no mundo em transformagéo gocleclade,
=

. a o
Anais da 49° Reuniao Anual da ‘49§

Bras exra de

2012

Brasilia — DF, 23 a 26 de Julho de 2012

torna cada vez mais importante a coleta de dados fenotipicos relacionados com as
caracteristicas que impactam a lucratividade e a qualidade dos produtos gerados, e que
podem ser aprimoradas pela incorporacédo de avaliagbes gendmicas nos programas de
melhoramento. Portanto, a definicdo de objetivos de selecdo, com base em indices
econémicos definidos em conjunto com o setor produtivo, e a coleta de dados
fenotipicos associados, sdo consequentemente de primordial importancia para

desenvolvimento competitivo e sustentavel das cadeias de produgdo animal.
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