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Introducao

A selecdo de fenétipos desejaveis tem sido praticada em bovinos desde sua
domesticagdo ocorrida entre 7.500 e 10.000 anos (SONSTEGARD e VAN TASSELL,
2004). Até o inicio do século passado, entretanto, tal selecéo era feita com base na
avaliagdo visual. A partir de 1930, comegaram a ser estabelecidos os meétodos
cientificos, estatisticos e computacionais para avaliagéo genética de animais
domeésticos. Dessa forma, o melhoramento tradicional, baseado na teoria da
genética quantitativa, tem assegurado ganho genético continuo na maioria das
caracteristicas de interesse econdmico. Assim, a maior parte do progresso genético
obtido tem sido decorrente da selecdo baseada no fendtipo do animal ou na
estimativa do valor genético aditivo derivado do fenétipo. Essa selecgéo é realizada
sem o conhecimento do niimero e do efeito dos genes que atuam nas caracteristicas
de interesse (DEKKERS, 2004).

Programas que visem a identificagéo de reprodutores com desémpenho
positivo em producéo de leite e em outras caracteristicas de importancia econémica
normalmente sdo fundamentados no teste de progénie. Esse teste € a prova
zootécnica mais segura para identificar os valores genéticos preditos de touros e
promover 0 melhoramento genético em rebanhos leiteiros. De acordo com Verneque
et al. (2002), os resultados obtidos no Brasil com o Programa de Melhoramento
Genético da Racga Gir indicaram ganho genético da ordem de 1% ao ano na
produgdo de leite. Todavia, aumentar essa taxa de ganho por mMeio d0S ——
procedimentos da selegéo tradicional & extremamente dificil, em razéo da precisao

de selegdo e do intervalo de geragbes. Para tanto, nas duas Ultimas décadas, as
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pesquisas em melhoramento genético tém sido direcionadas também de modo a
incorporar ao processo de selegéo as informagoes de marcadores moleculares que
estejam associados & substancial variagdo genética de algumas caracteristicas. O
valor dessas pesquisas esta relacionado ao uso potencial da selegdo assistida por
marcadores (SAM). A SAM visa a redugéo do intervalo de geragdes e a diminuicao
do custo dos testes de progénie por meio da maior confiabilidade na selegé@o dos
animais, pois possibilita a separagéo dos individuos com as combinagdes alélicas
mais adequadas aos objetivos de selegao (SONSTEGARD e VAN TASSELL, 2004).
A inclusdo de marcadores ao processo de selegdo pode duplicar os ganhos
genéticos e diminuir em até 92% os custos de testes de progénie tradicionais
(SCHAEFFER, 2006).

Marcadores moleculares, l6cus de caracteristicas quantitativas e selegdo
assistida por marcadores

Por volta de 1990, o foco das pesquisas em genética quantitativa passou a
ser direcionado também para a genética molecular. Uma das justificativas para isso
foi que o uso de informagdes do DNA possibilitaria acelerar o ganho genético em
relagdo ao método tradicional, o qual utiliza somente os registros fenotipicos e as
informagbes de pedigree (MEUWISSEN et al., 2001). Sob esse novo enfoque, 0s
estudos foram divididos em dois passos: primeiro, a detecgao de marcadores
associados a lécus de caracteristicas quantitativas (quantitative trait loci — QTLs) e
segundo, seu uso na SAM (MISZTAL, 2006). Quando marcadores de DNA estéao
disponiveis, eles podem ser usados para determinar se a variagédo alélica dos locus
dos marcadores, ao longo do mapa de ligagéo, esta associada a variagdo na
caracteristica quantitativa. Encontrada a associag&o, pode ser efetuada a selegao
com base nos marcadores, a qual, de acordo com Ruane e Colleau (1996), pode
aumentar o ganho genético anual em até 24%.

Nas duas Ultimas décadas, foram identificados varios tipos de marcadores
moleculares de DNA para os estudos da arquitetura genética das caracteristicas e
para uso na SAM, incluindo os polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo (restriction fragment length polymorphisms ou RFLPs), os polimorfismos de
DNA amplificados ao acaso (amplified fragment length polymorphisms ou RAPDs),

os microssatélites e os polimorfismos de Unico nucleotideo (single nucleotide
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polymorphisms ou SNPs). Embora cada tipo de marcador apresente vantagens e
desvantagens, dependendo da sua abundancia no genoma, do grau de polimorfismo
e da facilidade e do custo de genotipagem, o que é realmente crucial para seu uso
no mapeamento de QTLs e na SAM & o grau de desequilibrio de ligagéo (DL) que
ha, na populagdo, entre os marcadores e os lécus que contribuem para a variagéo
genética da caracteristica em estudo (DEKKERS e VAN DER WERF, 2007).

Até recentemente, o numero de marcadores de DNA identificados no genoma
de bovinos era limitado e o custo de genotipagem era alto, o que restringia 0s
experimentos delineados para o mapeamento de QTLs. Mesmo com o uso de
mapas de ligagdo esparsos, baseados em alguns microssatélites, avangos
substanciais tém sido obtidos por meio da identificagao de locus e de regides
cromossdmicas que contenham lécus associados a caracteristicas de importancia
econdmica em animais domésticos (ANDERSSON, 2001). Em bovinos de leite,
QTLs associados a produgdo de gordura e de proteina e ou de produgéo de leite
foram mapeados por Grisart et al. (2002), Viitala et al. (2003) e Szyda et al. (2005).

De acordo com Ron e Weller (2007), os Unicos polimorfismos com densidade
suficiente para preencher os requisitos relativos ao DL sdo os SNPs, os quais tém
sido produzidos por esforgos de sequenciamento de todo o genoma de varias
espécies. Em bovinos, um arranjo com aproximadamente 50.000 SNPs (50K) foi
desenvolvido por Van Tassell et al. (2007). Esse arranjo é usado em projetos de
genotipagem de larga escala desde dezembro de 2007. De acordo com esses
autores, a gendmica de bovinos entrou em nova era pela disponibilidade de dados
de sequéncias de todo o genoma. Por meio dessa ferramenta, pode-se cobrir todo o
genoma com marcadores que possuam média de distancia de 0,05 cM,

pressupondo-se que eles sejam informativos e que estejam em DL.

Desequilibrio de ligagao
O desequilibrio de ligagao, definidko como a associacdo nao-aleatoria de
alelos de dois ou mais lécus, pode ser usado para identificar o que tem acontecido
na populagéo em estudo (selegao, deriva genética ou mutagao, por exemplo) e para
mapear QTLs (DU et al., 2007). Para que estudos de associagdo envolvendo todo o
genoma (whole-genome approach) possam ser realizados com sucesso, O

conhecimento e a caracterizagdo da extens&o do DL entre dois marcadores proveem




38
Anais do Il Simpésio de Biologia Molecular Aplicada a Produgéo Animal — 22 e 23 de junho de 2009
Embrapa Pecuéria Sudeste — Sao Carlos — SP - Brasil

informagao valiosa para a predigdo do DL entre o marcador e a variante alélica
associada a caracteristica de interesse (TANAKA et al., 2005). Tal informagéo
também é atil quando se pretende 1) estimar a densidade necessaria de marcadores
a serem usados em estudos de associagdo, 2) identificar regioes cromossdmicas
sob selegdo e 3) caracterizar os recursos genéticos e a diversidade genética. Em
animais domésticos, trabalhos visando & caracterizagdo do DL em populagdes
sujeitas a selegéo tém sido conduzidos em paises desenvolvidos, tais como na raga
Holandesa (FARNIR et al., 2002; TENESA et al., 2003; KHATKAR et al., 2006, 2007)
e em duas racas japonesas de bovinos de corte (ODANI et al., 2006). De acordo
com Thévenon et al. (2007), como esperado, esses estudos levaram a identificagao
de grande quantidade de DL ao longo do genoma. Ressalte-se que, além de ser
etapa importante no processo de incluséo de marcadores em programas de
avaliagdo genética, nenhum estudo que objetivasse caracterizar o DL em
populagbes zebuinas ou em seus cruzamentos foi conduzido até o presente
momento.

De acordo com Dekkers (2004), para a aplicagdo da genética molecular no
melhoramento genético, trés tipos de locus com polimorfismo observavel podem ser
distinguidos: 1) os marcadores diretos, ou lécus que codifiquem a mutagao funcional,
2) os marcadores em DL com a mutagao funcional e 3) os marcadores em equilibrio
de ligacdo com a mutagao funcional. Os métodos para detecgdo desses tipos de
l6cus foram descritos por Andersson (2001).

Todavia, esses trés tipos de marcadores diferem ndo somente em relagéo aos
métodos de deteccdo, mas também pela aplicabilidade na SAM. Enquanto a selecéo
por meio dos marcadores diretos (gene-assisted selection) e, em menor grau, a
selecdo por meio dos marcadores em DL (DL-SAM) permitem a escolha dos
gendtipos em toda a populagdo, em razao da consistente associagao entre genotipo
e fenétipo, a selegdo por marcadores em equilibrio de ligagdo (EL-SAM) pode ser
usada se os marcadores e os QTLs estiverem em diferentes fases de ligagéo,
quando familias distintas forem analisadas (DEKKERS e VAN DER WERF, 2007).
Atualmente, todos os trés tipos de SAM estdo sendo empregados comercialmente
(DEKKERS, 2004). No entanto, segundo Hayes (2007), a EL-SAM é mais dificil de
ser implementada, pois a ligagéo entre marcadores e QTLs ndo é suficientemente

estreita para assegurar que a relagdo entre ambos persista em toda a populagéo,
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como ocorre com marcadores em DL, em razdo da necessidade do conhecimento
da fase de ligagéo dentro de cada familia antes que aumentos na resposta a selegéo
possam ser obtidos.

Associacdes entre marcadores diretos ou marcadores em DL e caracteristicas
de importancia econémica podem ser identificadas com base em numero limitado de
individuos que tenham gendtipo e fendtipo disponiveis, mas ndo é necessario haver
uma estrutura de familia ou populagéo especifica (DEKKERS, 2004, DEKKERS e
VAN DER WERF, 2007). A detecgéo de QTLs com marcadores em DL, no entanto,
requer que a presenga de DL seja estendida sobre 20 cM ou mais.

A incorporagao de marcadores em DL na avaliagao genética, no entanto, nao
é trivial. O primeiro trabalho nesse sentido foi realizado por Fernando e Grossman
(1989). A abordagem desenvolvida por eles pressupde que os dois alelos do QTL de
cada individuo sejam efeitos aleatorios amostrados com base em distribuicdo com
varidncia conhecida. Esses autores propuseram modificagao nas equagbes do
modelo misto (HENDERSON, 1984), de modo a permitir que a informagéo de
marcadores genéticos baseada em populagées com pedigree complexo pudesse ser
usada para derivar (co)variancias entre efeitos do QTL, produzindo solugdes
denominadas de melhor preditor linear ndo-viesado (best linear unbiased preditor ou
BLUP) dos valores genéticos para os efeitos poligénicos e do QTL. Os efeitos
aleatérios do alelo materno e do alelo paterno do QTL sao somados ao valor obtido
para o efeito poligénico. A estrutura de (co)variancia do efeito aleatorio do QTL,
também conhecida como matriz de parentesco gameético (MPG), é baseada nas
probabilidades de genes idénticos por descendéncia (IBD) e é derivada com base na
co-segregagdo de marcadores e de QTLs dentro de cada familia. Outros métodos,
como o de Meuwissen e Goddard (2001), tém sido propostos e, de modo geral, as

variagdes entre eles estdo associadas a construgédo da MPG.

Conceito de selegcdao genémica
Independentemente do método utilizado, permanece o problema relativo a
limitada proporgédo da variagdo genética total captada pelos marcadores (HAYES,
2007). Uma alternativa ao mapeamento de limitado numero de QTLs com
marcadores é mapear todos os QTLs. Isso pode ser feito por meio da divisdo de

todo o genoma em segmentos cromossémicos, definidos por marcadores
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adjacentes, e do mapeamento desses marcadores. Esse método foi denominado
selegdo gendmica por Meuwissen et al. (2001). A selegdo gendmica explora o DL,
sob a pressuposigdo de que os efeitos dos segmentos cromossOémicos serao 0s
mesmos em toda a populacgéo, porque os marcadores estao em DL com o QTL que
eles delimitam. Dessa forma, a densidade de marcadores deve ser suficientemente
alta para assegurar que todos os QTLs estejam em DL com os marcadores ou com
os haplétipos dos marcadores. Assim, estudos relativos a selegdo gendmica
tornaram-se possiveis, pois, como citado anteriormente, espera-se que com O USO
do lMlumina Bovine-50K SNP Chip® (VAN TASSELL et al., 2007) a densidade ao
longo do genoma seja de, no minimo, um SNP por 0,05 cM, o que permitiria o
mapeamento fino de QTLs.

A implementagdo da selegdo gendmica pode ser, conceitualmente, dividida
em duas etapas: a primeira é relativa a estimacdo dos efeitos dos segmentos
cromossémicos nha populagdo e a segunda é a predicéo dos valores genéticos
gendmicos (VGG) dos animais que nao fazem parte da populagéo, tais como
individuos candidatos & selegdo. A principal dificuldade na primeira etapa & que
grande nimero de marcadores (ou haplétipos) existentes nos segmentos
cromossémicos deve ser estimado, muito provavelmente em conjunto de dados no
qual o numero de informagbes fenotipicas & menor do que o numero de efeitos dos
segmentos cromossdmicos a serem estimados. Hayes (2007) afirmou que a sele¢éo
gendmica tem a propriedade desejavel de estimar simultaneamente 0s efeitos de
todos os segmentos cromossdmicos, 0 que impede a ocorréncia da superestimagéo
dos efeitos do QTL em razdo dos muiltiplos testes efetuados. Ressalte-se que 0s
procedimentos para a selegao gendmica podem ser usados para o mapeamento de
QTL tanto quanto para a predigéo do VGG.

A selegdo gendmica pode ser efetuada utilizando-se marcadores simples,
blocos de haplétipos de marcadores ou abordagem por IBD. A diferenga entre essas
estratégias esta relacionada ao numero de efeitos estimados por segmento
cromossomico. A determinagéo da estratégia a ser utilizada é questao importante e
estreitamente relacionada ao efeito do DL sobre a acuracia da selecdo gendmica.

Blocos de haplétipos, segundo Khatkar et al. (2007), séo regioes
cromossdmicas de alto desequilibrio de ligagao e tipicamente mostram baixa

diversidade de haplétipos. A construgé@o de blocos de haplétipos e a identificagéo de
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tag SNP (SNP representativo da regido do genoma com alto DL) sdo bastante
informativas na identificagdo de marcadores especificos para estudos de associagao
em seres humanos (ZHANG et al., 2005; PE'ER et al., 2006). A vantagem do uso de
blocos de haplétipos em relagdo a marcadores simples, na selecdo gendmica, €
dependente da acuracia dos haplétipos na identificagdo dos segmentos
cromossémicos de IBD, comparada a acuracia das marcas simples na execugao do
mesmo processo. De acordo com Hayes (2007), a comparagéao das proporgbes da
variancia do QTL, obtidas nos dois tipos de estratégias, pode ser determinante para
definir a melhor estratégia. Apesar de sua importancia, os trabalhos que envolvem
animais domésticos tém se restringido a estimag&o do DL, em bovinos (TENESA et
al., 2003; ODANI et al., 2006; KHATKAR et al., 2006; THEVENON et al., 2007), em
ovinos (McRAE et al., 2002), em suinos (NSENGIMANA et al., 2004; DU et al., 2007)
e em equinos (TOZAKI et al., 2005). Na literatura disponivel, at¢ o momento
somente o trabalho de Khatkar et al. (2007), na raga Holandesa, foi direcionado para
a construcdo de mapas de blocos de haplétipos em bovinos, por meio de um chip de
SNP de 15K.

Diferentes metodologias tém sido propostas para a estimacgéo de efeitos de
haplétipos ou de marcadores simples nos segmentos cromossOmicos para a selecao
gendmica. A diferenga-chave entre elas € a pressuposicdo que se faz acerca das
variancias dos haplétipos ou dos marcadores simples.

A pressuposigdo mais simples € de que a variancia dos efeitos dos haplétipos
seja a mesma em todos os segmentos cromossdmicos, isto &, analoga ao que €
admitido pelas equagdes do modelo misto (HENDERSON, 1984) para predigao dos
valores genéticos. Essa pressuposigéo, no entanto, ndo considera o conhecimento a
priori acerca dos segmentos que possuem QTLs de grande efeito ou de pequeno
efeito ou daqueles que n&o possuem QTL. Nesse caso, O conhecimento a priori
pode ser usado com a modelagem, numa primeira etapa, da média geral, da
variancia do erro e dos efeitos dos segmentos cromossomicos e, posteriormente,
pela avaliagdo das diferentes variancias dos segmentos estimadas anteriormente em

cada uma das abordagens.
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Métodos estatisticos usados para implementacao da selecdo gendomica

Algumas metodologias mais usadas na selegéo gendmica s&o os quadrados
minimos, a ridge regression com o BLUP e os métodos bayesianos. No caso da
estimagdo por quadrados minimos, na verdade n&o ha suposicdes sobre a
distribuicdo dos efeitos dos segmentos cromossémicos, j& que nessa metodologia
eles sdo considerados como efeitos fixos.

No uso da ridge regression com o BLUP, com vistas a solucionar o problema
de superestimagéo dos efeitos dos segmentos, Whittaker et al. (2000) sugeriram que
os efeitos dos segmentos fossem reduzidos na dire¢ao da média e que essa
redugdo poderia permitir a estimagao simultdnea de todos os efeitos. Essa
metodologia consiste na adigéo de um coeficiente A a diagonal principal da matriz de
correlagdes, para quebrar as dependéncias lineares. Quanto mais for alto o valor de
A, tanto menores serdo as correlagdes efetivas entre as variaveis independentes,
porém, tanto maior também sera o viés das estimativas. O problema em relagéo ao
emprego dessa metodologia é que a escolha do valor de A é arbitraria e subjetiva.

O uso de métodos bayesianos permite, na estimagao dos efeitos dos
haplétipos (ou de marcadores simples), a aplicagdo do conhecimento a priori de que
existem alguns segmentos cromossOmicos que contenham QTLs de grandes efeitos
ou de pequenos efeitos ou que ndo contenham QTL. Meuwissen et al. (2001)
descreveram métodos bayesianos, denominados método de Bayes A e método de
Bayes B, pelos quais é possivel estimar os efeitos dos segmentos cromossOmicos
simultaneamente a estimacdo de suas variancias. Nesses métodos, 0s haplotipos
dos marcadores sdo ajustados como efeitos aleatdrios independentes para cada
centimorgan no genoma. Pressupde-se que as varidncias associadas a cada
haplétipo sejam iguais para cada regiao cromossomica ou que sejam estimadas com
base nos dados por meio de procedimentos bayesianos com distribuigbes a priori
altenativas. Em esséncia, nesse procedimento estimam-se os valores genéticos para
cada haplétipo, e os valores genéticos dos individuos sdo computados simplesmente
por meio da soma desses valores para cada haplétipo que eles possuem. Os
métodos de Bayes A e B diferem entre si em relagao a densidade infinitesimal do
prior, considerada como nula no método A e maior do que zero no método B. Outras
variagdes foram propostas, posteriormente, por Xu (2003) e Ter Braak et al. (2005),

as quais diferem essencialmente em relagao as prioris utilizadas.



43
Anais do Il Simpésio de Biologia Molecular Aplicada & Produgéo Animal — 22 e 23 de junho de 2009
Embrapa Pecuéria Sudeste — Séo Carlos — SP — Brasil

Métodos de predicdo de valores gendmicos por meio de modelos lineares e
nao-lineares foram propostos por VanRaden (2008) e VanRaden et al. (2009). Nas
predicdes lineares, a matriz de parentesco genético aditivo & substituida pela matriz
de parentesco gendmico, considerando-se a mesma variancia genética aditiva para
todos os marcadores. Nas predicdes néo-lineares, os marcadores de pequeno efeito
sdo regredidos a zero e os marcadores de grandes efeitos s@o regredidos para
computar a distribuigdo dos valores a priori dos efeitos dos marcadores. Diferentes
pressuposicdes sobre o niumero e o tamanho dos efeitos do QTL podem resultar em
distintas (e provavelmente melhores) predigoes.

Resultados de avaliagdes gendmicas em programas de melhoramento

A acuracia de valores gendmicos, relatada em andlises realizadas em alguns
paises, & impressionante. Nos EUA, VanRaden et al. (2009) mostraram que a média
da confiabilidade dos valores genémicos de diversas caracteristicas de bovinos da
ragca Holandesa foi de 50%, comparada ao valor de 27% obtido por meio da médias
dos pais.

No Canada, Schenkel et al. (2009) verificaram aumentos na confiabilidade de
valores gendmicos de varias caracteristicas em relagéo a média dos pais,
especialmente quando informagbes do MACE (multiple-trait across-country
evaluation) foram incluidas nas analises.

Na Holanda, De Roos et al. (2009) relataram aumentos de 31%, 22% e 17%
na média de confiabilidade de caracteristicas de produgéo, de tipo e funcionais,
respectivamente, em relagéo a confiabilidade obtida por meio da média dos pais.
Esses autores verificaram ainda que os valores de confiabilidade foram, em media,
4% superiores aos relatados por VanRaden et al. (2009).

A confiabilidade dos valores gendmicos de caracteristicas de fertilidade da
raca Holandesa, na Australia, relatados por Hayes et al. (2009), foram
substancialmente menores do que aqueles de outras caracteristicas, provavelmente
em razdo da menor herdabilidade. Em caracteristicas de produgéo, as médias de
confiabilidade foram substancialmente maiores dos que a média dos pais.

Na Nova Zelandia, Harris et al. (2008) encontraram confiabilidade entre 50% e
67% em caracteristicas de produgao, de fertilidade, de escore de células somaticas

e de longevidade, bem superiores as obtidas por meio das médias dos pais (34%).
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Na Irlanda, Berry et al. (2009) encontraram diferengas entre as medias de
confiabilidade obtidos por meio da média dos pais e por anélises gendmicas entre 0
(em caracteristicas ligadas & locomogao) e 18% (em caracteristicas de fertilidade).
Segundo os autores, os valores baixos podem ter sido reflexo do pequeno numero
de animais genotipados.

Na Dinamarca e na Suécia, Lund e Su (2009) relataram media. de
confiabilidade moderadamente alta (51%).

Conclusdes

A selecdo gendmica pode ter sido a tecnologia mais impactante para o
aumento das taxas de ganho genético na industria bovina no mundo nos Gltimos 20
anos. Atualmente, essa ferramenta est4d sendo usada em pelo menos quatro
grandes programas de melhoramento no mundo, com resultado expressivo no que
se refere ao aumento da acuracia. Entretanto, segundo Hayes (2007), consideraveis
desafios ainda precisam ser vencidos para sua total implementagéo, incluindo a
adaptagdo das avaliagbes genéticas nacionais de modo a acomodar a informagao
gendmica, o controle da endogamia e a melhoria dos recursos metodolégicos e

computacionais.
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