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RESUMO

PEREZ, B.C. Andlise genética da producao in vitro de embrides na raca
Guzera. 2016, 109p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, 2016.

RESUMO: O objetivo dessa pesquisa foi avaliar aspectos genéticos que
relacionados a producdo in vitro de embrides na raca Guzera. O primeiro
estudo focou na estimacdo de (co) variancias genéticas e fenotipicas em
caracteristicas relacionadas a producao de embrifes e na deteccao de possivel
associacdo com a idade ao primeiro parto (Arc). Foi detectada baixa e média
herdabilidade para caracteristicas relacionadas a producdo de odcitos e
embrides. Houve fraca associacdo genética entre caracteristicas ligadas a
reproducao artificial e a idade ao primeiro parto. O segundo estudo avaliou
tendéncias genéticas e de endogamia em uma populacdo Guzerd no Brasil.
Doadoras e embrides produzidos in vitro foram considerados como duas
subpopulacdes de forma a realizar comparacfes acerca das diferencas de
variacdo anual genética e do coeficiente de endogamia. A tendéncia anual do
coeficiente de endogamia (F) foi superior para a populagdo geral, sendo
detectado efeito quadratico. No entanto, a média de F para a sub- populacao
de embrides foi maior do que na populacdo geral e das doadoras. Foi
observado ganho genético anual superior para a idade ao primeiro parto e para
a producéo de leite (305 dias) entre embrides produzidos in vitro do que entre
doadoras ou entre a populacao geral. O terceiro estudo examinou os efeitos do
coeficiente de endogamia da doadora, do reprodutor (usado na fertilizac&o in
vitro) e dos embrides sobre resultados de producéo in vitro de embrides na
raca Guzera. Foi detectado efeito da endogamia da doadora e dos embrides
sobre as caracteristicas estudadas. O quarto (e ultimo) estudo foi elaborado
para comparar a adequacdo de modelos mistos lineares e generalizados sob
método de Méxima Verossimilhanca Restrita (REML) e sua adequacgdo a
variaveis discretas. Quatro modelos hierarquicos assumindo diferentes
distribuicbes para dados de contagem encontrados no banco. Inferéncia foi
realizada com base em diagndsticos de residuo e comparacao de razdes entre
componentes de variancia para os modelos em cada variavel. Modelos Poisson

superaram tanto o modelo linear (com e sem transformagé&o da variavel) quanto



binomial negativo a qualidade do ajuste e capacidade preditiva, apesar de
claras diferencas observadas na distribuicdo das variaveis. Entre os modelos
testados, a pior qualidade de ajuste foi obtida para o modelo linear mediante

transformacao logaritmica (Logio X +1) da variavel resposta.

Palavras chave: endogamia, comparacdo de modelos, gado zebu, parametros

geneéticos, puncédo ovariana, reproducéo artificial.

ABSTRACT

PEREZ, B.C. Genetic analysis of in vitro embryo production in Guzera
cattle. 2016, 109p. Dissertation (Master thesis) — College of Animal Science
and Food Engineering, University of Sdo Paulo (FZEA/USP), 2016.

ABSTRACT: The objective of this research was to evaluate genetic aspects
permeating in vitro embryo production in Guzera cattle. The first study aimed for
estimating genetic and phenotypic (co)variances among embryo production
traits and detecting possible genetic association with the age at first calving
(Arc). Low and medium heritabilities were detected for oocyte and embryo
production traits. A weak genetic association between artificial reproduction
traits and Arc was identified. The second study evaluated genetic and
inbreeding trends in the Brazilian Guzera population. Female donors and in vitro
produced embryos were considered as two subpopulations in order to perform
comparisons and infer over differences in inbreeding and genetic annual
variations. Embryos’ subpopulation showed higher genetic gains for age at first
calving and milk production than donors’ subpopulation and the general
population. Higher annual mean inbreeding values were also detected for the
embryos’ subpopulation. The third study examined the effects of donor, sire
(used for in vitro fertilization) and embryos’ inbreeding coefficient over in vitro
embryo production traits in Guzerd cattle. Donors’ and embryos’ inbreeding
effects over the analyzed traits were detected. Fourth and final study was
designed to compare the performance of Linear and Generalized Linear Mixed
Models under Restricted Maximum Likelihood method when fitting discrete

variables. Four hierarchical models assuming different distributions for the



response variable were fit to the (count) data. Inference was performed upon
residual diagnostics and comparison of variance component ratios between
models within each trait. Poisson models outperformed both linear (with and
without variable transformation) and negative binomial models for goodness of
fit and predictive ability despite clear differences in each trait’'s distribution.
Logarithmic transformation (Logio X +1) showed lowest goodness of fit among

all models tested.

Keywords: artificial reproduction, genetic parameters, inbreeding, model

comparison, ovum-pick-up, zebu cattle.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Revisao de Literatura

1.1.1 Araca Guzera

A raca Guzera é originaria da india, mais precisamente do deserto de
Cutch, na regido noroeste do estado de Gujarat, onde também é chamada de
Kankrej. A raca também € conhecida como Vadhiyari e Wagad em estados
adjacentes (JOSHI; PHILIPS, 1953). Localizado na fronteira entre a india e o
Paquistdo, o estado de Gujrat apresenta extremas condi¢cdes climaticas, com
ampla variacdo de temperaturas e ar seco no verdo. Sobre tais condicGes
severas a raga se desenvolveu e estabeleceu-se entre os rebanhos bovinos.

Os primeiros animais Guzera chegaram ao Brasil em meados de 1870.
Nesse periodo a raca assumiu papel relevante nos rebanhos nacionais, assim
prevalecendo até a década de 1920. A partir desta data, sua ampla utilizacdo em
cruzamentos e, principalmente, o uso de animais Guzera na criacdo da raca
Indubrasil, contribui para uma drastica reducdo dos rebanhos puros no pais.
Durante a importacdo de animais Bos indicus na década de 1970, onde animais
da raca Nelore ganharam atencdo expressiva, 0s rebanhos Guzera
permaneceram numericamente reduzidos. Atualmente, devido a sua conhecida
capacidade de adaptacdo as condi¢cdes do clima tropical, em particular ao
semiarido, e do seu notavel sucesso em sistemas de producdo de uso de
insumos (PEIXOTO et al., 2006b), a raca Guzera assume grande importancia na
regido Nordeste do Brasil, apresentando vantagens sobre outras racas zebuinas.
Enquanto, na india, o animal Kankrej tem um importante papel social, sendo
comumente utilizado para tracéo e producdo de leite, sua histéria nos rebanhos
brasileiros revelou a dupla aptidao da raca Guzera, qualificando-a para producéo
de carne e leite. (PENNA et al., 2002).

No Brasil, portanto, os rebanhos puros Guzera tem sido selecionados para
leite, carne, ou ambas aptiddes. (PEIXOTO et al.,, 2010). A raca também é
famosa por sua resisténcia a parasitas e pronunciada habilidade materna.

Animais Guzera, assim como de outras ragas zebuinas, contribuem fortemente



para a capacidade adaptativa e desempenho superior dos cruzamentos Bos
indicus x Bos taurus, que sao 0S grupos geneéticos predominantes nos sistemas
de producéo animal no Brasil (MADALENA, 2012).

1.1.2 Produgé&o in vitro de embrides

Tecnologias de reproducéo artificial, nomeadamente a multipla ovulacéo
e transferéncia de embribes (MOET) e a puncéo ovariana seguida de fertilizacao
in vitro (OPU/IVF), de acordo com Nicholas (1983), sdo tdo importantes para
reproducao e melhoramento de fémeas bovinas, como a inseminacéo artificial
um dia para os machos. A introducdo destas biotecnologias permitiu aos
rebanhos selecionadores multiplicar ndo apenas touros de alto mérito genético,
mas também matrizes que se destacam na populacgéao.

No Brasil, o recente sucesso dos programas de melhoramento das racas
zebuinas contribuiu para a crescente demanda de tecnologias reprodutivas, de
forma a garantir uma maior disseminacdo de individuos geneticamente
superiores e aprimorar a acuracia de selecdo (REICHENBACH, 2002). O pais,
atualmente, é uma das poucas fontes de germoplasma Bos indicus melhorado
por métodos modernos de testagem e de avaliacdo genética, especialmente
para racas zebuinas leiteiras (MADALENA, 2012).

AplicacBes da reproducédo artificial em genética e melhoramento animal
foram amplamente discutidas na literatura (LAND; HILL, 1975; LOHUIS, 1995;
NICHOLAS, 1977, 1979, 1989, 1996; NICHOLAS; SMITH, 1983; VAN VLECK,
1981). Na década passada, a producdo in vitro de embrides,
especificamente, emergiu como uma ferramenta comercial. No caso das racas
zebuinas, também emergiu como uma alternativa a grande variacdo nos
resultados obtidos com tecnologia de MOET, transformando a OPU/IVF na
opcao preferida para obtencdo de embridbes de doadoras Bos indicus (e
cruzamentos Bos indicus x Bos taurus) (VIANA et al., 2012).

Desde sua introdugéo nos rebanhos bovinos brasileiros, a producao in
vitro de embrides (IVEP) foi, predominantemente, usada em rebanhos de corte.
No entanto, a partir de 2004, favorecida pelo surgimento do sémen sexado como

uma ferramenta comercialmente disponivel, a IVEP foi introduzida em rebanhos



leiteiros se fortaleceu (CAMARGO et al., 2010; VIANA et al., 2010). Hoje, a IVEP
é considerada uma tecnologia amadurecida (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW
etal., 2006) e, por uma diversidade de autores, a sucessora da técnica de MOET,
como ferramenta de multiplicacdo de animais de meérito genético superior
(BOUSQUET et al., 1999; NICHOLAS, 1996; THIBIER et al., 1990).

Para Nicholas, (1996) e Van Wagtendonk-de Leeuw et al. (2006),
OPU/IVF/ET possui indmeras vantagens sobre a biotécnica de MOET, entre
elas, é desnecessaria a exposicdo das doadoras a tratamento hormonal para
obtencdo de embrides viaveis, permitindo menores intervalos entre sessoes e,
portanto, alcancando um maior nidmero de bezerros por vaca/ano. Outras
vantagens incluem a possibilidade da utilizacdo de sémen de mais de um touro
na fertilizagao in vitro (WOOLLIAMS; WILMUT, 1998) contribui para um controle
aprimorado da endogamia, mesmo quando aplicada em larga escala. Apesar de
comumente criticada, do ponto de vista de bem-estar animal, maiores ganhos
genéticos podem ser alcancados quando a OPU/IVF é aplicada em fémeas pré-
puberes (BETTERIDGE et al., 1989; TANEJA et al., 2000).

No geral, vacas Bos indicus tém apresentado resultados superiores a
puncdo ovariana quando comparadas com fémeas Bos taurus (VAN
WAGTENDONK-DE LEEUW et al.,, 2006). Dentre os fatores comumente
associados com o sucesso das fémeas zebuinas a IVEP s&o um maior nimero
de foliculos recrutados por onda folicular (VIANA et al., 2012; FIGUEIREDO et
al., 1997), assim como um maior numero de ondas foliculares por ciclo e
particularidades relacionadas a competéncia do foliculo dominante (GIMENES
et al., 2008).

Pontes et al. (2010), estudando a viabilidade da produc&o in vitro de
embrides, compararam vacas das ragas Gir, Holandesa e seus cruzamentos,
obtendo médias de 12,1 + 3,9 (Gir), 8,0 £ 2,7 (Holandesa), 16,8 £ 5,0 (3/4 Gir) e
24,3 + 4,7 (%2 Gir x %2 Holandesa) para o numero de odcitos viaveis produzidos.
Merton et al. (2009), trabalhando com 1508 vacas da raca Holandesa em um
programa de producdo de embrides, reportaram médias de 7,8 odcitos viaveis.
Na raca Nelore, médias de 25,6 + 15,3 e 9,4 + 5,3 foram reportadas para o total
de foliculos aspirados e numero de odcitos viaveis que geraram embribes
(PONTES et al., 2009). Gama Filho (2006), ao estudar doadoras da ra¢a Guzera



apresentou meédias de 13,33 + 5,33 e 15,40 + 3,75 para o numero de odcitos
obtidos por puncéo ovariana de vacas, hormonalmente (GnRH) estimuladas e
nao estimuladas, mas nao foi detectada significancia estatistica (P>0.05) entre
0s grupos estudados.

Ampla diversidade de fatores influenciando na produgéao de embriées por
meio de puncdo ovariana seguida de fertilizacdo in vitro tém sido relatada.
Autores tém sugerido efeito significativo do intervalo entre sessées (MERTON et
al., 2009; PONTES et al., 2009), da estacdo (RUST et al., 2009), da idade da
doadora & OPU (CAMARGO et al.,, 2005), da pré-estimulacdo hormonal
(BLONDIN et al., 1997; DE ROOVER et al., 2008), da técnica de pun¢ao ovariana
(BOLS et al.,, 1996; MERTON et al., 2009), qualidade de treinamento dos
técnicos (MERTON et al., 2009, 2003), da qualidade e quantidade dos foliculos
disponiveis presentes nos ovarios da doadora (BLONDIN et al.,2002; IGUMA et
al., 2010; MERTON et al., 2003; VIANA et al.,2012), da fertilidade do touro cujo
sémen é utilizado na IVF (CAMARGO et al., 2002, 2006) e de fatores associados
a maturacao, cultura e do ambiente in vitro em geral (CAMARGO et al.,, 2010;
QUINN et al., 2004).

Apesar da importancia da OPU/IVEP para os rebanhos bovinos
brasileiros, pouca atencao tem sido dada aos fatores genéticos envolvidos na
producéo in vitro de embrides. Merton et al. (2009) realizaram um Unico estudo
conhecido, encontrando para a raca Holandesa, herdabilidades de 0,25 * 0,06;
0,09 £ 0,02; 0,19 £ 0,04, 0,21 + 0,04, 0,16 + 0,04; 0,07 + 0,02; 0,12 + 0,03 e 0,10
+ 0,03 para o numero de odcitos viaveis, proporcdo de odcitos Grau | (sobre o
total de odcitos viaveis aspirados), numero de embrides clivados, proporcao de
embrides clivados, niumero de embrides ao dia 7, propor¢cdo de embrides ao dia
7, nimero de embrides viaveis ao dia 7 e a propor¢do de embrides viaveis ao
dia 7 sobre o total de odcitos produzidos, respectivamente.

Uma das primeiras aplicacdes comerciais da IVEP foi a producdo de
embrides de vacas que por alguma razdo nao respondiam a técnica de MOET
ou estavam impossibilitadas de emprenhar ou gestar um bezerro (LOONEY et
al., 1994; MAPLETOFT,; HASLER, 2005; VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et
al., 2006). Ao assumir que exista um componente genético permeando as

desordens reprodutivas em vacas, genétipos associados a infertilidade podem



ter sido transmitidos as geracdes seguintes devido a adocdo, em larga escala,

da producéo in vitro de embrides.

1.1.3 Endogamia

Endogamia refere-se ao acasalamento cujo parentesco dos progenitores
€ maior do que a média da populacdo (LUSH, 1945), tendo como principal
consequéncia o aumento do numero de alelos em homozigose na populacao.

O coeficiente de endogamia, frequentemente indicado por “F”, quantifica
a probabilidade de um individuo receber, em um mesmo locus, dois alelos
idénticos, oriundos de um ancestral comum a seus pais (FALCONER, 1989).
Esta teoria € baseada no conceito de “identidade por descendéncia”, sugerido
por Falconer (1989). O valor de F é atribuido a cada individuo e € definido pela
metade do parentesco entre seus progenitores.

Entre as principais implicacfes do aumento da endogamia em rebanhos
bovinos esta a reducdo da variagcdo genética, diminuicdo da heterozigose e
consequente depressao endogamica (HINRICHS; TALLER, 2011; SMITH et al,
1998). O conceito de depressao endogamica € fundamental para compreender
a aplicacdo prética da endogamia na genética quantitativa e refere-se aos efeitos
negativos na média fenotipica de caracteristicas de interesse econémico na
populacdo associada a individuos endogamicos (JOHANSSON; RENDEL,
1971). A depressdo endogamica tem maior impacto sobre caracteristicas
relacionadas a saude e sobrevivéncia (FALCONER; MACKAY, 1996), também
chamadas de caracteristicas funcionais (GROEN, et al., 1997). Diversos autores
tém reportado impactos negativos da endogamia sobre a producédo de leite
(MIGLIOR et al., 1995) e caracteristicas ligadas a fertilidade (THOMPSON et al.,
2000; MC PARLAND et al., 2007) em animais Bos taurus.

Na raca Holandesa, o aumento de 1% no coeficiente de endogamia foi
associado a diminuicdo de 30 Kg em leite no fim da lactacdo e a um aumento de
0,31 dias no intervalo entre partos (CROQUET et al., 2006; WIGGANS et al.,
1995; SMITH et al., 1998). Em vacas Jersey, Wiggans et al. (1995) observaram
que para cada 1% de aumento em F, era esperada uma diminuicdo de 21.30 Kg

e 1,03 Kg para, respectivamente, a producdo de leite e proteina ao fim da



lactacdo. Thompson et al., 2000 sugeriram, também para a raca Holandesa, que
novilhas com coeficiente de endogamia eram mais tardias ao primeiro parto.
Além disso, os autores reportaram efeito significativo de quase -55 Kg de leite
para o aumento de 1% no coeficiente de endogamia.

Biffani et al. (2002), ao trabalharem com animais endogémicos (F =
6,25%) em rebanhos da raca Holandesa na Italia, encontraram reducéo de 21,6;
0,84 e 0,66 Kg para, respectivamente, a producéo de leite, gordura e proteina ao
aumento de 1% no coeficiente de endogamia.

Autores tem sugerido que a regressao linear pode nao ser o melhor
modelo para explicar o impacto da endogamia sobre caracteristicas reprodutivas
(GULSIJA; GIANOLA; WEIGEL, 2007; CROQUET et al., 2007), evidenciando a
presenca de associacdes nao-lineares.

Reis Filho (2006), em estudo sobre a estrutura genética da populacéo da
raca Gir no Brasil, reportou efeito negative do aumento de F sobre a producao
de leite, idade ao primeiro parto e duracdo da lactacdo. Prata et al. (2014)
encontraram aumento de um dia no intervalo de partos devido ao aumento de
1% no coeficiente de endogamia de vacas Gir. Shimbo et al. (2000) analisaram
88.733 dados de desempenho de animais da raca Nelore, indicando efeito
negativo da endogamia sobre o peso a desmama, peso ao sobre ano, ganho em
peso da desmama ao sobre ano, assim como para a circunferéncia escrotal.

Estudos considerando o impacto da endogamia sobre a reproducao
artificial sdo bastante raros. Alvarez et al. (2005) estudaram dados de producéo
de embribes em vacas da raca Mantiqueira, reportando diferencas significativas
na producéo de embrides de vacas com F=0% e F=9%. Os autores indicaram a
existéncia de efeito quadratico do coeficiente de endogamia sobre o niumero de
embrides viaveis produzidos. BezdiCek et al. (2014) observaram associagéo
significativa entre o numero de embrides degenerados e o aumento do
coeficiente de endogamia em vacas da raca Holandesa por meio de multipla

ovulagéo.



1.1.4 Estimacé&o de parAmetros genéticos para variaveis discretas

Um dos principais objetivos da genética quantitativa aplicada ao
melhoramento animal é estimar componentes de (co) variancia, assim como
valores genéticos para a populacdo estudada (KONIG, 2007). Portanto, a
adequacao dos modelos propostos para andalise genética aos dados € de grande
importancia.

Caracteristicas de interesse para 0 melhoramento animal séo
frequentemente definidas por contagens, as quais assumem distribuicdes néo-
continuas organizadas por categorias (y; =0, 1, 2, ... n;). Diversas estratégias
foram aplicadas para a modelagem de variaveis discretas (contagens) na
literatura. A transformacdo logaritmica (log,o[X + 1]) da variavel &
frequentemente aplicada para modelar carateristicas de contagem e tem o
objetivo de atingir a normalidade de residuo de forma a permitir a utilizacdo de
Modelo Linear Misto (Linear Mixed Model - LMM) sobre uma variavel discreta.
Tal estratégia foi utilizada por Merton et al. (2009) na andlise genética da
producdo in vitro de embrides na raca holandesa. Ayres et al. (2013) também
aplicaram transformacéao logaritmica a contagem de carrapatos em animais da
raca Nelore. Apesar deste tipo de variavel ndo apresentar distribuicdo normal,
alguns autores tém utilizado modelos lineares para andlise genética de
caracteristicas que assumem variaveis discretas (TONHATI et al., 1999). Mesmo
nao sendo adequada a modelagem de variaveis ndo-Gaussianas, a aplicacdo de
LMM para caracteristicas discretas torna-se uma abordagem interessante,
guando se objetiva testar a robustez de diferentes algoritmos ou apenas para
quantificar o viés gerado por essas aplicacdes em problemas de melhoramento
animal.

Mais recentemente, dados de contagem foram analisados através de
Modelos Lineares Mistos Generalizados (Generalised Linear Mixed Models -
GLMMs) assumindo distribuicdo de Poisson (KONIG et al., 2007, VAZQUEZ et
al., 2009;2012, AYRES et al.,, 2012; ABDOLLAHI-ARPANAHI et al., 2013;
VENTURA et al.,, 2015), binomial negativa (TEMPELMAN; GIANOLA, 1999;
VARONA; SORENSEN, 2010) e respectivas distribuicbes de zero
(RODRIGUES-MOTTA et al., 2007; NAYA et al., 2008). A teoria para modelos



lineares mistos generalizados (GLMMs) (MC CULLAGH; NELDER, 1983) foi
proposta a partir da percepcdo que diversas varidveis de interesse seguem
distribuicdo ndo-Gaussiana. Estes modelos sdo uma extensdo do modelo linear
geral e incluem o conceito da “fungédo de ligacao”, a qual especifica a relagéo
entre o valor esperado da variavel resposta y; e o preditor linear n;. A funcdo de
ligagdo “Log”, onde n; =log.(y;), € comumente usada para modelagem de
caracteristicas de contagem.

Apesar das propriedades unicas dos GLMMs, a notagdo matricial basica
ndo é diferente da adotada em modelos lineares, amplamente, utilizada em

melhoramento animal, definido por:

y=Xb+ Zu + e

onde y = vetor de observacbes que representam uma variavel em escala
desconhecida e ndo observavel. Este y desconhecido é afetado por efeitos fixos
(representados pelo vetor b), efeitos aleatérios de animal (representado pelo
vetor u), e o efeito aleatorio residual representado por e. Aa matrizes de
incidéncia dos efeitos fixos e aleatérios sdo X e Z, respectivamente.

Qualquer que seja a estratégia adotada para modelagem de variaveis
discretas, esta é fundada na pré-suposicdo que, apesar de representada por
categorias carateristicas de contagem, também s&o afetadas por diversos
genes, e consequentemente, seguem modelo infinitesimal (SCHAEFFER, 2006).
Isto demonstram que existe uma variavel continua e normalmente distribuida

“oculta” capaz de explica essas caracteristicas categoricas.
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CAPITULO 1. Anélise genética da producdo de olcitos e embrides de

doadoras da raga Guzera; e sua associagcdo com aidade ao primeiro parto.
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RESUMO: O objetivo do presente estudo foi estimar componentes de variancia
para caracteristicas relacionadas a producdo de odcitos e embrides em
doadoras da raca Guzera e, assim como investigar sua associacdo com a idade
ao primeiro parto (Arc). As caracteristicas analisadas foram nimero de odcitos
viaveis (Nov), numero de odcitos grau | (Nei), numero de embrides clivados (NcLv)
e embrides viaveis (Nems) produzidos; e os percentuais de odcitos viaveis (Pov),
oocitos grau | (Par), embrides clivados (PcLv) e embrides viaveis (Pems). Os dados
foram obtidos de 5.173 sessdes de puncéo ovariana, seguidas de fertilizagéo in
vitro em 1080 fémeas Guzera de diferentes idades, ocorridas entre marco de
2005 a julho de 2013. As variaveis foram transformadas (Loge X+1), antes da
analise. Componentes de (co) variancia foram estimados pelo método de
maxima verossimilhanca restrita (REML), utilizando modelo animal uni e bi
caracteristica. O efeito aleatério de ambiente permanente e de reprodutor (pais
dos embrides) foram incluidos. As herdabilidades estimadas para Nov, Nai, NcLv,
Newms, Pov, Pal, PcLv, e Pems foram 0,19; 0,08; 0,16; 0,14; 0,04; 0,03; 0,01; e 0,07,
respectivamente. A repetibilidade para caracteristicas de contagem (Nov, Nai,
Ncv € Nems) variou de 0,14 e 0,32; maiores do que as estimadas para
caracteristicas percentuais (Pov, Pai, PcLv e Pems) a qual variou de 0,01 a 0,08.
A selecdo para Nov parece mais apropriada a programas de melhoramento do

que a selecdo para Newms, por sua alta correlacdo genética (0,68) com News,
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menor tempo de obtenc¢do e melhor custo-beneficio. Arc mostrou-se fracamente
associada com caracteristicas associadas a producao de odcitos e embrides, o
que indica que ndo deve haver efeito sobre Arc quando realizada seleg&o para

tais caracteristicas.

Palavras chave: analise bivariada; parametros genéticos; fertilizacédo in vitro;

puncédo ovariana; ambiente permanente; gado zebu

ABSTRACT: The objective of this study was to estimate variance components
for oocyte and embryo production traits in Guzerd breed female donors, and
investigate their associations with age at first calving (Arc). The traits analyzed
were the number of viable oocytes (Nov), the number of grade | oocytes (Nal), the
number of cleaved embryos (NcLv) and viable embryos produced (Newms), and the
percentages of viable oocytes (Pov), grade | oocytes (Pai), cleaved embryos
(Pcwv), and viable embryos (Pems). Data were obtained from 5173 ovary puncture
and in vitro fertilization sessions using 1080 Guzera female donors of different
ages, occurred from March 2005 to July 2013. Variables were log-transformed
(Loge X+1) prior to analysis. (Co)Variance components were estimated by
restricted maximum likelihood (REML), using one- and two-trait animal models.
Permanent environment and IVF sire (father of the embryos) random effects were
included. Estimated heritabilities for Nov, Nai, NcLv, Nems, Pov, Pai, PcLv, and Pems
were 0.19, 0.08, 0.16, 0.14, 0.04, 0.03, 0.01, and 0.07, respectively. Repeatability
for count traits (Nov, Nci, NcLv and Newms) varied from 0.14 and 0.32, higher than
estimated for percentage traits (Pov, Pai, PcLv and Pews) which varied from 0.01
to 0.08. Selection for Nov may be more appropriate in breeding programs than
selection for Newms, because of its strong genetic correlation (0.68) with Nems and
its greater time- and cost-effectiveness. Arc was only weakly associated with the
oocyte and embryo production traits, which indicates that there would be no effect

on Arc when selecting for these traits.

Key words: bivariate analysis; genetic parameter; in vitro fertilization; ovum pick-

up; permanent environment; zebu cattle
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2.1 INTRODUCAO

As tecnologias da reproducédo animal tém sido aplicadas de forma bem-
sucedida em todo mundo, contribuindo para o aumento da importancia de vacas
em programas de melhoramento genético (GUERREIRO et al., 2014) e
assumindo papel importante no aprimoramento da acuracia e intensidade de
selecdo para caracteristicas quantitativas. Aproximadamente 1.275.874
embrides foram produzidos em 2013, 546.628 dos quais foram derivados de
producdo in vitro (IETS, 2014). Neste ano o Brasil foi responsavel por 70,8% do
total de embrides produzidos in vitro no mundo (IETS, 2014). Atualmente, a
puncdo ovariana (OPU) seguida de producéo in vitro e de embrides sdo as
principais ferramentas para o aumento do numero de individuos de interesse nos
rebanhos zebuinos.

Para o rebanho Guzerd brasileiro, em particular, as biotécnicas
reprodutivas assumiram importante papel desde 1994, quando o nucleo de
selecdo baseado em um programa de transferéncia de embrides (MOET —
Multipla Ovulacdo seguida de Transferéncia de Embrides; NICHOLAS; SMITH,
1983) foi implementado (PENNA et al., 2002). A MOET, e mais recentemente a
OPU, seguida de IVEP, tém sido utilizadas no nacleo de forma a acelerar a
identificacdo de individuos geneticamente superiores.

Em sistemas tropicais extensivos, nos quais o cruzamento Bos indicus x
Bos taurus € o grupo genético predominante e a manutencdo da heterose
caracteriza-se como um obstaculo, a IVEP oferece novas possibilidades para
elevar a producdo em rebanhos comerciais bovinos. O processo de transferéncia
de embribes cruzados (F1) produzidos in vitro em fémeas F1 de forma a
implementar a reposi¢éo continua de animais F1 e preservar a maxima heterose
em rebanhos comerciais, mostrou-se economicamente viavel (RUTHLEDGE,
2004; MADALENA, 2012), aumentando a producéo de leite e carne nos tropicos.

Caracteristicas reprodutivas sdo complexas, assim como caracteristicas
reprodutivas relacionadas a biotecnologia, considerando que ambas devem
compartilhar processos biolégicos similares. Estudos anteriores indicaram a
nutricdo (PONTER et al., 2012; SALES et al., 2015), estresse térmico (TORRES-
JUNIOR et al., 2008; BARUSELLI et al., 2012), qualidade do o6cito (MERTON
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et al., 2009), fertilizac&o in vitro (IVF) (SIMOES, 2013), intervalo entre sessoes,
e técnicas de aspiracdo (MERTON et al., 2003) como alguns dos efeitos que
influenciam resultados da IVEP. Componentes genéticos tém apresentado
influéncia sobre o sucesso a tecnologias de MOET (TONHATI et al., 1999;
PEIXOTO et al., 2004; KONIG et al., 2007) e OPU/IVEP (MACHADO et al., 2006;
MERTON et al., 2009). No entanto, a maioria dos estudos investigaram fatores
fisioloégicos, ambientais e tecnolégicos que afetam a producdo de embrides
bovinos. Num Unico estudo que considerou a variagcdo genética aditiva em
OPU/IVEP, Merton et al. (2009) reportaram herdabilidades de 0,07 a 0,25 na
raca holandesa, usando modelos touros. Os autores enfatizaram a importancia
da producdo de embrides na genémica (MERTON et al., 2009). Considerando
que, no futuro, a selecdo gendmica podera ser conduzida em estagio
embrionério, um maior numero de embrides produzidos por doadora resultaria
em maior capacidade de selecdo (KADARMIDEEN et al., 2015).

Pouca atencéo tem sido dada aos componentes genéticos envolvidos na
producdo de odcitos e embrides de doadoras zebuinas submetidas a OPU/IVF.
Da mesma forma, estudos que consideram a associacdo genética entre
caracteristicas reprodutivas naturais e artificiais sdo escassos. Portanto, para
investigar os componentes genéticos e associagdo entre caracteristicas
relacionadas a IVEP e a reproducdo natural foram estimados parametros
genéticos para carateristicas numeéricas e percentuais, e sua associa¢cdo com a

idade ao primeiro parto em vacas Guzera.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Animais

Um total de 5.173 aspiracdes de 1.080 doadoras Guzer4, filhas de 245
touros e 745 vacas, foram analisadas. As sessdes foram conduzidas em 16
rebanhos distribuidos nas regides sudeste, nordeste e centro-oeste do Brasil,
realizadas entre marco de 2005 e julho de 2013. Os animais tinham entre 1 e 20
anos de idade ao momento da OPU. O arquivo de genealogia, utilizado para

determinar o relacionamento genético entre as 1.080 doadoras incluiu ao menos
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cinco geracoes anteriores. O nimero de sessdes variou de 1 a 49 por doadora,
e os intervalos entre sessdes de OPU na mesma doadora variaram entre 7 e 120

dias. Um total de 147 touros foram utilizados na IVF.

2.2.2 Procedimentos de pungéo ovariana e producdo in vitro de embrides

As estruturas foram obtidas pelo método de punc¢éo ovariana guiada por
ultrassom descrita por Seneda (2001), seguida de IVF um dia apos a aspiracao.
As sessbes de OPU foram realizadas por técnicos utilizando equipamento de
ultrassom Mindray DP-2200 (Mindray, Shenzhen, China), com transdutor
convexo 6,5-MHz conectado a um guia de puncdo WTA® puncture guide (WTA,
Cravinhos, SP, Brazil) e cateteres 18G (JELCO® PLUS, Medex do Brasil, SP,
Brazil). Imediatamente ap6s a OPU, tubos contendo estruturas coletadas das
doadoras foram levadas ao laboratério da fazenda em tubos Falcon™ de 50mL
(Corning® Glass Works, Corning, NY, USA), passados através de filtro EmCom
com tampao salino fosfatado (Phosphate buffered saline, PBS-Nutricell,
Campinas, Brazil), e lavado trés vezes em placa de Petri com a mesma solucao
utilizada no procedimento de OPU.

A selecao, contagem e classificacéo foi conduzida considerando o numero
de células do cumulus, citoplasma das células do cumulus do o6cito (graus I, I,
e lll), o nimero de células sem cumulus, e o nimero de células expandidas,
atrésicas e degeneradas, como descrito por Lonergan (1992). Os od4citos
considerados viaveis (Graus |, Il e Il) foram lavados em TCM-199 Hepes (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) e suplementados com soro fetal bovino
a 10%, 50 pg de gentamicina e 2,2 ug de piruvato. Os odcitos foram transferidos
para criotubos (Uniscience Sdo Paulo, Brasil) com 400uL meios de maturagao,
constituido com bicarbonato TCM-199 (Thermo Fischer Scientific),
suplementado com soro fetal bovino a 10%, 50 IU hCG/mL, 0,5 pg/mL hormonio
foliculo estimulante, 1 pg/mL estradiol, 2,2 yg/mL de piruvato e 70 pg/mL
amikacin. O meio foi coberto com 300 uL de 6leo mineral a 5% CO:2 de forma a
transporta-lo em incubador portétil a 38,5°C.

No laboratério os o6citos em maturagéo foram transferidos para placas de

Petri (100 x 20 mm; TPP, Vitrocell, Campinas, Brazil) em microgotas de 100-uL
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de meio de maturacdo (similar ao meio de transporte). Os odcitos foram
incubados por 24 horas a 38,5°C sob atmosfera de 5% de CO2. ApoOs a
maturacao os odcitos foram lavados com meio de fertilizacdo (Tyrode's albumin
lactate pyruvate, TALP-IVF). Foram utilizadas microgotas (100 uL) de TALP
suplementadas com 10 pg/mL de heparina, e 160 pyL de penicilamina-
hipotaurine-epinefrina.

O sémen utilizado na IVF foi separado em Percoll 90, 45% e centrifugado
(200 x g) por 30 min, sendo antes ajustado para obter a concentracéo final de
100 x 102 de espermatozoide viaveis por gota. AIVF foi conduzida por 18horas
a 39°C em atmosfera de 5% CO2. Ap0s a fertilizagdo as estruturas foram lavadas
em 100 uL em meio sintético modificado (synthetic oviduct fluid - SOF) e coberto
com 6leo mineral. O meio de cultura foi renovado para cada micro gota apos 3 e
5 dias (Feeding), e apos seis dias foram levados a fazenda de forma a transferir
0s embrides para as receptoras.

2.2.3 Estimacao de parametros genéticos

Foram analisados o nimero de odcitos viaveis (Nov), 0 nimero de oécitos
grau | (Nai), o nimero de embrides clivados (NcLv) e embrides viaveis (Newms)
produzidos; e os percentuais de odcitos viaveis (Pov), odcitos grau | (Pai),
embrides clivados (PcLv) e embrides viaveis (Pevs). Caracteristicas percentuais
(Pali, PcLv e Pewvs) foram calculadas como proporgdes de Nov, exceto por Pov,
que foi calculado como proporc¢éao do total de od6citos produzidos. Transformacao
logaritmica (log.[x + 1]) foi aplicada a todas as variaveis (exceto Pov) para se
obter uma distribuicdo normal e estimar os componentes de variancia. Pov
apresentou uma distribuicdo préxima a Gaussiana. Os componentes de
variancia foram estimados pelo método de maxima verossimilhanga restrita
(REML), utilizando o software ASREML (GILMOUR et al., 2002) sob modelo
animal. Estimativas dos componentes de variancia foram obtidos através de
analises univariadas e covariancias foram obtidas em analises bivariadas.
Valores de herdabilidade obtidos a analise univariada n&o diferiram de forma
significativa dos obtidos através de analises bivariadas.

Os modelos propostos foram:
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Yijkimn = K+ hy;+ bh; + season;, + intOPU; + tech,, + pAge

(1)
+ B,Age + animal, + pe, + €jjimn

Yijkimn = K+ hy; + bh; + season, + intOPU; + tech,, + BAge

2
+ B;Age + animal, + pe, + IVFbull, + e€;jximn

onde y;iximn representa as caracteristicas estudadas; u € o intercepto; hy; € o
efeito fixo de rebanho-ano da OPU (i=1,2,...,84); bh; € o efeito fixo do rebanho
de nascimento da doadora (j=1,2...16); season,, € a estacdo da OPU (k=1 or 2);
intOPU, é o efeito fixo das classes de intervalo entre as sessGes de OPU
(i=1,2,...,6); tech,, € o efeito fixo do técnico responsavel pela OPU (m=1,2,...7);
BAge e B,Age representam a idade da doadora a OPU (em meses) como

covariavel (efeitos linear e quadratico, respectivamente); pe;j, € 0 efeito
aleatorio de ambiente permanente (o= 1,2...1080); IVFbull, € o efeito aleatdrio
do touro usado na IVF (p=1,2...147); e e;jumn representa € o efeito aleatdrio

residual. Ambos os modelos incluiram o efeito aleat6rio de animal (animal,,) de
forma a estimar o componente genético aditivo.

O modelo 1 foi utilizado para descrever caracteristicas relacionadas a
producdo de odcitos (Nov, Pov, Nai € Pa) € 0 modelo 2 para caracteristicas
relacionadas a producdo de embrides (Ncvv, PcLv, Nems e Pems). O segundo
modelo € idéntico ao primeiro, apenas incluindo o efeito de touro (IVFbull,).

Para a analise da idade ao primeiro parto (Arc), dados de 3.194 vacas
Guzeré foram analisados; Arc variou entre 660 a 1.458 dias. O modelo animal
univariado incluiu efeitos fixos de rebanho-ano de nascimento da vaca e a
estacdo de parto, além dos efeitos aleatorios de animal e residual.

A associacédo entre caracteristicas relacionadas a OPU/IVEP e Arc foram
analisadas através da correlacédo de Pearson (pxy) entre os valores genéticos
estimados para caracteristicas reprodutivas naturais e artificiais. Dos 6.850

animais no arquivo de genealogia, os 30% (n=2,055) valores genéticos
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estimados (para ambas as caracteristicas) mais acurados foram usados para
analise empirica de associacgao.

2.3 RESULTADOS

A Tabela 1.1 apresenta a estatistica descritiva dos dados obtidos. No
geral, as caracteristicas analisadas apresentaram valores altos para o
coeficiente de variacdo (CV). Nai e Pciapresentaram os maiores valores de CV
para, respectivamente, grupos de contagem e percentuais, enquanto Pov
demonstrou a menor variacdo entre as caracteristicas estudadas. Quando
comparadas as amplitudes das variaveis de contagem (Nov, Nai, NcLv, Nems), 0S
valores das mediana sugerem que estas caracteristicas seguem distribuicao

nao-Gaussiana com valores extremos.

Tabela 1.1 Numero de observacdes (N), medianas, médias, desvios padrao
(SD), coeficientes de variacdo (CV), e amplitudes das caracteristicas

analisadas (variaveis ndo transformadas).

Item N Mediana Média SD CV (%) Amplitude
Nov  5.173 11,00 15,19 12,71 83,67 0-94
Nai 5.173 2,00 3,32 3,61 100,09 0-40
Ncwv  5.173 8,00 11,91 10,04 84,29 0-71
Nems 5.173 4,00 5,96 5,68 95,30 0-48

Pov 5.173 55,00%  58,99%  14,71% 24,93 0-100%
Pai 5.173 20.00%  22,57%  18,94% 83,91 0-100%
Pcuv  5.173 68,50%  65,50%  19,52% 29,80 0-100%
Pems 5.173 33,33%  34,73%  20,23% 58,25 0-100%

Nov, numero de odcitos viaveis; Nai, nimero de odcitos grau |; NcLv, nimero de embrides clivados; News,

namero de embrides viaveis; Pov, percentual de odcitos viaveis; Pai, percentual de odcitos de grau |;

PcLv, percentual de embrides clivados; Pemve, percentual de embrides viaveis.

Os parametros genéticos obtidos a andlise univariada das caracteristicas
relacionadas a o6citos e embrides sdo apresentados na Tabela 1.2. As
varidncias genéticas (0%) para caracteristicas de contagem foram
proporcionalmente maiores (em relacdo a 02%) do que as estimadas para
caracteristicas percentuais. O mesmo ocorreu para o0 componente de ambiente

(0%pe). Nov apresentou a maior repetibilidade (0,32), seguido por Ncvv (0,27) e
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Newms (0,21). Todas as variaveis percentuais (Pov, Pali, PcLv € Pewms) tiveram baixa
repetibilidade, variando entre 0,01 a 0,08. A proporcdo do total da variacdo
referente ao efeito de touro (usado na IVF) (b?) para Nems (Tabela 2) foi de 1,1%;
4,8%; 4,7% e 9,5% respectivamente para Ncrv, Nems, PcLv € Pems. Para PcLv e
Pems em patrticular, o efeito de touro representou mais do total da variagao do
que o componente genético aditivo. Portanto, o aprimoramento da fertilidade do
macho utilizado na biotecnologia in vitro pode ser uma ferramenta eficaz no

aumento do percentual de embrides na raca Guzera.

Tabela 1.2 Estimativas de variancia ambiental (02%), variancia genética aditiva
(0%), variancia de ambiente permanente (0%e), variancia fenotipica (0%),
variancia do efeito de touro (sémen usado na fertilizacao in vitro) (0%,), proporcao
do total da variancia referente ao efeito de touro (b?), e repetibilidade (r) das

variaveis estudadas (transformada e nao transformada).

Item 0'2e O'2a ozpe O'2p O'2b b2 r
Nov 0.2538 0.1026 0.1685 0.5249 - - 0.321
Nai 0.4384 0.0446 0.0809 0.5640 - - 0.143

NcLv 0.2778 0.0776  0.1362  0.4974 0.00574 0.011 0.273
Newe 0.3046  0.0728 0.1065 0.5084 0.02443 0.048 0.209

Pov*  197.8740 7.8983 1.6124 207.3800 - - 0.080
Pa 0.3470 0.0129 0.0264  0.3864 - - 0.068
Pcwv 0.1189 0.0019 0.0019 0.1288 0.0061 0.047 0.015

Pems 0.3117 0.0273 0.0304  0.4082 0.0388 0.095 0.074

*Variavel ndo transformada (loge X +1).

Nov, niumero de odcitos viaveis; Nei, nimero de odcitos grau |I; NcLv, nUmero de embribes clivados;
Neme, Nnimero de embrides viaveis; Pov, percentual de odcitos viaveis; Pai, percentual de odcitos de

grau I; PcLv, percentual de embrides clivados; Pems, percentual de embrides viaveis.

A Tabela 1.3 apresenta as estimativas de herdabilidade (na diagonal, em
negrito), correlacdes genéticas (abaixo da diagonal), e correlacdes fenotipicas
(acima da diagonal) para as caracteristicas analisadas. Herdabilidades para as
caracteristicas relacionada a producédo de oocitos/embrides variou entre 0,08
(Na1) a 0,19 (Nov), enquanto as herdabilidades para caracteristicas percentuais
foram baixas, variando de 0,01 (PcLv) a 0,07 (Pewms).

As herdabilidades para Nov e News, caracteristicas fortemente relacionadas ao

sucesso a IVEP, foram de baixas a moderadas (0,19 + 0,05 e 0,14 = 0,04,
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respectivamente). A correlacdo genética entre Nov e Nems foi moderada a alta
(0,68). No entanto, associagcdes negativas foram encontradas entre Nov e todas
as variaveis percentuais (Pci, Pcv € Pewms), exceto para Pov. PcLv apresentou

componente genético bastante reduzido (0,01).

Tabela 1.3 Estimativas de herdabilidade (diagonal), correlagBes genéticas
(abaixo da diagonal), e correlacdes fenotipicas (acima da diagonal) das

variaveis analisadas e seus erros-padrédo associados (entre parénteses).

Iltem Nov Nai Ncrv Newvs Pov Pai PcLiv Pevs

Nov 0,19(0,05) 0,64(0,01) 0,90(0,01) 0,72(0,01) 0,35(0,01) -0,40(0,02) -0,09(0,01) -0,20(0,01)
Ne:  0,96(0,03) 0,08(0,03) 0,63(0,01) 0,50(0,01) 0,24(0,01) 0,61(0,02) -0,04(0,01) -0,07(0,01)
Neww 0,88(0,01) 0,98(0,01) 0,16(0,04) 0,79(0,01) 0,27(0,01) -0,34(0,01) 0,28(0,01) -0,02(0,02)
Neve 0,68(0,05) 0,89(0,07) 0,87(0,05) 0,14(0,04) 0,24(0,01) -0,22(0,01) 0,30(0,01) 0,54(0,01)
Pov 0,40(0,18) 051(0,21) 0,41(0,21) 0,33(0,22) 0,04(0,02) -0,11(0,01) 0,09(0,01) 0,01(0,01)
Pa  -0,22(0,16) -0,56(0,25) -0,68(0,22) -0,75(0,18) -0,51(0,24) 0,03(0,02) 0,06(0,01) 0,14(0,01)
Pav -0.52(0,25) -0,52(0,25) -0,41(0,25) -0,45(0,25) 0,36(0,25) 0,30(0,28) 0,01(0,01)  0,46(0,01)

Pews -0,36(0,17) -0,28(0,19) -0,34(0,21) 0,23(0,21) 0,15(0,20) 0,12(0,23) 0,38(0,26)  0,07(0,03)
Nov, nimero de odcitos viaveis; Nai, nUmero de odcitos grau |; NcLv, nUmero de embrides clivados;

Nems, nimero de embrifes viaveis; Pov, percentual de odcitos vidveis; Pai, percentual de odcitos de

grau I; PcLv, percentual de embrides clivados; Pems, percentual de embrides viaveis.

A Tabela 1.4 apresenta os coeficientes de correlacdo de Pearson entre os
30% (2055 individuos) valores genéticos estimados de maior acuracia (que
tinham conexdes genealdgicas com ambas as reproducdes natural e artificial)
inclusos no arquivo de genealogia uado na andlise de Arc e caracteristicas da
producdo in vitro de embrides.

Houve apenas uma fraca associacao entre as caracteristicas relacionadas
a producado de embrides e Arc na raca Guzerd, que variou entre -0,003 (Nov) e
0,107 (Pai).
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Tabela 1.4 Coeficientes de correlagdo de Pearson (pxy) entre os valores
genéticos estimados para a idade ao primeiro parto (Arc) e a variaveis

relacionadas a producdo de embrides na populacédo estudada (n=2055).

Item Nov Nai NcLv Newme Pov Pai Pcuv Pems
Arc -0.003 0.008 0.021 -0.006 0.091 0.107 0.013 -0.012

Nov, nimero de odcitos viaveis; Nai, nimero de odécitos grau |; NcLv, nimero de embrides clivados; Newe,

namero de embriGes viaveis; Pov, percentual de odcitos viaveis; Pai, percentual de odcitos de grau I;
PcLv, percentual de embriGes clivados; Pevs, percentual de embrides viaveis.

2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Puncao ovariana e producdo in vitro de embrides

Pontes et al. (2010, 2011) reportaram valores de 23,4 + 0,7, 12,1 + 3,9; e
8,0 + 2,7 para o numero de od0citos viaveis obtidos por sessdo em animais das
racas Nelore, Gir e Holandesa, respectivamente. Os altos valores obtidos para
as racas Nelore e Guzera (neste estudo) podem estar associados com a sele¢ao
para caracteristicas reprodutivas. A selecdo para um melhor desempenho
reprodutivo pode indiretamente selecionar animais para maior producdo de
oocitos e embrides. Em animais B. taurus, Merton et al. (2009) reportaram
medias de 7,8; 4,4; e 1,8 para 0 numero de o0Qcitos viaveis, o0 numero de
embrides clivados, e o niumero de embrides produzidos, respectivamente, e
percentuais médios de 26,6; 53,6; e 22,4% para odcitos de grau |, embrides
clivados, e embrides produzidos (como propor¢cdes do numero de odcitos
vidveis), respectivamente. Os resultados do presente estudo indicam que a
producado de odcitos e embrides na raca Guzera difere bastante da producédo de
racas taurinas, como também reportado por Carvalho et al. (2008) em animais
zebuinos, particularmente quando consideradas caracteristicas de contagem

(Nov, Nai, NcLv € News).
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2.4.2 Herdabilidades para caracteristicas relacionadas a produc¢éo in vitro
de embrides

Em geral, as caracteristicas de contagem (Nov, Nai, NcLv € Nems) exibiram
maior repetibilidade do que caracteristicas percentuais (Pov, Pai, PcLv € Pewms).
Portanto, seria possivel categorizar as doadoras ap0s a primeira coleta pelo
namero de odcitos produzidos, de forma a facilitar o manejo dentro do
laboratorio, ou até mesmo para identificar doadoras que terdo um desempenho
bom ou deficiente na resposta a OPU/IVFP.

O componente genético reportado para as variaveis percentuais
estudadas sugere que a selecdo para maiores percentuais de oocitos/embrides
por OPU/IVF pode ndo ser tdo bem-sucedida quanto a selecdo para as
caracteristicas de contagem. Isto indica que o aprimoramento de aspectos
tecnologicos e ambientais pode ser mais viavel para elevar as proporcdes de
oocitos/embrides viaveis por sessao.

Merton et al. (2009) reportaram herdabilidades de 0,25 + 0,06; 0,19 £+ 0,04;
e 0,21 £ 0,04 para o numero de odcitos viaveis, o numero de embrides clivados
e o total de embrides produzidos, respectivamente, obtidas para doadoras da
raca Holandesa por meio de analise univariada sob modelo touro.
Herdabilidades reportadas no presente estudo seguiram um padrdo similar.
Menores valores de herdabilidade (quando comparados aos valores encontrados
no estudo anterior) possivelmente ocorreram pelo fato de Merton et al. (2009) ter
utilizado modelo touro, o qual é frequentemente reportado por superestimar o
componente genético aditivo em alguns casos.

Correlagtes genéticas para Nov em relacédo a Nems (0,68) e Pewms (-0,36)
segurem que a selecdo para Nov podem aumentar o total de embrides
produzidos, porém diminuirdo o percentual de embrides viaveis (como propor¢cao
do nimero de odcitos em cultura). Ambas correlacdes genética e fenotipica para
PaI foram negativas, exceto em relagcéo a PcLv e Pews, indicando uma importante
associacao entre a qualidade do odcito e o sucesso a IVEP.

Os resultados do presente estudo indicam que a capacidade dos
embrides de atingir o estagio de clivagem em animais B. indicus é pouco

responsiva a selecéo.
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As correlagbes genéticas entre caracteristicas relacionadas a producéo
de embrides e a reproducéo natural sugerem que a selecdo para producgao in
vitro de embrides provavelmente ndo afetara a idade ao primeiro parto. Além
disso, isso pode indicar pouca associacao linear entre o sucesso a reproducéo
artificial (OPU/IVF) e a precocidade na raca Guzera. Merton et al. (2009) também
reportaram uma fraca associagéo entre caracteristicas relacionadas a producéo
in vitro de embrides e os indices reprodutivos das filhas dos touros (da raca
Holandesa) avaliados.

Baruselli et al. (2014) ndo encontraram efeito do nimero de foliculos
antrais (no estro) sobre taxas de prenhes em vacas da raca Nelore.
Considerando que o numero de foliculos antrais presentes nos ovarios esta
relacionado ao niamero de odcitos obtidos a OPU, a pouca associacdo entre
essas caracteristicas reforca a ideia de que entre a reproducao natural e artificial
pode existir uma relacdo complexa e/ou indireta; portanto, a producéo de od4citos
e embrides podem néo ser os indicadores ideais do desempenho reprodutivo de
vacas. No entanto, esse resultado também sugere que nao serdo esperados
resultados indesejaveis para a idade ao primeiro parto ao realizar a selecao para

producdo in vitro de embrides.

2.5 CONCLUSAO

No geral, resultados deste estudo sugerem que a selecéo para a eficiéncia
a IVEP pode ser aplicada na raca Guzera devido a quantidade de variacao
genética encontrada nas caracteristicas analisadas. Nov parece responder bem
a selecdo, aumentando indiretamente o nimero total de embrides produzidos
devido a sua moderada herdabilidade e associacao positiva com Newms. A selecao
direta para Nems poderia também ser aplicada, porém requeria mais tempo para
aguisicdo dos dados e, consequentemente, um maior custo. O percentual do
total da variacéo referente ao efeito de touro sobre Ncvv, Newms, PcLv, € Pems indica
a importancia da fertilidade do macho para a producéo in vitro de embrides na
raca Guzera. Estudos futuros poderiam investigar os componentes genéticos
para caracteristicas relacionadas a producgéo de embrifes e sua performance a
IVEP.
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Apenas uma fraca associacao foi encontrada entre os valores genéticos
estimados para Arc e das caracteristicas relacionadas a producao in vitro de
embrides. O coeficiente de correlacdo de Pearson obtido entre Arc e Nov reforca
que a selecdo para Nov seria a mais indicada para aprimorar os resultados de
OPU/IVEP naraga Guzera, assim como parece nédo haver efeito da selegéo para
Nov sobre o potencial genético da populacao para Arc.
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CAPITULO 2. Aspectos genéticos da producéo in vitro de embries em

rebanhos daraca Guzera no Brasil.
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RESUMO. O objetivo deste estudo foi verificar as tendéncias genéticas para a
idade ao primeiro parto e producéo de leite em 305 dias, assim como 0s niveis
de endogamia em uma populacdo de 6.850 bovinos da raca Guzera no Brasil
(Tpor); € comparar aos mesmos parametros estimados para duas
subpopulac¢des derivadas da mesma: doadoras submetidas a puncao ovariana
(Drop, N = 1.205) e embrides produzidos in vitro (Epop, N = 34.696) no intervalo
entre os anos de 2003 e 2013. Os valores genéticos e coeficientes de endogamia
estimados foram regredidos pelo ano de nascimento do animal (ou ano da
fertilizacdo in vitro do embrido) de forma a obter as tendéncias anuais para estes
parametros separadamente para cada populacdo estudada. Os coeficientes de
endogamia para Trop N@0 apresentaram valores alarmantes, porém, um efeito
quadratico positivo (8, = 0,00766) foi detectado. Ambas Drop € Eror
apresentaram coeficientes lineares positivos. Os coeficientes de regressao (f;)
foram, respectivamente, 0,0814 (P<0,001) e 0,0266 (P>0,05). As medias anuais
dos coeficientes de endogamia para Erop foram maiores do que para Trop € Drop
através de periodo de tempo estudado. A frequéncia de individuos com
coeficiente de endogamia maiores que 7% foi maior para Dpor. As tendéncias
genéticas para a idade ao primeiro parto (Arc) foram -0,123 dias/ano (P>0,05); -
0,431 dias/ano (P<0,05) e -1,45 dias/ano (P<0,05), respectivamente para Trop;
Drop e Eror. Tendéncias genéticas para a producao de leite (PL3os) foram +6,63
Kg/ano (P<0,001); +8,02 Kg/ano (P<0,05) e +10,40 Kg/ano (P<0,05),

respectivamente para Teop; Drpor € Epop. Para ambas as caracteristicas
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avaliadas, Erop apresentou coeficientes de regressdo mais favoraveis, os quais
confirmam o resultado de uma pressao de selegcdo superior e intervalo de
geracdes menor que sao inerentes a essa populacéo. Os resultados reportados
no presente estudo sugerem que o coeficiente de endogamia apresentou
aumento para a populacéo Guzeré de duplo propdsito. Esfor¢os para controlar a
ocorréncia de acasalamentos endogamicos a fertilizacdo in vitro deveriam ser
considerados para o futuro, uma vez que um possivel efeito de gargalo parece
estar se formando em Dpor € Epor. Em geral, as tendéncias genéticas e medias
anuais foram favoraveis para ambas as caracteristicas analisadas, confirmando
a superioridade genética da populacdo de doadoras Guzerd em relacdo a

populacao geral.

Palavras chave: tendéncia genética; endogamia; fertilizacdo in-vitro; puncéao

ovariana; zebuinos.

ABSTRACT. The objective of this study was to verify genetic trends for
productive and reproductive traits and levels of inbreeding practiced in the
Brazilian dual-purpose Guzera population (Tpor); and compare it to the same
parameters estimated for two subpopulations derived from that: female donors
submitted to ovum-pick up (Dror) and in vitro embryos produced (Eror) between
2003 and 2013. Estimated breeding values and inbreeding coefficients were
regressed by the animal’'s (or embryo’s) year of birth (or year of in vitro
fertilization) in order to obtain annual trends for these parameters separately for
each of the three populations studied. Inbreeding coefficients for Trop presented
no alarming values, but a positive quadratic (8, = 0.00766) effect was detected.
Both Drop and Erop showed positive linear coefficients. Regression coefficients
(B,) were respectively, 0.0814 (P<0.001) and 0.0266 (P>0.05). Annual mean
inbreeding coefficients for Eror were higher than Treop and Dror through all the
time series studied. The frequency of individuals with more than 7% inbreeding
coefficient was higher in Dpop. Genetic trends for Arc were -0.123 days/year
(P>0.05); -0.431 days/year (P<0.05) and -1.45 days/year (P<0.05), respectively
for Trop; Drop and Epor. Genetic trends for PL3sos were +6.63 Kg/year (P<0.001);
+8.02 Kglyear (P<0.05) and +10.40 Kg/year (P<0.05), respectively for Tropr; Drop
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and Epop. For both traits analyzed, Erop showed the highest regression
coefficients, which confirms the result of higher selection pressure and lower
generation intervals that are inherent of this subpopulation. Results reported in
the present study suggest that inbreeding coefficient is increasing in the Guzera
population. Efforts for controlling inbred mating on in vitro fertilization should be
considered, as the presence of a bottleneck effect seems to be getting shape on
Drop and Erop. Overall, genetic trends and annual means were favorable for both
traits analyzed, confirming the genetic superiority of donor cows when compared

to the rest of the population analyzed.

Key words: genetic trends; inbreeding; in-vitro fertilization; ovum-pick up; zebu

cattle.

3.1 INTRODUCAO

As biotecnologias de reproducao assistida (ART) aplicadas a populagtes
bovinas estdo bem estabelecidas tendo alcancado 1.275.874 embrides
produzidos mundialmente, no ano de 2013 (IETS, 2014). Dentre essas
tecnologias, especificamente a multipla ovulagéo e transferéncia de embrides
(MOET) e a pungéo ovariana seguida de fertilizagdo in vitro (OPU/IVF) séo
reconhecidas como importantes ferramentas para promover o aumento do ganho
genético através de linhagens maternas, sendo tdo importante para a
intensidade de selecdo das fémeas quanto a inseminacgdo artificial foi para os
machos (NICHOLAS, 1996; MANIK et al., 2003).

A técnica de MOET foi introduzida em 1950 (HASLER, 2003), baseada na
producdo in vivo de embrides mediante superovulacdo de doadoras bovinas,
sendo ainda amplamente utilizada como ferramenta para aumentar o niamero de
descendentes de animais de alto mérito genético, especialmente em racas Bos
taurus. Em meados do ano 2000, a OPU/IVF emergiu como uma alternativa a
MOET, e desde entdo tem assumido relevancia, particularmente nas Américas
do Norte e do Sul (VIANA et al. 2012; STROEBECH et al., 2015). No Brasil,
especificamente, a producédo in vitro de embrides cresceu mais de 700% entre
2000 e 2014 (KADARMIDEEN et al.,, 2015), principalmente devido ao
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surpreendente sucesso a essa biotécnica em fémeas Bos indicus e cruzamentos
B. indicus x B. taurus (PONTES et al., 2010; VIANA et al., 2010), os quais sao
grupo genéticos predominantes nos rebanhos bovinos brasileiros.

As aplicacbes de MOET e OPU/IVF no melhoramento animal foram
bastante discutidas na literatura (NICHOLAS; SMITH, 1983; LOHUIS, 1995; VAN
WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006; KONIG et al. 2007). No geral, existe a
concordancia de que as ART podem aprimorar o ganho genético anual quando
aplicadas corretamente em programas de melhoramento bovino.

A raca Guzera, originaria da India, € conhecida por sua tolerancia ao calor,
capacidade de consumo de forragem de baixo valor nutricional e pronunciada
resisténcia a endo e ecto parasitos (PEIXOTO et al., 2010). A raca assume um
papel relevante principalmente na regido nordeste do Brasil, onde a adversidade
ambiental é prevalente. Além disso, animais Guzera sdo considerados de duplo
propdsito (PENNA et al., 2002) e tém sido selecionados para leite, carne ou para
ambas as aptiddes em territério nacional (PEIXOTO et al., 2010). Em 1993, um
programa de melhoramento nacional, focando nas caracteristicas de corte, foi
implementado para a raca Guzerd e, independentemente, em 1994, para
producdo de leite. A selecédo para producdo de leite tem se baseado em um
esquema de nucleo MOET de selecdo e no teste de progénie (NICHOLAS;
SMITH, 1983; PENNA et al., 1998; PEIXOTO et al., 2009), ambos desenvolvidos
concomitantemente. Apesar dos programas citados serem conduzidos de forma
independente, seus bancos de dados sdo geneticamente conectados
(BRUNELLI, 2015), uma vez que diversos rebanhos fazem uso (de sémen) tanto
de touros selecionados para leite, como selecionados para corte em seus
acasalamentos.

Apesar da popularidade da OPU/IVEP e seu pronunciado sucesso em
rebanhos zebuinos no Brasil, depender de tais tecnologias para acelerar o
progresso genético traz discussdes acerca da diversidade genética presente na
populacdo Guzera em territério nacional (PEIXOTO et al., 2010).

A multiplicagdo de um numero reduzido de individuos poderia causar
diminuicdo no tamanho efetivo da populacdo; aumentando, consequentemente,
o risco de perda de variabilidade genética (VIEIRA et al., 2005; HINRICH;

TALLER, 2011). A manutencdo de uma variabilidade genética minima é
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necesséria para garantir que as geracoes futuras sejam capazes de defrontar e
se adaptar aos desafios futuros propostos pelas pressdes de ambiente e selecéo
(VAN WYK et al., 2009).

Peixoto et al. (2006) mencionaram a importancia da implementacao de
estratégias para monitoramento da diversidade em programas de melhoramento
de racas zebuinas, utilizando metodologias e ferramentas que maximizem o
ganho genético, minimizando os efeitos da diminuicdo da variacdo genética.
Uma vez que a OPU/IVF se tornou uma ferramenta para o aumento do ganho
genético e diminuicao do intervalo de geracgfes, esta deveria ser monitorada de
forma continua nos programas de melhoramento animal, pois tem a capacidade
de alterar a estrutura genética da populacdo. A tecnologia de IVEP, em teoria,
deve ser aplicada principalmente a animais de elevado mérito genético
(BARUSELLI et al., 2015). Porém, estudos que verifiguem se as biotécnicas
reprodutivas estdo sendo aplicadas em populac¢des bovinas zebuinas de forma
adequada sdo, ao nosso conhecimento, inexistentes.

Além disso, existem questbes acerca da OPU/IVEP estar indiretamente
selecionando fémeas zebuinas (doadoras) pelo sucesso a esta biotécnica, uma
vez que tais procedimentos sdo, atualmente, adotados em larga escala.

Portanto, o principal objetivo deste estudo foi avaliar as tendéncias
genéticas para caracteristicas produtivas e reprodutivas, assim como do
coeficiente de endogamia em doadoras Guzera submetidas a OPU/IVEP (e dos
embrides produzidos in vitro); e comparar ambas as tendéncias estimadas para
a populacéo geral, de forma a caracterizar os impactos da producéo in vitro de

embrides sobre a populacdo Guzera no Brasil.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Dados

Informacdes referentes a producdo de odécitos e embrides foram
analisadas baseando-se em um arquivo de dados contendo resultados de 5.716
sessOes de OPU/IVF (que originaram 34.696 embrides) realizados em 1.205
doadoras da raca Guzera, originadas de 16 rebanhos com diferentes propositos

de selecdo (corte, leite e duplo propdsito), filhas de 262 touros. Os animais
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tinham entre 1 e 20 anos de idade ao momento da OPU. As sessdes foram
efetuadas por uma empresa privada de producéo de embrides, entre margo de
2003 e julho de 2013. O numero de sessdes por doadora variou de 1 a 49 e os
intervalos entre sessdes (na mesma doadora) variaram de 7 a 120 dias. Sémen
de um total de 147 touros foi utilizado no procedimento de IVF.

Dados de producéo e genealogia utilizados neste estudo foram obtidos do
Programa Nacional de Melhoramento do Guzera para Leite (PNMGuL) e de 31
rebanhos localizados no nordeste (6 estados), centro-oeste (1 estado) e sudeste
(4 estados) do Brasil. Para a idade ao primeiro parto (Arc), dados de 3.194 partos
de vacas Guzerd, variando entre 660 a 1.458 dias foram analisados. Os dados
de producao de leite consistiam de 5.394 registros de lactacédo de 4.108 vacas
Guzera que pariram entre 1990 e 2010, filhas de 566 touros. Destes, 3.194 eram
registros de primeira lactacao, truncados aos 305 dias (PL3os).

A matriz de parentesco utilizada em todas as andlises realizadas no
presente estudo continha 6.850 animais (mais 5.716 entradas referentes a
OPU/IVEP de forma a se estimar o coeficiente de endogamia dos mesmos). O
coeficiente de endogamia foi calculado a partir do arquivo de genealogia
baseando-se em uma adaptacdo do método descrito por Meuwissen and Luo
(1992), disponivel no software ASREML (versao 4.0, GILMOUR, 2014). O
mesmo arquivo de genealogia foi utilizado para estimacgéo dos valores genéticos
para caracteristicas relacionadas a producdao in vitro de embrides, para a idade
ao primeiro parto e para a producao de leite em 305 dias.

As tendéncias genéticas e do coeficiente de endogamia (F) foram obtidas
pela regressao linear (e quadratica) dos valores genéticos estimados (EBVS)
para cada caracteristica analisada no ano de nascimento dos animais (ou ano
da fertilizac&o in vitro no caso de embrides). Pare este propdsito, trés arquivos
de dados foram criados. O primeiro contendo informacdes para as 1.205
doadoras (Dror), 0 segundo contendo informac¢des dos 6.850 individuos que
integram o total da populacdo avaliada (Tror), € 0 terceiro arquivo de dados
contendo informacdes sobre os 34.696 embribes produzidos in vitro entre 2003
e 2013 (Erop).

Para obter tendéncias mais acuradas, tanto o coeficiente de endogamia

gquanto o valor genético estimado para os acasalamentos (IVF) foram
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ponderados pelo ndmero de embrides produzidos em cada sessdo. Dessa
forma, cada embrido produzido foi tratado como um “individuo”® em uma
subpopulacao, considerando a doadora do o6cito como sua mae, e 0 touro cujo
sémen foi utilizado na IVF seu pai. Os bancos de dados foram analisados de
forma a comparar os parametros estimados considerando doadoras e embrides
produzidos in vitro como subpopulacbes da populacdo Guzera de duplo

propésito no Brasil.
3.2.2 Puncao ovariana e producdao in vitro de embrides

As estruturas foram obtidas por puncdo ovariana guiada por ultrassom,
como descrito por Seneda (2001), seguida de fertilizacdo in vitro um dia apos
aspiracdo. As sessfes de OPU foram realizadas por técnicos de uma empresa
de producéo de embrides, localizada no estado de Minas Gerais, Brasil. Os
procedimentos e métodos da puncao ovariana e da producdo in vitro de embrides
foram realizados como descrito por Perez et al. (in press). Od4citos foram
classificados conforme seu grau de viabilidade de acordo com o numero de
células do cumulus e de aspectos visuais do citoplasma do complexo cumulus-
oocito (graus I, 1l e Ill, sem cumulus, expandidos, atrésicos ou degenerados),

como descritos por Lonergan (1992).

3.2.3 Estimacado de componentes de variancia

Os componentes de variancia foram estimados pelo método de maxima
verossimilhanga restrita (REML) por meio do software ASREML (versao 4.0,
GILMOUR et al., 2014), utilizando modelo animal.

De forma a estimar parametros genéticos e valores genéticos para a producao
de leite (PLsos), 0s registros de lactagéo foram previamente ajustados para 305
dias de lactacdo. O modelo de analise incluiu os efeitos fixos de rebanho-ano do

parto (hy;) e estagdo de parto (season;). Efeitos aleatorios de animal (animaly),

ambiente permanente (pe;) e residual (e; ;) também foram incluidos.

Yijki = U+ hy; + season; + animaly + pe; + e;ji (1)
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Para a analise da idade ao primeiro parto (Arc) em dias, 0 modelo animal
univariado (2) incluiu os efeitos fixos de rebanho-ano (hy;) de nascimento da
vaca e a estacdo do parto (season;), assim como efeitos aleatdrios de animal

(animaly) e residual (e;jy).

Yijk = L + hy; + season; + animaly, + e;j 2)

Caracteristicas relacionadas a producao de odécitos e embrides analisadas
foram: nimero de odcitos viaveis (Nov), nimero de embrides viadveis (News),
percentual de odécitos viaveis (Pov) e embrides viadveis (Pems). Pov foi calculada
como propor¢cdo do total de odcitos e Pems como propor¢cdo de Nov.
Transformacéo logaritmica (logio X + 1) foi aplicada a todas as variaveis (exceto
para Pov), de forma a buscar a normalidade de residuos para atender a
pressuposicao da analise e permitir a estimacédo dos componentes de variancia.
A transformacdo logaritmica falhou em aprimorar a normalidade para Pov, a qual
ja exibia distribuicdo aproximadamente gaussiana. Portando, as tendéncias e
parametros genéticos para Pov sdo apresentados na escala original da variavel,
enquanto Nov; Nemws € Pems séo apresentados na escala logaritmica (logio X+1).
O seguinte modelo foi comum as caracteristicas relacionadas a producédo de

oocitos (Nov, Pov):

Yijkimn = K+ hy; + bh; + season;, + intOPU; + tech,, + pAge

(3)
+ B,Age + animal, + pe, + €jjiimn

onde y;jumn representa a caracteristica em analise; u € o intercepto; hy; € o
efeito fixo de interacéo rebanho-ano da OPU (i=1,2,...,108); bh; € o efeito fixo
do rebanho de nascimento da doadora (j=1,2...20); season,, é a estagdo da OPU
(k=1 or 2); intOPU, é o efeito fixo das classes de intervalo entre as sessodes de
OPU (i=1,2,...,6); tech,, € o efeito fixo do técnico responsavel pela OPU
(m=1,2,...7); BAge e f,Age representam a idade da doadora a OPU (em meses)

como covariavel (efeitos linear e quadratico); pe, € o efeito aleatorio de ambiente
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permanente (o= 1,2...1205); e e;jumn representa o efeito aleatorio residual.

Também foi incluido o efeito aleatério de animal (animal,,) de forma a estimar o
componente genético aditivo.

Para caracteristicas relacionadas a producao de embrides (Nevs € Pewms)
0 seguinte modelo foi proposto:

Yijkimn = K+ hy; + bh; + seasony + intOPU, + tech,, + BAge +
4)

B.Age + animal, + pe, + IVFbull, + e;jximn.

onde IVFbull, é o efeito aleatorio do reprodutor cujo sémen foi utilizado na IVF

(pai dos embrides) (o= 1,2, ...147) e todos os outros efeitos sdo idénticos aos

definidos no modelo 3.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2.1, € mostrada a estatistica descritiva para os dados
analisados no presente estudo. Peixoto et al. (2006) reportaram média de 2.065
+ 922 Kg para producao de leite em 305 dias de lactagdo na raga Guzera. Santos
et al. (2013) reportaram média de 1.783.20 + 727,02 Kg para producéo de leite
em estudo baseado em dados da populacédo Guzera leiteira. Considerando que
a populacao estudada no presente estudo deriva da populacdo Guzera no Brasil,
a média e respectivo desvio padrédo para PL305 estao de acordo com o0s autores
dos estudos anteriores.

A idade ao primeiro parto é uma importante caracteristica reprodutiva e
tem-se demonstrado efeito dramatico da mesma sobre o ganho genético, a vida
atil no rebanho e a rentabilidade total do sistema (WAHINYA et al., 2015). No
entanto, € frequentemente reportada como tardia em vacas Bos indicus
(AZEVEDO et al., 2006), principalmente devido aos desafios ambientais
massivos que afetam os sistemas de producéo extensivos em regides tropicais.
Os resultados do presente estudo confirmaram valores altos para a média para
a idade ao primeiro parto em animais da raca Guzera em sistemas de baixos

insumos.
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Tabela 2.1 Numero de observactes (N), reprodutores, vacas, médias, desvios
padrdo (SD), valores minimo e maximo para as caracteristicas analisadas
(variaveis na escala da variavel resposta) e nUmero de grupos contemporaneos
(CG).

Item PL 305 Arc Nov Newms Pov* Pems
N 5.394 3.194 5.716 5.716 5.716 5.716
Média 2.119,01 1.207,20 15,61 6,07 59,03% 34,68%
SD 1.031,98 156,60 12,74 5,67 13,77% 19,68%
Min. 101 662 1 0 12,50% 0%
Max. 7.951 1.458 99 48 100% 100%
Vacas 4.108 3.452 1.205 1.205 1.205 1.205
Touros 566 455 262 262 262 262
CG 376 366 108 108 108 108

Nov= numero de odQcitos viaveis; Nems= numero de embribes viaveis; Pov= percentual de
embrides vidveis; Pems= percentual de embries viaveis. Arc = idade ao primeiro parto (em

dias); PLsos = producao de leite em 305 dias (em Kg). *Variavel ndo transformada (logio X +1).

As meédias fenotipicas para caracteristicas relacionadas a produgédo in
vitro de embrides foram estudadas tanto para racas Bos indicus quanto Bos
taurus na literatura, evidenciando drasticas diferencas entre ambos os grupos
genéticos. Ao trabalharem com doadoras da raca Gir, Vega et al.,, 2015
reportaram medias de 9,77 + 6,79 e 75,25 + 20,5 respectivamente para o numero
e percentual complexos cumulos-o0cito, caracteristicas muito préximas a Nov e
Pov. Porém, considerando odcitos grau IV que chegaram aos procedimentos de
IVF. Os mesmos autores reportaram medias de 2,61 = 2,68 e 35,47 + 34,62
respectivamente para Nems € Pems. NO presente estudo, doadoras Guzera
apresentaram médias muito superiores para Nov, que se aproximam bem mais
dos valores reportados por Pontes et al. (2010). Na literatura, medias para Pov
obtida em doadoras da raca Gir parecem maiores dos encontrados para a raca
Guzerd no presente estudo (PONTES et al.,, 2010; VEGA et al. 2015). Isso
provavelmente acontece pois, neste estudo, ndo foram considerados os odécitos
de grau IV como sendo completamente viaveis (mesmo quando atingiram a
clivagem, seguindo para a IVF). Para propoésitos de andlise genética, ndo ha
interesse em considerar 0s 006citos de grau IV na analise, uma vez que apenas

um pequeno percentual destes permanece viavel durante os procedimentos da
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producdao in vitro. Merton et al. (2009) trabalharam com vacas da raca Holandesa
e reportaram medias de 7,8; 26,6%; 1,8 e 22,4% para Nov; Pov; Nems € Pewms,

respectivamente, mostrando diferencas claras entre 0s grupos genéticos.

3.3.1 Tendéncias de endogamia

A média do coeficiente de endogamia (F) (Tabela 2.3), ao considerar
todos os individuos das trés populacdes analisadas, indica que Drop € Epor
apresentam valores mais elevados do que Trop. A média de F para os animais
endogamicos (F>0%) foi similar nos trés conjuntos de dados. Os resultados
apontam que apesar de Dror e Epop apresentarem maior valor medio de F, Trop

apresenta maior média de F para individuos endogamicos.

Tabela 2.3 Valor médio de F, média de F para individuos endogamicos e
amplitude dos valores de F para os bancos de dados analisados (Tror, Dror,
Erop).

Item Trop Drop Eror

F médio (%) 0,89 + 2,722 1,95 + 2,68° 1,32 £ 3,13°

F médio (%) - Endogéamicos 2,48 £ 3,522 2,26 £ 3,392 2,17 £ 3,152
Amplitude (%) 0-31,16 0-30,50 0 —-2524

1 Letras (a,b,c) diferentes nas colunas representam diferenca estatistica entre as médias.

Na Figura 1.1 € mostrada a tendéncia média anual do coeficiente de
endogamia (F) para Trop (1.B, n=12.566), Dror (1.A, n=1.205) e para Eror (1.C,
n= 34.696). Em geral, as tendéncias apresentadas foram positivas. Esse
resultado indica que a média de F esta aumentando na populacdo Guzera como
consequéncia do aumento da frequéncia de acasalamentos entre animais
aparentados. Resultados similares foram reportados por Peixoto et al. (2010),
também para a populacdo Guzer4, revelando o uso intenso de alguns touros e
seus descendentes. A Figura 1.A mostra uma tendéncia quadratica positive para
a média anual dos valores de F na populagédo geral (Tror). O coeficiente de
regressdao do componente linear (f,) foi 0,0781 (P<0.001), enquanto o
componente quadrético (B,) foi de 0,00766 (P<0.05), apontando para valores

ainda maiores de F quando considerados animais nascidos ap6s 2001. Esta
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data, por sua vez, coincide com a implementagcéo comercial das tecnologias de
OPU/IVEP em rebanhos brasileiros, assim como com a publicacdo do primeiro
resultado de avaliacdo genética na raca Guzera. Nos anos que se seguiram ao
inicio dos programas de melhoramento da raca Guzera para corte e leite, definiu-
se o controle da endogamia como importante medida, uma vez que as racas
zebuinas no Brasil sdo conhecidas por derivar de um namero reduzido de
animais (PEIXOTO et al., 2010), possivelmente sofrendo de efeito fundador. Isso
pode explicar a queda no valor anual média de F entre os anos de 1996 e 2001.
No entanto, a partir do ano 2000, quando as primeiras avaliacbes genéticas
foram publicadas, o uso de touros de alto mérito genético, os quais
invariavelmente tinham algum grau de parentesco, se intensificou, aumentando
a probabilidade da ocorréncia de acasalamentos endogamicos. Este fato explica
0 aumento pronunciado do valor médio anual de F ap6és o ano 2000.
STACHOWICS et al. (2011) indicaram que o aumento da tendéncia anual de F,
na populacéo da raca Holandesa do Canada, estava associada a implementacao
de avaliacdes baseadas na metodologia BLUP e no uso massivo de biotécnicas
reprodutivas. Os resultados da média anual de F para Trop sugerem que 0O
comportamento observado por Stachowics et al. (2011) pode estar em processo
de ocorréncia na populacao Guzera do Brasil.

Os valores anuais médios para Trop variaram entre 0,6% e 1,6%. Estes
valores sdo menores do que o0s encontrados para as racas Holandesa
(HINRICHS, TALLER, 2011; ROKOUEI et al., 2010; SYIRENSEN et al., 2005) e
Jersey (STACHOWICZ et al., 2011) na literatura. Quando comparados com 0s
resultados apresentados para racas zebuinas, os valores estimados neste
estudo se assemelham aos encontrados por Peixoto et al. (2010), porém
apresentam-se inferiores aos observados para a raca Gir (SANTANA JR. et al.
2014; REIS FILHO et al., 2010). Ao analisarem dados de uma populacéo Nelore
no Brasil, Santana Jr. et al (2010), reportaram coeficiente de endogamia médio
de 1,4%. Vieira et al. (2005) também reportaram maior média de F ao estudarem
uma populacdo Guzera.

A Figura 1.B mostra tendéncia positive do coeficiente de endogamia
médio para Drop, como observado para Trop, NO entanto apenas o coeficiente

linear foi significativo. Para Drop, 0 coeficiente de regresséo linear estimado foi
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(B1) de 0,0814 (P<0.001). A tendéncia anual de F para Drop apresentou o maior
valor de média observado entre os trés conjuntos de dados analisados (em 2010;
F = 2.3%). A tendéncia anual da endogamia para Epop (1.C), calculada a partir
do ano de realizacdo da IVF, exibiu coeficiente de regressdo (f;) de 0.0266
(P<0.05), o qual também sugere aumento do coeficiente de endogamia durante
o periodo estudado. Para quase toda a série temporal estudada, a média anual
de F para Erop foi maior do que a observada para Trop € Dpor NO mesmo ano.
As Unicas excecdes foram as medias dos anos de 2010 e 2011. Os valores de F
observados para Epor ndo foram alarmantes. No entanto, as médias altas
reportadas indicam que a producao in vitro de embrides pode estar introduzindo
(futuros) individuos com maiores valores de F do que os comumente observados
na populagdo em geral e, dessa forma, pode contribuir para 0 aumento da
endogamia nas proximas geracoes.

Na Tabela 2.4 sdo mostradas as frequéncias e percentuais de individuos
(Tpop € Drop) e embrides produzidos in vitro (Epop) observadas para os grupos
de F considerando animais nascidos entre 1994 e 2009; e embrides produzidos
in vitro entre 2003 e 2013. O percentual de individuos com valores de F entre O
e 1% para Drop, Epop € Tror foi 51,37%; 62,60% e 82,42% respectivamente. Fica
claro que a diferenca em namero e percentual de individuos é diluida entre as
classes de maiores valores de F para Erop e Drop. Para as classes entre 1% e
7% F, o percentual de individuos foi de 32,71%; 40,17% e 14,05% do total,
respectivamente, para Eropr; Dror € Trop. ISSO sugere que doadoras submetidas
a OPU/IVEP possuem maior valor de F do que os valores mais frequentes na
populacao.

Grupos de individuos com F superior a 7% representaram 4,68%; 8,46%
e 2,84% do total, respectivamente para Epop; Dpor € Trop. Os resultados
apresentados podem indicar a formacao de um estreitamento na populacéo de
doadoras (Dropr), provavelmente associado ao sucesso de fémeas de
determinadas familias a OPU/IVF. Comportamento similar foi apresentado
anteriormente por Peixoto et al. (2010) ao estudar a populacdo Guzera

selecionada para producgao de leite no Brasil.
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Figura 1.1 Tendéncias do coeficiente de endogamia para a populagéo geral (1.A
- Tpor), doadoras (1.B - Dror), € para os embrides produzidos in vitro (1.C - Epop)

observadas no periodo estudado.

1.A 1.B

1.C
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Tabela 2.4 Frequéncia (N) e percentual (%) de individuos (ou embribes

produzidos in vitro) de acordo com as classes do coeficiente de endogamia.

E Embrides IVEP * Doadoras Populagao Geral
(classe - %) N % N % N %
F=0.00 12404 35,75 354 29,38 7875 62,67
0,00 <F=0,01 9315 26,85 265 21,99 2482 19,75
0,01 <F=<0,02 3762 10,84 187 15,52 712 5,07
0,02<F=<0,03 2616 7,54 106 8,80 329 2,66
0,03 <F=<0,04 1937 5,58 78 6,47 352 2,80
0,04 <F=<0,05 1804 5,20 52 4,32 195 1,55
0,05 <F =0,06 582 1,68 26 2,16 108 0,85
0,06 <F <0,07 647 1,86 35 2,90 155 1,12
0,07 <F<0,08 538 1,55 20 1,66 123 0,98
0,08 <F<0,09 430 1,24 19 1,58 57 0,45
0,09<F=0,10 45 0,13 26 2,16 36 0,28
F>0,10 612 1,76 37 3,07 142 1,13
Total 34.696 100 1.205 100 12.566 100

*N para os dados de embrides IVEP se refere a cada embrido como um individuo.

Apesar do periodo estudado ndo ter mostrado valores alarmantes do

coeficiente de endogamia para Trop, 0S resultados sugerem que devem haver

esfor¢os visando o controle de acasalamentos endogamicos, de forma a prevenir

futura reducéo da variacao de origem genética nas proximas geracoes.

3.3.2 Tendéncias Genéticas

3.3.2.1 Idade ao primeiro parto

De um total de 3.194 animais constantes no banco de dados de idade ao

primeiro parto, 534 tinham informacdes de producao de embrides in vitro. Outras

385 vacas tiveram seu merito genético estimado indiretamente, por possuirem

conexdes proximas aos animais com informacdao fenotipica. O valor genético dos

embrides foi estimado a partir do seu parentesco.

A Figura 1.2 apresenta a tendéncia anual do valor genético estimado (EBVs) da
Arc para Trop (2.A), Dror (2.B) e Eror (2.C).
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As tendéncias genéticas anuais (Figura 1.2) para Arc foram, no geral,
negativas. Para Trop (Figura 2.A), uma diminuicdo de 0,123 dias/ano foi
observada, apesar de nao significativa (P>0,05). No caso de Dror, a tendéncia
genética foi significativamente (P<0,001) negativa, indicando a diminuicdo média
de 0,431 dias/ano. Esse resultado mostra que fémeas Guzerd selecionadas
como doadoras possuem merito genético “superior” para Arc do que fémeas nao-
doadoras nascidas no mesmo ano. Ao estudarem fémeas da raca Holandesa
criadas em um ambiente desafiador, Farajh-Arough et al. (2011) observaram
tendéncia genética anual de -0,75 dias/ano, valor inferior ao observado para Trop
e Drop. NO entanto, deve-se manter claro que, no Brasil, Arc (ainda) ndo é uma
caracteristica diretamente selecionada em rebanhos leiteiros, tendo maior
relevancia como critério de sele¢cdo em rebanhos de corte (LOAIZA-ECHEVERRI
et al., 2013), enquanto a raca Holandesa sofre selecdo mais intensa para tal
caracteristica.

A Figura 2.C mostra a tendéncia genética para Arc em Epop. O decréscimo
linear representado pelo coeficiente de regressao observado de -1.45 dias/ano
€ muito “menor” do que os observados para Trop € Dropr. Os valores de média
anual encontrados para Arc em Epop foi menor (porém, favoravel) do que os
observados para Trop € Dpop N0 periodo de interse¢édo (2003-2011). O grafico
(Figura 2.C) indica a existéncia de dois momentos distintos. O primeiro (entre
2003 e 2007) apresenta clara e pronunciada diminuicdo da média anual dos
valores genéticos estimados para Arc. O momento seguinte, entre 2007 e 2012,
mostram um pequeno aumento de medias anuais. De 2012 a 2013, houve
novamente diminuicdo dos valores médios. Portanto, o primeiro momento
representa o aumento do uso da OPU/IVEP em rebanhos de corte, onde se
popularizou inicialmente (BONI, 2012). O segundo momento € principalmente
atribuivel ao inicio da utilizacdo de sémen sexado, tornando a OPU/IVEP

comecou a ser aplicada de forma consistente em rebanhos leiteiros.
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Figura 1.2 Tendéncias genéticas para Arc ha populacao geral (3.A - Tpor), Na
subpopulacdo de doadoras (3.B - Dror), € na subpopulagdo de embribes
produzidos in vitro (3.C) observadas no periodo estudado.

2.A 2.B

2.C

Tendéncias genéticas observadas para Arc no presente estudo indicam
que fémeas submetidas a OPU/IVEP entre 2003 e 2013; e dos embribes
produzidos a partir desta biotecnologia, foram superiores quando comparados

com a populagdo Guzera de duplo propdsito no Brasil.
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3.3.2.2 Producao de leite

A analise genética da producao de leite em 305 dias de lactacdo (PL3os),
foi realizada com base em 5.394 registros, de 4.108 vacas Guzera. Destas, 581
encontravam-se também no arquivo de dados de producéo in vitro de embrides,
tendo seu mérito genético estimado a partir do seu fenétipo. Outras 412 vacas
tiveram seu mérito genético estimado indiretamente, por possuirem conexdes
préximas aos animais com informacéao fenotipica. O valor genético dos embrides
foi estimado a partir do seu parentesco, constituindo-se, portanto, do valor
genético parental.

As tendéncias anuais das medias do valor genético estimado para PLsos
foram positivas tanto para a populacdo geral (Tepop) quanto para as
subpopulacdes (Dror e Eropr) estudadas (Figura 1.3). A Figura 3.A apresenta a
tendéncia genética anual para Trop, 0 qual consistiu em um aumento médio de
6,63 Kg/ano para vacas nascidas entre 1994 e 2009. N&o foi encontrada
tendéncia significativa entre 1994 e 1999, mas apés o ano 2000, o coeficiente de
regressao assumiu comportamento linear positivo. Tendéncias similares foram
reportadas por Bruneli et al. (2014) para o mesmo periodo (entre 2000 e 2009),
ao estudarem a populacdo Guzera no Brasil. Estes resultados podem ser
atribuidos a primeira avaliacdo genética para producdo de leite publicada no
2000, a qual favoreceu a escolha, por parte dos criadores, de touros de alto
mérito genético.

Na Figura 3.B é apresentada a tendéncia genética para PL305 em Drporp.
Foi observado ganho genético anual médio de 8,02 Kg/ano. Apos o ano 2000, a
média anual de EBVs para PL3os na populacdo de doadoras (Dror) foi do que a
média encontrada nos mesmos anos na populacdo geral (Trop). Esse resultado
confirma a pressuposicdo de que doadoras representam individuos de alto
meérito genético na populacéo.

A Figura 3.C as médias anuais dos valores genéticos estimados para os
embrides nascidos entre 2003 e 2013 (Eror), sendo observada tendéncia linear
positiva. O resultado mostra um ganho genético anual médio de 10,40 Kg/ano,
valor superior aos observados em Tror € Drop. NO entanto, as medias anuais

dos valores genéticos estimados para PL305 na subpopulacdo de embrides
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foram, em geral, as menores dentre os conjuntos de dados analisados. Isso
ocorre, principalmente, devido aos touros oriundos de selecao para a producéo
de carne presentes nos dados de fertilizagdo in vitro, os quais possuem menor
valor genético para a producéao de leite.

Peixoto et al. (2006) reportaram tendéncias de +6,47 Kg/ano para vacas
Guzeréa que pariram entre 1997 e 2004. Este valor € maior do que a tendéncia
observada em no presente estudo em Trop, porém, inferior aos coeficientes de
regressao estimados para Dpor € Eporp.

Os resultados de tendéncia genética de PlLsos para vacas Guzera
submetidas a OPU/IVF (Dror), para o periodo analisado no presente estudo,
apresentaram maiores valores genéticos do que aqueles apresentados pelos
individuos contidos na populacéo geral nascidos nos mesmos anos. Apesar do
mérito genético estimado para os embribes ter, em média, menores valores
anuais, os coeficientes de regressdo mais elevados podem ser atribuidos a

reducao do intervalo de geracdo nesta subpopulacédo especificamente.
Figura 1.3 Tendéncias genéticas para PL3os na populagéo geral (3.A - Tpop), Na

subpopulacdo de doadoras (3.B - Dror), € na subpopulacdo de embrides

produzidos in vitro (3.C) observadas no periodo estudado.

3.A 3.B
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3.C

3.3.2.3 Caracteristicas relacionadas a producao de o6citos e embrides

N&o foram observadas tendéncias lineares evidentes para caracteristicas
relacionadas a producdo in vitro de embrides. Todos os coeficientes de
regressao foram nao significantes (P>0,05) tanto para o termo linear, quanto
quadréatico. Da mesma forma, os valores de coeficiente de determinacéo foram
baixos (entre 0,033 e 0,11).

Considerando que nenhuma dessas caracteristicas foi selecionada na
populacao considerada neste estudo, a auséncia de tendéncia pronunciada ou
significativa € compreensivel (Figura 1.4). Comparando as médias dos valores
genéticos estimados para as quatro caracteristicas estudadas, observa-se que
Nov e Nems assumem valores positivos por toda a série temporal estudada,
enquanto Pov e Pevs apresentam valores médios negativos em diversos anos.
Este resultado sugere que a selecdo indireta pode ter ocorrido para as
caracteristicas numéricas (Nov e Nems). Uma explicagdo para isso encontra-se
nos processos ocorridos na empresa responsavel pela OPU/IVEP. O nimero de
estruturas coletadas por sessdo, sendo a primeira informacao a ser registrada,
assume relevante papel na categorizacdo das doadoras por sua produtividade.
Da mesma forma, o nimero de embrides produzidos por doadora caracteriza

sua rentabilidade em um programa de producao de embrides.
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Figura 1.4 Tendéncias genéticas para Nov (4.A); Pov (4.B); Nems (4.C) e

Pems (4.D) estimada na subpopulacdo de doadoras (por ano de nascimento).
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Animais que produzem mais odcitos a OPU tendem a ser submetidos a
um maior numero de procedimentos de coleta do que animais que produzem
menos estruturas. O mesmo é esperado de vacas que produzem mais embrides
a IVF. Caracteristicas relacionadas aos percentuais de odcitos e embrides
tendem a receber menos atencdo nas racas Bos indicus devido a sua

capacidade de produzir grandes quantidades de odcitos. Além disso, as vacas
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filhas de doadoras (produzidas in vitro) tendem a representar os individuos de
maior mérito genético na populacdo, tendo maior probabilidade de serem
selecionadas como doadoras na proxima geracdo. Esse processo pode estar
causando a transferéncia de alelos favoraveis a producéo in vitro de embrifes

através das geracdes de doadoras.

3.3.3 Associacdo genética entre caracteristicas produtiva, reprodutiva e

relacionadas a producao in vitro de embrides

Correlagbes genéticas “empiricas” entre PlLsos, Arc e caracteristicas
relacionadas a producéo in vitro de embrifes foram obtidas através do calculo
do coeficiente de correlacdo de Pearson entre os EBVs para estas

caracteristicas em individuos de Dprop (Tabela 2.5).

Tabela 2.5 Coeficiente de correlagcdo de Pearson entre os valores genéticos

estimados para Arc, PL3os e a producgdo in vitro de embrides.

Iltem N* Nov NEmB Pov Pems
PL3os 993 0,077 0,094 -0,002 0,065
Arc 919 -0,001 -0,009 0,107 -0,014

" Numero de individuos com valor genético estimado para ambas as caracteristicas.

No geral, correlacbes entre EBVs foram todas préximas de zero. A
correlacao ligeiramente mais alta foi observada entre Arc € Pov, a qual é
desfavoravel, porém, ainda de magnitude muito baixa,

Merton et al. (2009) também reportaram, para animais da raca Holandesa,
correlagcdes proximas de zero entre os valores genéticos estimados para o
namero de complexos cumulus-odcito (equivalente a Nov) para 74 touros e 0s
indices de fertilidade de suas filhas. Estes resultados sugerem que,
provavelmente, existe fraca associacdo entre a producao in vitro de embrides
com a reproducao natural e a producgao de leite.

Tendéncias anuais favoraveis foram observadas para Plszos e Arc,
enquanto a producdo in vitro de embribes apresentou tendéncias nao
significativas. Esse resultado reforga a ideia da existéncia de fraca associacao

entre tais caracteristicas. Torna-se possivel, entdo, inferir que a sele¢do para a
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producao in vitro de embrides nédo exerce influéncia sobre o mérito genético da

populacdo quanto a producao de leite e idade ao primeiro parto.

3.4 CONCLUSAO

Os embrides produzidos in vitro, gerados entre 2003 e 2013 e analisados
neste estudo apresentaram tendéncias genéticas favoravelmente pronunciadas
para PLss e Arc. No entanto, também foram observados coeficiente de
endogamia médio ligeiramente superiores do que os encontrados para o total da
populacdo. Tendéncias reportadas para a endogamia na populacdo nao
apresentaram valores alarmantes para o periodo estudado, mas podem
representar um risco para a manutencao da diversidade genética nas geracdes
futuras se ndo controlada de forma efetiva. Além disso, um possivel
estreitamento pode estar ocorrendo uma vez que o nimero de animais dentro
dos grupos de elevado coeficiente de endogamia foi mais frequente dentro da
subpopulacao de doadoras do que na populacéo geral.

Caracteristicas relacionadas a producdo in vitro de embrides
apresentaram fracas e nao significantes tendéncias genéticas, confirmando sua
condicao de caracteristica nunca antes diretamente selecionadas na populacdo

estudada.
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CAPITULO 3. Efeitos da endogamia sobre a produc&o in vitro de embrides

na raca Guzera.
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RESUMO. O objetivo deste estudo foi estimar o efeito da endogamia sobre os
resultados de producéo in vitro de embrides na populacdo Guzera no Brasil. O
percentual de individuos (e embriées) ndo-endogamicos e a média do coeficiente
de endogamia para as dadoras, embrides e reprodutores foi 29,38%; 35,76%;
42,86% e 1,98 + 2,68; 1,32 + 3,13; 2,08 + 2,79, respectivamente. O coeficiente
de endogamia da doadora, do reprodutor e dos embrides foram incluidos tanto
como variaveis categoéricas, quanto variaveis continuas (efeitos linear e
quadratico). Dois modelos distintos foram aplicados, um para explicar
caracteristicas de producéo de odcitos, outro para caracteristicas de producao
de embrides. O aumento do coeficiente de endogamia (F) da doadora prejudicou
de forma significativa o nimero de odcitos viaveis (Nov), nimero de od6citos grau
I (Ne1) e nimero de embrides clivados (Ncwv). Além disso, maiores valores de F
da doadora influenciaram o percentual de odcitos de grau | (Pai), percentual de
embrides viaveis (Pems) e percentual de embribes clivados que se tornaram
embrides viaveis (Pcxe). Nao foi observado efeito significativo da endogamia do
reprodutor (pai dos embrides) sobre a producéo in vitro de embrides. O aumento
do coeficiente de endogamia dos embrides influenciou o nimero de embrides
viaveis, o percentual de embribes viaveis (Pems); e percentual de embrides
clivados que se tornaram embrides viaveis (Pcxe). Os resultados sugerem que
o0 aumento do coeficiente de endogamia dos embrides pode ser desfavoravel a
capacidade do embrido de sobreviver aos desafios impostos pelo ambiente in

vitro. Submeter fémeas Guzera endogamicas a biotécnica de producao in vitro
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de embriGes pode, a longo prazo, reduzir o nimero de embrides viaveis obtidos
por doadora. Isto pode, consequentemente, ocasionar em aumento de custo dos
programas de producéo de embrides bovinos. Altos niveis de endogamia devem,
portanto, ser evitados na escolha de fémeas Guzerd como doadoras e no

planejamento de acasalamentos para producao in vitro de embrides.

Palavras chave: reproducédo artificial; depressdo endogamica; homozigose,;

puncao ovariana,; fertilizacao in vitro; zebuinos

ABSTRACT. The objective of this study was to estimate the effect of inbreeding
over in vitro embryo production traits in a dual-purpose Guzera breed population.
The percentage of non-inbred individuals (or embryos) and mean inbreeding
coefficient of donors, embryos and sires were 29.38%; 35.76%; 42.86% and
1.98+£2.68; 1.32+3.13; 2.08£2.79, respectively. Inbreeding coefficient of the
donor, the sire (used in on in vitro fertilization) and the embryo were, separately,
included in the proposed models as either a class variable or continuous variable
(linear and quadratic effects). Two different models were used, one for oocyte
production traits and one for embryo production traits. The increase of inbreeding
of the donor significantly impaired the number of viable oocytes (Nov), number of
grade | oocytes (Nai) and number of cleaved embryos (Ncvv). Also, donor F
influenced the percentage of grade | oocytes (Pa), percentage of viable embryos
(Pems) and percentage of cleaved embryos that turn into embryos (Pcxe). No
significant effects were observed for the sire (father of the embryos) inbreeding
over the traits analyzed. Embryos inbreeding influenced the number of viable
embryos (Nems), percentage of viable embryos (Pewms), and percentage of cleaved
embryos that turn into embryos (Pcxe). Results suggest that increase in embryo
inbreeding might be unfavorable to embryos ability to survive the challenges that
in vitro environment demands. Submitting highly inbred Guzera female donors to
in vitro embryo production technologies may, in log-term, reduce the number of
embryos obtained per cow. This could, therefore, increase relative costs of
embryo production programs. High levels of inbreeding should, therefore, be
avoided when selecting Guzera female donors and planning in vitro embryo

production programs.
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Key words: bovine artificial reproduction; inbreeding depression; homozygosis;

ovum-pick up; in vitro fertilization; zebu cattle

4.1 INTRODUCAO

Endogamia € definida como o acasalamento de individuos os quais
possuem um ou mais ancestrais em comum (FALCONER; MACKEY, 1996) e
suas consequéncias sao apresentadas em duas teorias bem estabelecidas. A
primeira é fundamentada no modo de acdo génica denominado “dominancia
parcial”, no qual a endogamia € responsavel por aumentar a frequéncia de
individuos homozigotos na populacdo, levando ao aumento de desordens
recessivas indesejaveis (CROW; KIMURA, 1970; KEARNEY et al., 2014). A
teoria da sobredominancia sugere que individuos heterozigotos expressam
fendtipo médio superior a ambos o homozigoto dominante e recessivo. A
reducdo da frequéncia de heretorizogotos, consequentemente, reduziria a
expressao da sobredominancia na populacdo (CROQUET et al., 2007). Como
resultado da endogamia, verifica-se o efeito negativo sobre caracteristicas de
interesse econdmico, conhecido por “depressdo endogamica” (DICKERSON,
1963).

Diversos estudos reportaram efeitos desfavoraveis da endogamia sobre
caracteristicas reprodutivas, tanto em gado de leite, quanto em gado de corte
(GONZALEZ-RECIO et al., 2007; ROKOUEI et al., 2010; MC PARLAND et al.,
2007; THOMPSON et al., 2000; SEWALEM et al., 2006; SANTANA JR. et al.,
2010b). Assumindo que a reproducdo natural pode ser definida como um
processo biolégico complexo, influenciado por inUmeros fatores, 0 mesmo deve
ser deduzido de caracteristicas relacionadas a reproducdo artificial (producédo de
embrides in vivo e in vitro) (PEREZ et al., in press). Ambas a reproducao natural
e artificial, devem inclusive, ser afetadas por fatores genéticos e ambientais
semelhantes, uma vez que biotécnicas reprodutivas visam simular as condi¢des
de reproducédo natural de forma a obter resultados positivos (STROEBECH et
al., 2015, BARUSELLI et al., 2015).
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A producgéo de embrides bovinos tem sido implementada com bastante
sucesso, consistindo na ferramenta mais reconhecida para favorecer o
progresso genético na populacdo. A puncdo ovariana (OPU) seguida de
producédo in vitro de embrides (IVEP), em especial, tem crescido de forma
expressiva ha América do Norte e do Sul (apesar de apresentar leve decréscimo
na Europa) (STROEBECH et al., 2015). Autores, recentemente, tém sugerido
importante aplicacdo da IVEP nos programas de selecdo gendmica
(KADARMIDEEN et al., 2015).

Assim como tem sido sugerido para o efeito sobre a reproducao natural,
€ possivel presumir que o aumento dos niveis de endogamia pode influenciar
caracteristicas relacionadas a producdo de embrides. No entanto, apesar das
evidéncias apontarem para componentes genéticos permeando 0 sucesso a
reproducao artificial, estudos considerando os efeitos da endogamia sobre
caracteristicas relacionadas a producao in vitro de embrides séo raros ou nao
existentes.

Portanto, objetivo deste estudo foi estimar efeitos da endogamia da
doadora, do reprodutor (cujo sémen foi utilizado na fertilizagéo in vitro) e dos
embrides sobre os resultados da producéo de odécitos e embrides na populacéo
Guzera de duplo propésito no Brasil.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Dados

Informacdes referentes a producdo de odécitos e embribes foram
analisadas baseando-se em um arquivo de dados contendo resultados de 5.716
sessbes de OPU/IVF (os quais deram origem a 34.696 embrides) realizados em
1.205 doadoras da raca Guzerda, originadas de 20 rebanhos com diferentes
propositos de selecdo (corte, leite e duplo propdsito), filhas de 262 touros. Os
animais tinham entre 1 e 20 anos de idade ao momento da OPU. As sessdes
foram efetuadas por uma empresa privada de producdo de embribes, entre

marco de 2003 e julho de 2013. O numero de sessdes por doadora variou de 1
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a 49 e os intervalos entre sessdes (na mesma doadora) variaram de 7 a 120
dias. Sémen de um total de 147 touros foi utilizado no procedimento de IVF.
A estatistica descritiva dos dados utilizados no desenvolvimento do

presente estudo sé apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Mediana, média, desvio padrao (SD), coeficiente de variagédo (CV),

valores minimo e maximo para as caracteristicas analisadas.

Item Mediana Média SD CV(%) MIN MAX
Nov 12,00 15,61 12,74 81,67 1 99
Nl 3,00 3,40 3,62 106,47 0 40
Nunv 8,00 10,79 9,13 84,61 0 87
Nbc 3,00 4,94 5,37 108,70 0 60
NcLv 10,00 12,16 10,00 82,23 0 91
NewmB 4,00 6,07 5,67 93,41 0 65
Pov (%) 60,00 59,03 13,77 23,32 6,25 100
Pai (%) 20,00 22,97 18,74 81,58 0 100
Poc (%) 16,67 18,46 12,87 56,03 0 100
PcLv (%) 69,23 65,51 19,36 29,55 0 100
Pewms (%) 33,33 34,68 19,68 56,74 0 100
Pcxe (%) 50,00 53,76 26,71 49,68 0 100

@ Nov = numero de odcitos viaveis, Nei = numero de odcitos de grau |, Nunv = nimero de oécitos
invidveis Noc = nimero de odcitos degenerados, Ncv. = nimero de embrides clivados, Nems =
namero de embrides viaveis produzidos, Pov = percentual de odcitos vidveis, Pai = percentual de
odcitos de grau |, Poc = percentual de odcitos degenerados, PcLv = percentual de embrides clivados,
Pems = percentual de embrides viaveis e Pcxe = percentual de embrides clivados que tornaram-se

embrides viaveis.

A matriz de parentesco utilizada nas analises deste estudo continha 6.850
animais. Acasalamentos realizados in vitro (n=5.716) foram incluidos no arquivo
de genealogia (cada “acasalamento” como um individuo) de forma a estimar os
coeficientes de endogamia para os embrides. O arquivo de pedigree completo
continha 12.566 entradas de dados. Os coeficientes de endogamia foram

calculados para cada animal no arquivo de genealogia com base numa
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adaptacdo do método proposto por Meuwissen e Luo (1992), utilizando o
software ASREML (verséo 4.0, GILMOUR, 2014).

O efeito do coeficiente de endogamia de trés fontes diferentes (doadoras,
reprodutores e embrides) sobre caracteristicas relacionadas a producéo in vitro

de embrides foram testados.

4.2.2 Puncao ovariana e producdao in vitro de embrides

As estruturas foram obtidas por puncdo ovariana guiada por ultrassom,
como descrito por Seneda (2001), seguida de fertilizacdo in vitro um dia apos
aspiracao. As sessfes de OPU foram realizadas por técnicos de uma empresa
de producdo de embrides, localizada no estado de Minais Gerais, Brasil. Os
procedimentos e métodos da puncao ovariana e da producdo in vitro de embrides
foram realizados como descrito por Perez et al. (in press). Odcitos foram
classificados considerando seu grau de viabilidade de acordo com o numero de
células do cumulus e do citopasma do complexo cumulus-oécito (graus I, Il e lll,
sem cumulus, expandidos, atrésicos ou degenerados), como descritos por
Lonergan (1992).

4.2.3 Andalise e modelos propostos

Todas as analises foram realizadas no software ASReml (versdo 4.0,
GILMOUR et al., 2014) e a significancia estatistica dos fatores incluidos nos
modelos foi baseada no teste F de Wald. O presente estudo considerou o efeito
do coeficiente de endogamia (da doadora, do reprodutor e dos embribes,
separadamente) através da inclusdo do mesmo nos modelos como variavel
continua e como variavel categorica (F=0; 0 <F 2>3,5;3,5<F=7,0e F >7,0),
como proposto por Mc Parland et al. (2007). A categoria F=0 (animais nao
endogamicos) foi considerada a categoria de referéncia. Os componentes linear
e quadratico da regresséo do coeficiente de endogamia sobre as caracteristicas
estudadas foram considerados quando incluida como variavel continua.

Caracteristicas relacionadas a producdo de odcitos e embrides foram:

namero de odcitos viaveis (Nov), numero de odcitos de grau | (Nai), nimero de
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odcitos inviaveis (Nunv), numero de odcitos degenerados (Npc), numero de
embrides clivados (Ncvi) e o nUmero de embrides vidveis produzidos (Newms).
Variaveis percentuais foram, o percentual de odcitos viaveis (Pov), percentual de
oocitos de grau | (Pai), percentual de oocitos degenerados (Ppc), percentual de
embrides clivados (PcLv), o percentual de embrides viaveis (Pems) € 0 percentual
de embribes clivados que se tornaram embrides viaveis (Pcxe). Pov foi calculada
como proporc¢ao do total de odcitos aspirados, enquanto Pai, PcLv € Pems foram
calculados como proporgdes de Nov; Pog foi calculado como proporgéo de Nunv
e Pcxe calculado da proporcdo de Nems em relacéo a Ncvv.

Para caracteristicas relacionadas a puncao ovariana (Nov; Naci; Nunv; Nbc

e Pov, Pai, Pbc), 0 seguinte modelo foi proposto:

Yijkimn = U+ hy; + bh; + seasony + intOPU, + tech,, + BAge +
1)

B.Age + animal, + pe, + €;jkimn .

onde y;jumn representa a caracteristica em analise; u € o intercepto; hy; € o
efeito fixo de rebanho-ano da OPU (i=1,2,...,108); bh; € o efeito fixo do rebanho
de nascimento da doadora (j=1,2...20); season;, é a estacdo da OPU (k=1 ou 2);
intOPU, é o efeito fixo das classes de intervalo entre as sess6es de OPU
(i=1,2,...,6); tech,, € o efeito fixo do técnico responsavel pela OPU (m=1,2,...7);
BAge e B,Age representam a idade da doadora a OPU (em meses) como
covariavel (efeitos linear e quadratico); pe, é o efeito aleatério de ambiente
permanente (o= 1,2...1205); e e;jmn representa o efeito aleatdrio residual.
Também foi incluido o efeito aleat6rio de animal (animal,) de forma a estimar o
componente genético aditivo.

Para caracteristicas relacionadas a producdo de embrides (NcLv, Newms,

PcLv, Pems € Pcxe) 0 seguinte modelo foi proposto:

Yijkimn = U+ hy; + bh; + seasony + intOPU, + tech,, + BAge +

)
p2Age + animal, + pe, + IVFbull, + e;jximn.
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onde IVFbull, é o efeito aleatorio do reprodutor cujo sémen foi utilizado na IVF
(pai dos embrides) (o= 1,2, ...147) e todos os outros efeitos sdo idénticos aos
definidos no modelo 1.

A Tabela 3.2 apresenta para quais caracteristicas cada fonte de
endogamia proposta foi testada. Uma vez que os efeitos relacionados ao
reprodutor e ao embrido influenciam o processo apenas a partir do procedimento
de fertilizag&o in vitro, 0s mesmos foram testados apenas sobre caracteristicas
relacionadas a producao de embrides.

De forma a obter estimativas mais acurada para cada caracteristica
analisada, variaveis de contagem foram modeladas através de modelos lineares
mistos generalizados assumindo distribuicdo de Poisson e funcdo de ligacao
Logaritmica (n; = In[y;]). Da mesma forma, caracteristicas relacionadas a
percentuais foram analisada assumindo distribuicdo Gaussiana e funcdo de
ligacao “identidade” (n; = u;). As solugdes dos efeitos fixos (e respectivos erros
padrdo) foram, entdo, transformadas de volta a escala da variavel resposta
através do inverso da funcdo de ligacdo (u; = exp[n;], para a funcao de ligacédo

logaritmica) de forma a permitir a inferéncia sobre os valores observados.
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Tabela 3.2 Efeitos da endogamia da doadora;
do reprodutor e do embrido incluidos em cada

variavel estudada.

ltem? F da F do de~
Doadora reprodutor embrido
Nov X - -
Nl X - -
Nunv X - -
Nbc X - -
NcLv X X X
NEme X X X
Pov X - -
Pai X - -
Poc X - -
PcLv X X X
Pewvs X X X
Pcxe X X X

2Nov = numero de 04citos viaveis, Nci= nimero de o6citos
de grau I, Nunv = nimero de odcitos invidveis Npoc =
namero de odcitos degenerados, Ncv. = numero de
embrides clivados, Nems = nimero de embribes viaveis
produzidos, Pov = percentual de odcitos viaveis, Pci =
percentual de odcitos de grau |, Poc = percentual de
oocitos degenerados, Pcv = percentual de embrides
clivados, Pems = percentual de embrides viaveis e Pcxe =
percentual de embrides clivados que tornaram-se

embrides viaveis.

4.3 RESULTADOS

A analise da estatistica descritiva evidencia uma variagdo de alta
magnitude para as variaveis estudadas. Valores do coeficiente de variacido
variaram entre 29,55% a 108,70%. A média do coeficiente de endogamia (F)
para as doadoras, embrides e reprodutores foi 1,32 +£ 3,13; 1,95+ 2,68 e 2,08

2,79 respectivamente (Tabela 3.3). Considerando apenas animais endogamicos,
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a média de F foi 2,26%; 5,26% e 2,17% respectivamente, para doadoras,
reprodutores e embrides. A propor¢cdo de individuos ndo endogéamicos foi
29,38%; 42,86% e 35,76% para 0S mesmos grupos, 0 que sugere que a
endogamia € mais frequentemente praticada em doadoras Guzera do que em
reprodutores ou embribes produzidos in vitro. No entanto, o grupo de
reprodutores apresentou propor¢ao de 12,38% para individuos com F maior que
7%, enquanto para doadoras e embrides, a proporcéao foi de 8,46% e 4,68%,
respectivamente, sobre o total de individuos em cada um dos grupos.

A Tabela 3.4 apresenta os coeficientes de regresséo para os termos linear
e quadrético, assim como as solucdes dos efeitos fixos para as categorias de F
da doadora sobre caracteristicas relacionadas a producéo de odécitos (Nov, Nal,

Nunv € Nbg) e de embrides (NcLv € Nems).

Tabela 3.3 Frequéncia (N) e percentual (%) dos individuos (ou sessdes de IVF)

de acordo com classes de coeficiente de endogamia.

F Embrides IVEP* Doadoras Reprodutores
(classe) N % N % N %
F=0 12.406 35,76 354 29,38 63 42,86
0>F<35 17.632 50,82 562 46,64 46 31,64
35 >F=<7 2.596 14,32 187 15,52 19 13,10
F>7 1.145 4,68 102 8,46 18 12,38
Total 34.696 100 1.205 100 147 100
F Médio 1,32+ 3,13 1,95 + 2,68 2,08 +2,79
(engo'\é'ééﬂﬁ:os) 2,17+3,15 2,26 + 3,39 5,26 + 4,49
Maximo 25,24% 30,50% 12,50%

*N para os dados de embrides IVEP se refere a cada embrido como um individuo.

A endogamia da doadora, quando incluida como uma covariavel no
modelo, apresentou efeito quadratico sobre Nov. Doadoras pertencentes a
categorias de F>7% produziram -0.6955 odcitos vidveis quando comparadas
com doadoras ndo endogamicas (F=0%). O efeito do F da doadora sobre Nai,
quando tratado como variavel continua, foi linear e negativo (-0,0505 para 1% de
aumento em F). Quando incluido como variavel categorica, doadoras com F>7%
produziram -0,3986 * 0,2099 odcitos de grau | comparadas as doadoras ndo

endogamicas. Os efeitos do coeficiente de endogamia da doadora sobre Nunv e
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Noc ndo foram significativas tanto quando incluido como variavel discreta,
quanto categorica. No entanto, ambos os efeitos apresentaram comportamento
similar, em que doadoras na categoria 3,5% < F = 7,0% produziram um maior
namero de estruturas (para Nunv € Nbg) do que vacas ndo endogamicas e com
F>7%. Efeito quadratico significativo (P<0,05) também foi detectado para o
aumento do F da doadora sobre NcLv. Doadoras no grupo de 0% < F = 7,0%
apresentaram maior producao de embrides clivados, mas doadoras com F>7,0%
produziram em média -0,1935 + 0,1512 embriGes clivados do que animais nao
endogamicos. O coeficiente de endogamia da doadora nao influenciou News,
porém, doadoras com F>7% produziram, em média, -0,1479 + 0,2145 embrides

viaveis do que animais ndo endogamicos

Tabela 3.4 Solugdes para o efeito do coeficiente de endogamia da doadora (erro
padrdo entre parénteses) incluido como covariavel (efeitos linear e quadratico) e
como variavel categérica sobre a producdo de odcitos e embrides (variaveis de

contagem).

Iltem Nov Nai Nunv Nbe NcLv Newvs

F como covariavel

. -0,0616 -0,0505 0,0429
Linear (0,0725)  (0,0281) ) ) (0,0393) )
» -0,0034 -0,0030
Quadratico (0,0018) ; ; - (0,0015) ;
F como categoria
0<Fs35 0,0073 -0,0091 -0,1810 -0,2116 0,2082 0,1087
=9 (0,0050)  (0,0110)  (0,2818)  (0,2584)  (0,2314)  (0,1634)
35 <F370 -0,1501 -0,1119 0,4151 0,1642 0,2819 0,3060
' ’ (0,0729)  (0,1096)  (0,3851)  (0,1574)  (0,1716)  (0,2241)
70 -0,6955 -0,3986 -0,3798 -0,2682 -0,1935 -0,1479
' (0,3802)  (0,2099)  (0,3563)  (0,2950)  (0,1512)  (0,2145)
Wald-F 0,037 0,029 0,057 0,091 0,046 0,327

Nov, nimero de odcitos viaveis; Nei, hUmero de odcitos de grau I; Nunv, nimero de odcitos
invidveis; Npbs, nimero de odcitos degenerados; NcLy, nUmero de embrides clivados; e News,

numero de embrides viaveis produzidos.

Efeitos do coeficiente de endogamia da doadora sobre as caracteristicas
percentuais analisadas no presente estudo sdo apresentadas na Tabela 3.5.
Nenhuma influéncia do F da doadora foi detectada sobre Pov €, da mesma forma,

nao foi detectada diferenca entre as categorias de F. O mesmo foi observado
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para Punv e Poc. O componente nédo linear (quadratico) do modelo de regressao
foi significativo (P < 0,05) sobre Pgi, indicando diminui¢ao pronunciada deste tipo
de estrutura em doadoras com F>3,5% quando comparadas a animais nao
endogamicos. Para caracteristicas relacionadas ao embrido, nao foi observado
efeito do F da doadora sobre PcLv, porém, o componente quadratico da
regressao foi significativo para Pems. Doadoras endogamicas apresentaram
maior média para o percentual de embrifes, em especial, doadoras com F entre
3,5 e 7%, para as quais foi observado +1,358% + 0,8849% embrides viaveis
guando comparadas a doadoras ndo endogamicas. Igualmente, efeito ndo linear
do coeficiente de endogamia da doadora para Pcxe foi observado. Assim como
observado para Pews, doadoras Guzerd com valores de F entre 3,5% e 7%
produziram maiores percentuais +2,7251 + 1,1561 em relacdo a doadoras com
F=0%) de embrides clivados que concluiram o processo de producao in vitro,

tornando-se embrides viaveis.

Tabela 3.5 Soluc@es para o efeito do coeficiente de endogamia da doadora (erro
padrdo entre parénteses) incluido como covariavel (efeitos linear e quadratico) e
como variavel categoérica sobre a producdo de odcitos e embribes (variaveis

percentuais).

Iltem Pov Pai Pbe PcLv Pewms Pcxe

F como covariavel

. -0,3370 -0,0199 0,5145
Linear ) (0,1533) ) ) (0,0081) (0,0112)
. 0,0057 0,3305 -0,0331
Quadratico ) (0,0078) ) ) (0,1574) (0,2153)
F como categoria
0<Fs35 0,1264 -0,2581 -0,3666 0,2398 0,6639 0,5717
' (0,4413) (0,2553) (0,4087) (0,6075) (0,6125) (0,8382)
35<F370 -0,8307 -1,853 0,4088 -0,4225 1,358 2,7251
’ ’ (0,6107, (0,8241) (0,5662) (0,8427) (0,8449) (1,1561)
70 0,3255 -1,800 -0,7801 1,541 1,255 0,4081
' (0,8592) (1,160) (0,7969) (1,187) (1,188) (1,6258)
Wald-F 0,375 0,041 0,347 0,461 0,038 0,117

Pov = percentual de odcitos viaveis; Pei = percentual de odcitos de grau I; Poc = percentual de
odcitos degenerados; PcLv = percentual de embrifes clivados; Pems = percentual de embribes

vidveis; e Pcxe = percentual de embrides clivados que se transformaram em embrides viaveis.
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N&o foram detectados efeitos significativos do coeficiente de endogamia
do reprodutor (pai dos embrides) sobre a producéo in vitro de embrides (Tabela
3.6). No entanto, resultado do teste F de Wald (0.064) para o efeito do F do
reprodutor sobre NcLv sugere que uma possivel significancia pode existir.
Reprodutores com 3,5%< F 27,0% e F>7,0% apresentaram respectivamente, em
média, -0,6096 + 0.6336 e -0.6329 + 0.4734 embrides clivados por IVF quando
comparados as sessdes utilizando sémen de reprodutores ndo endogamicos.

A influéncia do coeficiente de endogamia dos embrifes sobre a producéo
de embribes por sessdo de IVF € apresentada na Tabela 3.7. Tanto quando o
coeficiente de endogamia dos embrifes foi incluido como covariavel, quanto
como variavel categorica, este foi significativo (P < 0,05) ao influenciar News,
Pems € Pcxe. O valor de F dos embrides influenciou Nems de forma néo-linear
(B1=0,0108; B2=-0,0024). Quando F foi incluido como varidvel categérica no
modelo, pouca diferenca foi encontrada entre embriées ndo endogamicos e
embrides até 7% F, enquanto acasalamentos cujo F>7.0% apresentaram, em
média, -0,4414 + 0,2750 embrides produzidos quando comparados com
acasalamentos nao endogamicos. Pems também apresentou influéncia do F dos
embrides de forma ndo-linear, ndo sendo detectada diferenca estatistica entre
categorias de F. Para Pcxe, um efeito quadréatico do F do acasalamento também
foi observado. O mesmo comportamento de pouca variacdo detectada para
valores de F do acasalamento até 7%, enquanto embribes cujo F>7% tiveram,
em média, -1,8820% + 1,1651 embrides clivados que concluiram o

processamento in vitro em embrides viaveis.

4.4 DISCUSSAO

Devido a escassez de estudos que consideram o impacto da endogamia
sobre caracteristicas relacionadas a producdo in vitro de embrides na literatura,
a inferéncia sobre os resultados observados no presente estudo foi também
realizada através da analise do comportamento da influéncia do coeficiente de
endogamia sobre caracteristicas naturais comumente estudadas.

Além disso, como afirmado por Mc Parland et al. (2007), devido ao niumero

reduzido de animais com maiores valores de F, efeitos nado lineares detectados



12

no presente estudo, mesmo que significativos, devem ser interpretados com
cautela.

A endogamia da doadora pode ser interpretada de diferentes perspectivas
quando no cenario da producdo in vitro de embriées e no ambito da genética
quantitativa. Quando considerada a producdo de od4citos, a endogamia da
doadora deve ser entendida como a endogamia do individuo influenciando uma
caracteristica reprodutiva. Porém, quando consideradas caracteristicas
relacionadas a producdo do embrido, a endogamia da doadora pode ser
compreendida tanto como endogamia individual (sob a perspectiva da propria
doadora), quanto como endogamia materna (sob a perspectiva do embrido). O

mesmo se aplica a interpretacdo da endogamia do reprodutor (pai dos embrides).

4.4.1 Endogamia da doadora

Influéncias negativas da endogamia sob médias fenotipicas de
carateristicas reprodutivas foram amplamente reportadas em bovinos (MC
PARLAND et al., 2007; HINRICHS; TALLER, 2011). No entanto, estudos
considerando efeitos da endogamia sob a producéo de embrides sao raros.

O efeito do coeficiente de endogamia da doadora sobre Nov foi ndo linear
e, no geral, negativos, conforme o aumento de F. Os resultados indicam que o
decréscimo no numero de odcitos produzidos é pronunciado em doadoras com
F>3,5%. Estudos anteriores (PEREZ et al., in press; MERTON et al., 2009)
demonstraram consideravel percentual de variancia genética para o nimero de
o0citos viaveis produzidos, reportando herdabilidade estimada de 0,19 a 0,25.
Considerando esta magnitude de influéncia genética, é plausivel assumir que a
reducdo da variacdo genética causada pela endogamia pode afetar tal
caracteristica. O coeficiente de endogamia da doadora ndo pareceu influenciar

o percentual de oécitos viaveis produzido (Pov).
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Tabela 3.6 Solucdes para o efeito do coeficiente de endogamia do reprodutor
(erro padrao entre parénteses) incluido como covariavel (efeitos linear e
guadratico) e como variavel categorica sobre a producdo embrides (variaveis

percentuais).

Iltem NcLv Newms PcLv Pevs Pcxe

F como covariavel
Linear - - - - -
Quadratico - - - - -

F como categorias

0<F3235 0,0935 0,1661 1,2853 1,3271 0,4264

: (0,1353) (0,2642) (1,1662) (1,4854) (1,0721)
35<E570 -0,6096 -0,0256 -1,2401 -0,1837 0,5545

: : (0,6336) (0,2925) (1,5785) (2,0062) (0,8332)

£a70 -0,6329 -0,2326 1,7118 1,0864 -1,7620

: (0,4734) (0,3622) (1,7772) (2,3251) (1,8982)
Wald-F 0,064 0,327 0,375 0,800 0,557

Ncve = nimero de embribes clivados; Neme = numero de embribes viaveis; PcLv

percentual de embrides clivados; Pems = percentual de embrides viaveis; e Pcxe

percentual de embrides clivados que se transformaram em embrides viaveis.

O numero de odcitos de grau | produzidos (Nai) foi linearmente (e,
negativamente) influenciado (P<0.01) pelo aumento do coeficiente endogamia
da doadora. Isso indica que a qualidade dos odcitos pode ser prejudicada
quando fémeas Guzerd endogamicas sdo submetidas a puncao ovariana. Os
efeitos similares observados para P, indicam que altos niveis de endogamia da
doadora podem diminuir a qualidade dos odécitos produzidos de forma dramatica.

A Figura 2.1 mostra os efeitos significativos observados do
coeficiente de endogamia da doadora (como varidvel continua) sobre
caracteristicas de contagem.

BezdiCek et al. (2015) observavam que vacas da raca Holandesa
superovuladas com coeficiente de endogamia superior a 3,1% produziam
significativamente mais embribes nado fertilizados do que vacas néao
endogamicas a produgéo in vivo de embrides. Apesar de nao significativos,
resultados do presente estudo sugerem maior niumero de odcitos inviaveis
produzido por doadoras com 3,5 < F 2 7,0. Isso pode confirmar a ideia de que
maiores valores de coeficiente de endogamia podem ocasionar em aumento do

namero de odcitos inviaveis produzidos por doadora a cada sessao.
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Tabela 3.7 Solucdes para o efeito do coeficiente de endogamia do embrido
(erro padrdo entre parénteses) incluido como covariavel (efeitos linear e
guadratico) e como variavel categoérica sobre a producdo de embrides

(variaveis percentuais).

Iltem NcLv Nems PcLv Pewvs Pcxe

F como covariavel

L ] 0,0108 ) 0,2728 0,4314
inear (0,0076) (0,2933) (0,2824)
i ) -0,0024 ) -0,0215 -0,0252
Quadratico (0,0015) (0,0157) (0,0092)
F como categorias

0<F23s 0,3184 0,1113 -1,681 0,3078 1,2520

=9 (0,6031) (0,097) (0,7034) (0,8959) (1,040)
35<F370 0,3215 0,0984 -0,6184 0,8845 1,5102
’ =0 (0,9594) (0,0685) (1,2380) (1,495) (1,0082)
70 3,126 -0,4414 -0,1635 -1,874 -1,8820
' (1,5301) (0,2750) (1,8781) (2,358) (1,1651)

Wald-F 0,214 0,042 0,174 0,740 0,044

Ncve = nimero de embribes clivados; Nems = numero de embribes viaveis; PcLv

percentual de embrides clivados; Pems = percentual de embrides viaveis; e Pcxe

percentual de embrides clivados que se transformaram em embrides viaveis.

O efeito significativo observado do coeficiente de endogamia da doadora
sobre Ncuiv (mas ndo para Nems) pode indicar que ap6s a clivagem o componente
genético da doadora assume menor influéncia sobre a capacidade do embriéo
de manter sua estabilidade no ambiente in vitro.

A Figura 2.2 mostra os efeitos significativos observados do coeficiente de
endogamia da doadora (como varidvel continua) sobre caracteristicas
percentuais.

Por fim, o efeito observado do F da doadora sobre o percentual de
embrides viadveis (Pems), sugerem que o0s genes envolvidos no momento da
clivagem e na viabilidade apés clivagem do embrido podem néo ser os mesmos.
Peixoto et al. (2005) também detectaram efeito positivo da endogamia da
doadora sobre a producéo de embrides (in vivo) em vacas Nelore superovuladas.
Por outro lado, BezdiCek et al. (2015) reportaram diferengas significativas para o
percentual de embrides viaveis produzidos por animais ndo endogamicos (71,
77 %) e animais com coeficiente de endogamia superior a 3,1% (55,13%) em

vacas da raca Holandesa superovuladas.
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Os resultados conflitantes podem ocorrer devido a diversidade dos
critérios de selecdo genética aplicados em cada caso especifico, levando ao
favorecimento de diferentes alelos. Os resultados também podem indicar que o
aumento dos niveis de endogamia nem sempre € prejudicial as caracteristicas
reprodutivas. Uma vez que a homozigose ocorra, majoritariamente, em alelos
favoraveis a caracteristica em questdo, sera observado aumento da média
fenotipica conforme o aumento do coeficiente de endogamia na populacao.

Coyral-Castel et al.,, 2012 compararam haplotipos favoraveis e
desfavoraveis em um QTL (quantitative trait loci) localizado no cromossomo 3
(QTL-F-Fert-BTA3) baseando-se em descobertas anteriores (COYRAL-CASTEL
et al., 2011), os quais foram associados a fertilidade. Os autores indicaram que
a baixa fertilidade em vacas da raca Holandesa pode ocorrer devido a baixa
qualidade oocitaria, a qual resultaria no desenvolvimento prejudicado do

embrido.
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Figura 2.1 Efeito do coeficiente de endogamia da doadora sobre variaveis de

contagem relacionadas a producéo in vitro de embrides. Nov = nimero de odécitos

viaveis; Nei = numero de odcitos de grau I; Ncve = nimero de embrides clivados.
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Figura 2.2 Efeito do coeficiente de endogamia da doadora sobre variaveis

percentuais relacionadas a producao in vitro de embrides. Pci = percentual de
oocitos de grau |; Pems = percentual de embrides viaveis e Pcxe = percentual de

embrides clivados que se tornaram embrides viaveis.

4.4.2 Endogamia do reprodutor

O componente genético associado a caracteristica relacionadas a
fertilidade do touro foram estudados na literatura (SANTANA JR., 2010a;
GREDLER et al., 2007) tanto para racas B. indicus quanto B. taurus. Perez et al.
(in press) sugeriram efeitos notaveis do reprodutor (pai dos embrides) sobre o
total da variacdo encontrada para caracteristicas percentuais relacionadas a
producdo in vitro de embrides na raca Guzera. Maximini et al. (2011) reportaram
sinais de depressdo endogamica sobre a qualidade do sémen bovino.
Baseando-se em resultados de estudos anteriores, era esperado que 0s niveis
de endogamia do reprodutor pudessem influenciar os resultados da producéo de
embrides in vitro. No entanto, ndo foi detectado efeito do coeficiente de
endogamia do reprodutor sobre as caracteristicas analisadas no presente
estudo. Este resultado torna claro que ambos os gametas (espermatozoides e
oocitos) sofrem influéncia de fatores distintos durante o processo de produgéo in
vitro de embrides, ou que ambos séo afetados de forma nao simétrica por fatores
idénticos. O numero reduzido de reprodutores cujo sémen foi utilizado a IVF
(147) no banco de dados pode ser um fator causador da auséncia de efeitos

significativos. Outra explicacdo pode estar na propria tecnologia de producgéo in
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vitro de embrides. Uma vez que biotecnologia visa simular os processos
ocorridos no trato reprodutivo da fémea, efeitos causados por deficiéncias na
fertilidade do touro podem ser minimizados.

Apesar de ndo significativas, as medias observadas das caracteristicas
estudadas para reprodutores com F>7% foram consideravelmente negativas,
sendo -0,6329; -0.2326 e -1.7620% para NcLv, Nems € Pcxe, respectivamente,
guando comparados a resultados de reprodutores ndo endogamicos.

Estudos posteriores objetivando melhor explicar a influéncia da
endogamia do reprodutor sobre a producéo in vitro de embrides poderiam ajudar
a elucidar sobre papel da integridade reprodutiva do macho nos resultados

obtidos a reproducéo artificial de bovinos.

4.4.3 Endogamia do embrido

As solucbes dos efeitos estimados para categorias de F (dos embrides)
sugerem que coeficientes de endogamia superiores a 7% séo prejudiciais aos
resultados de Newms, Pems € Pcxe. Portanto, deve haver uma associacéo entre a
endogamia do embrido e sua capacidade de sobreviver aos procedimentos e ao
ambiente inerente ao processamento in vitro. Van Raden et al. (2002) reportaram
impacto negativo do aumento do coeficiente de endogamia do embrido nas taxas
de concepcao e sobrevivéncia aos 70 dias apds inseminacéo. De forma similar,
Cassel et al. (2003) observaram notavel depressdo endogamica na taxa de nédo
retorno aos 70 dias na raca Jersey, caracteristica fortemente associada a
estabilidade do embrido. A taxa de ndo-retorno € uma caracteristica altamente
correlacionada com a capacidade de sobrevivéncia do embrido. Da mesma
forma, quando analisada sob a perspectiva do embrido, Nems € Pcxe podem ser
igualmente compreendidas como medidas da capacidade de sobrevivéncia do
embrido ao ambiente in vitro. Considerando 0 exposto, o0s resultados
apresentados no presente estudo sugerem que existe associagcdo entre o
coeficiente de endogamia do embrido e sua estabilidade aos processos

reprodutivos in vivo e in vitro.
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A auséncia de efeito significativo (P>0,05) da endogamia do embrido
Guzera sobre PcLv, quando compreendida conjuntamente aos resultados
reportados por Perez et al. (in press) de herdabilidade extremamente baixa
(0.01+0.005) para esta caracteristica (também na raca Guzera) conduz para
uma importante concepgao. A capacidade de clivagem do embrido em
ambiente desafiador (como € o caso do ambiente in vitro) foi, provavelmente,
indiretamente selecionado através das condi¢cdes ambientais extremas
impostas a populagdes de animais Bos indicus sob clima tropical, levando a
situacéo onde alelos que favoreciam a clivagem de embrides sob condi¢des
extremamente desfavoraveis fossem fixados na populacdo Guzera. Essa
hipdtese se reforca quando consideramos a herdabilidade estimada por Merton
et al. (2009) para PcLv de 0,07+0,02 em animais da raca Holandesa criados em
clima temperado, explicitando maior variacdo de origem genética nesta
populacao.

A Tabela 3.7 apresenta os efeitos significativos da endogamia dos
embrides sobre a producdo in vitro de embrides quando F foi incluida como

variavel continua ou categorica.
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Figura 2.3 Efeito do coeficiente de endogamia do embrido sobre a producéo in
vitro de embrides. Pewvs = percentual de embrides viaveis e Pcxe = percentual de
embrides clivados que se tornaram embrides viaveis; e Nems = numero de

embrides viaveis produzidos.
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Tiezzi et al. (2015) estimaram componentes genéticos para a
sobrevivéncia do embrido in vivo usando dados de rebanhos leiteiro da raca
Brown Swiss na Itélia. Os autores reportaram herdabilidades de 0,119 e 0,054
para prenhes por servico e para a taxa de ndo retorno apds 56 dias da
inseminacdo, sugerindo que existe variagdo genética permeando a
sobrevivéncia do embrido aos processos reprodutivos naturais.

Bamber et al. (2009) estudaram aspectos genéticos da perda de gestacao
em gado de leite. Os autores observaram uma maior propor¢cao do total da
variacao oriundo do componente genético do embrido do que de do componente
genético de sua mae. Esse resultado reforca a percepcdo de que o mérito
genético do embrido possui papel notavel em sua capacidade de sobrevivéncia

e, indiretamente, confirmam os resultados observados no presente estudo.

4.5 CONCLUSAO

Tanto efeitos favoraveis quanto desfavoraveis do aumento dos niveis de
endogamia foram observados sobre a producéo in vitro de embrides na raca
Guzera. Altos niveis de endogamia na doadora podem prejudicar o desempenho
de fémeas a producdo de odcitos e embrides. No entanto, o aumento do
coeficiente de endogamia da doadora afetou de forma positiva o percentual de
embrides viaveis produzidos. A endogamia do reprodutor (pai dos embrides) ndo
pareceu influenciar os resultados da producgéo in vitro de embrides na raca
Guzera. Apesar dos valores observados néo representarem uma diminuicdo
drastica do nimero e/ou percentual de estruturas produzidas, coeficientes de
endogamia acima de 7% apresentaram efeito negativo sobre as caracteristicas
estudadas. Valores de F acima de 7% para o embrido foram associados a
diminuicdo da sua capacidade de sobrevivéncia ao processo de producao in
vitro. Altos niveis de endogamia devem, portanto, ser evitados no momento da
escolha de fémeas como doadoras e no planejamento dos acasalamentos a

serem realizados em programas de producdo de embrides.
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CHAPTER 4. Comparacédo de modelos linear, Poisson e binomial negativo
para andlise genética da producdo in vitro de embrides em vacas da raca
Guzera em abordagem frequentista.
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RESUMO. Diferentes estratégias tém sido aplicadas na modelagem da producédo
de embrides; no entanto, nenhuma investigacao critica foi realizada na literatura.
O objetivo do presente estudo foi acessar a qualidade do ajuste e a capacidade
preditiva de diferentes modelos para estudar sua adequacéo a analise genética
sob o algoritmo de maxima verossimilhanca restrita (REML). A comparacéo
envolveu a aplicacdo de quarto modelos hierarquicos frequentistas assumindo a
variavel resposta as seguintes distribuicbes: Gaussiana (variavel transformada -
LOG - e ndo transformada - LIN), Poisson (POI) e binomial negativa (NGB).
Caracteristicas de contagem analisadas foram: numero de odcitos viaveis (Nov),
namero de odcitos grau | (Nai); nimero de odcitos atrésicos (Nat); nUmero de
odcitos degenerados (Nbg); nimero de embrides clivados (NcLv) € nimero de
embrides viaveis (Nems) produzidos. A herdabilidade variou entre 0,16-0,22
(Nov); 0,07-0,12 (Nai); 0,03-0,06 (Nat); 0,11-0,17 (Nbg); 0,13-0,17 (Ncwv); 0,10-
0,16 (Nems) dependendo do modelo aplicado. Ampla variacéo foi observada para
o efeito de ambiente permanente e, consequentemente, a repetibilidade
estimada variou entre 0,53-0,69 (Nov); 0,21-0,37 (Nai); 0,19-0,27 (Nar); 0,27-0,48
(Nba); 0,42-0,59 (Ncrv); 0,34-0,50 (Newms), onde modelos POI detectaram maior
repetibilidade para todas as variaveis estudadas. Modelo POl também
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apresentaram menor valor do erro quadratico médio e do erro quadratico médio
de predicdo (mediante validacdo cruzada) do que outros modelos testados.
Modelos NGB tiveram desempenho similar aos modelos LIN; enquanto modelos
LOG exibiram maior viés dentre os modelos propostos. Valores genético
estimados na populagéo foram altamente correlacionados entre os modelos. O
ndmero de animais repetidos entre os 10% maiores valores genéticos
apresentou menor similaridade. Os resultados sugerem que, sob o método
REML, modelos Poisson sédo mais adequados a analise genética da producéo in

vitro de embrides na raca Guzera.

Palavras chave: comparacdo de modelos, fertilizagdo in vitro, modelos mistos

generalizados, puncéo ovariana, REML, zebuinos

ABSTRACT. Many different strategies have been applied for modeling embryo
production traits; however, no critical investigation was performed in the
literature. The objective of the present study was to assess the goodness of fit
and predictive ability of different models in order to investigate their adequacy for
genetic analysis under REML algorithm. Comparison involved fitting four
hierarchical frequentist models assuming the response variable follows different
distributions: Gaussian (transformed - LOG - and untransformed variables — LIN
-), Poisson (POI) and Negative Binomial (NGB). Count traits analyzed were:
number of viable oocytes (Nov), number of grade | oocytes (Nai); number of
atresic oocytes (Nat); number of degenerated oocytes (Nbc); humber of cleaved
embryos (Ncrv) and number of viable embryos produced (Newg). Heritability
varied from 0.16-0.22 (Nov); 0.07-0.12 (Nai); 0.03-0.06 (Nat); 0.11-0.17 (Npg);
0.13-0.17 (Ncrv); 0.10-0.16 (Newms) depending on the model applied. Major
variation was observed for the permanent environment effect and, consequently,
the repeatability estimated varied from 0.53-0.69 (Nov); 0.21-0.37 (Nai); 0.19-0.27
(NaT); 0.27-0.48 (Npg); 0.42-0.59 (Ncrv); 0.34-0.50 (Newms), where POI models
detected higher repeatability for each investigated trait. POl models also had
lower mean squared error and mean squared error of prediction (upon cross-
validation) than all other models tested. NGB models performed very similar to

LIN models (without variable transformation); while LOG models exhibited the
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highest bias. Donors’ estimated breeding values were highly correlated between
models. The number of repeated animals on the 10% higher EBVs showed lower
similarities. Results suggest that, under REML method, Poisson models are more

adequate for genetic analysis of in vitro embryo production traits in Guzera cattle.

Key words: generalized linear models; in-vitro fertilization; model comparison,

ovum-pick up, REML, zebu cattle

5.1 INTRODUCAO

Biotecnologias reprodutivas sdo, reconhecidamente, as ferramentas
centrais para o progresso genético desde a introducdo da inseminacao artificial
(BARUSELLI et al., 2015) em rebanhos bovinos. Desde entdo, o
desenvolvimento de novas tecnologias, como a multipla ovulacao e transferéncia
de embrides (MOET), e a producdo in vitro de embrides (IVEP) permitiram a
criadores aumentar a pressao de selecédo e reduzir intervalos de geragcédo (BOLS
et al., 2015), mudando drasticamente o mercado de genética bovina. Além disso,
programas de melhoramento genético tem se beneficiado da possibilidade de
multiplicar animais de forma a acelerar a estimagdo do mérito genético dos
individuos com um minimo de confiabilidade.

Racas Bos indicus apresentam excelente desempenho a IVEP
(RODRIGUES, 2015; VIANA et al., 2012) e este € considerado um fator relevante
para o crescimento da puncéo ovariana seguida de fertiliza¢édo in vitro ocorrido
no Brasil nos ultimos 7 anos (KADARMIDEEN, 2015).

A andlise genética de caracteristicas relacionada a producéo in vitro de
embrides pode auxiliar no aprimoramento dos resultados de OPU/IVEP, assim
como na compreensdo do grau de associacdo genética entre estas e
caracteristicas produtivas e reprodutivas comumente incluidas como critério de
selecado em programas de melhoramento.

Caracteristicas de interesse no processo de producdo de embrides
bovinos sdo frequentemente definidas por contagens ou proporgdes entre duas
variaveis de contagem. As estratégias mais adotadas para modelar resultados

da producdo de embrides na literatura foram através de transformacédo da
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variavel (MERTON et al., 2009; PEIXOTO et al., 2004), pressuposi¢cdo de
distribuicdo Gaussiana da variavel resposta (TONHATI et al., 1999) e mediante
utilizacdo de modelos lineares mistos generalizados (KONIG et al., 2007). Dados
de contagem sdo comumente modelados assumindo-se distribuicdes de Poisson
(RODRIGUES-MOTTA et al., 2007, KONIG et al., 2007, VAZQUEZ 2009;2012,
AYRES et al., 2012; ABDOLLAHI-ARPANAHI et al., 2013; VENTURA et al.,
2015) ou binomial negativa (TEMPELMAN; GIANOLA, 1999; VARONA e
SORENSEN, 2010) para a variavel que se deseja explicar. Estudos sugeriram a
presenca de componente genético influenciando a producdo de embrides em
fémeas bovinas, porém, nenhuma investigacao critica acerca da qualidade de
adequacao dos modelos propostos foi reportada.

Modelos mistos lineares (LMM) sdo amplamente implementados na
genética quantitativa (no &mbito do melhoramento animal), porém, sua utilizacéo
para modelagem de varaveis discretas é questionavel (GIANOLA; ROSA, 2015)
se nao realizada, anteriormente, adequada transformacao da variavel estudada.
No entanto, a aplicacdo do LMM para varidveis discretas pode ser uma
abordagem interessante seja para testar a robustez dos algoritmos, seja para
acessar o nivel de viés gerado por essa aplicacdo em problemas enfrentados no
melhoramento animal.

Modelos lineares mistos generalizados (GLMM) (MC CULLAUGH,;
NELDER, 1983) foram propostos a partir da percepcao de que diversas variaveis
de interesse para a estatistica seguem distribuicdes ndo-Guassianas. Estes
modelos sao extensdes do modelo linear misto geral e fazem uso de uma funcao
de ligacdo de forma a incluir os termos aleatorios em um preditor linear.

Apesar do desenvolvimento de novos métodos de estimacdo de
componentes de variancia e do surpreendente aumento do poder computacional
ocorrido nas ultimas décadas, o método de maxima verossimilhanca restrita
(REML) é, ainda, amplamente utilizado em programas de melhoramento
genético no mundo (THOMPSON, 2008).

O objetivo do presente estudo foi acessar a qualidade de adequacao e
capacidade de predicéo de diferentes modelos hierarquicos de forma a investigar
se existe evidéncia estatistica da variacdo genética para caracteristicas

relacionadas a producdo in vitro de embrifes. A andlise estatistica envolveu a



88

adequacdo de quarto modelos hierarquicos (em abordagem frequentista)
assumindo que a variavel resposta segue as seguintes distribuicdes: Gaussiana,

Poisson e binomial negativa.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Dados

O banco de dados continha um total de 5.716 registros de aspiracao
oocitaria e fertilizacdo in vitro, realizadas em 1.205 fémeas doadoras da raca
Guzera. As sessdes ocorreram entre marco de 2003 e julho de 2013, em 20
rebanhos puros. Os procedimentos foram realizados por técnicos de uma
empresa de producdo de embrides localizada no estado de Minas Gerais, Brasil.
A idade dos animais variou entre 1 e 20 anos de idade no momento da OPU. O
arquivo de pedigree usado para determinar o relacionamento genético existente
entre as 1.205 doadoras incluiu um total de 8.670 individuos. O numero de
sessoOes realizadas por doadora variou entre 1 e 49; e os intervalos entre as
sessdes de OPU na mesma doadora variaram entre 7 e 120 dias. Foi utilizado
sémen de 147 reprodutores Guzera diferentes nos procedimentos de IVEP.

As caracteristicas analisadas no presente estudo foram: numero de
odcitos viaveis (Nov), nimero de oécitos de grau | (Nai); nimero de oécitos
atrésicos (Nat); numero de oécitos degenerados (Nbpg); nimero de embribes
clivados (NcLv) e o numero de embrides viaveis (Nems). Componentes de
variancia foram estimados pelo método de méaxima verossimilhanca restrita
(REML), através do software ASREML (4.0, GILMOUR et al., 2014), por meio de
modelos univariados. A Tabela 4.1 mostra a estatistica descritiva dos dados
analisados neste estudo.
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Tabela 4.1 Numero de observacdes (N), medianas, médias, desvio padréo (SD),
valores de minimo e méaximo e a frequéncia de zeros encontrada para as

caracteristicas analisadas.

tem  Mediana Média SD CV(%) Min. Max. N°de zeros
Nov 12,00 15,61 12,74 81,67 1 99 0
Nai 3,00 3,40 3,62 106,47 0 40 1.105
Nat 1,00 2,07 3,34 161,35 0 50 2.286
Nbe 3,00 4,94 5,37 108,70 0 60 546
NcLv 10,00 12,16 10,00 82,23 0 91 9
Newms 4,00 6,07 5,67 93,41 0 48 106

Nov = niumero de odcitos viaveis; Nei = nimero de odcitos de grau I; Nat = niUmero de odcitos
atrésicos; Npc = nimero de odécitos degenerados; NcLv = nUmero de embrifes clivados; News =

ndmero de embrides viaveis.

5.2.2 Puncéao ovariana e producéao in vitro de embrides

As estruturas foram obtidas por punc¢édo ovariana guiada por ultrassom, como
descrito por Seneda (2001), seguida de fertilizacdo in vitro um dia apoés
aspiracdo. As sessdes de OPU foram realizadas por técnicos de uma empresa
de producdo de embrides, localizada no estado de Minais Gerais, Brasil. Os
procedimentos e métodos da puncao ovariana e da producdo in vitro de embrides
foram realizados como descrito por Perez et al. (in press). Odécitos foram
classificados considerando seu grau de viabilidade de acordo com o nimero de
células do cumulus e do citopasma do complexo cumulus-odcito (graus I, 1l e ll,
sem cumulus, expandidos, atrésicos ou degenerados), como descritos por
Lonergan (1992).

5.2.3 Modelos estatisticos

Para cada caracteristica incluida nas analises propostas nesse estudo,
foram testados quarto modelos (animal), incluindo dois lineares mistos e dois
lineares mistos generalizados: o primeiro assumiu distribuicdo Gaussiana da

variavel resposta sem transformacdo (LIN); o segundo assumiu distribuicéo
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Gaussiana da variavel resposta sob transformacgdo logaritmica (logio[x+1])
(LOG); o terceiro considerou um modelo GLMM assumindo distribuicdo de
Poisson; e o quarto um modelo GLMM assumindo distribuicdo binomial negativa
(NGB). As funcbes de ligacdo usadas neste estudo foram a logaritmica (ni =
In[pi]) para POl e NGB; e identidade (ni = pi;) para LIN e LOG, onde ni € o preditor
linear e In € o logaritmo natural.

A distribuicdo negative binomial foi incluida neste estudo por ser uma
extensdo da distribuicdo de Poisson (TEMPELMAN; GIANOLA, 1996) e como
tal, tem sido utilizada para modelar variaveis de contagem. No entanto, residuos
na distribuicdo binomial negativa sdo capazes de absorver variacdo Poisson

extra (MATOS et al., 1997). As definicbes de funcdo de variancia para as
distribuicbes de Poisson (v = ) e negativa binomial (= p+ “{) revelam um

parametro adicional na segunda (¢), o qual “controla” a escala de variagdo. A
sobredisperséo ocorre quando a variancia amostral € significativamente superior
a média (v > p), resulta em possivel subestimacéo dos parametros. Na pratica,
0 parametro phi (¢) permite ao modelo negativo binomial melhor se adequar a
variaveis de contagem superdispersas do que a distribuicdo de Poisson padrao.

Independente da distribuicdo (Gaussiana, Poisson ou negativa binomial)
assumida, os efeitos considerados nos modelos foram idénticos para todas as
analises realizadas no presente estudo.

Para caracteristicas relacionadas a punc¢éo ovariana (Nov, Nai, Nat € Npa),

0 seguinte modelo foi proposto:

Yijkimn = U+ hy; + bh; + seasony + intOPU, + tech,, + BAge +
(1)

p2Age + animal, + pe, + €jkimn .

onde y;jumn representa a caracteristica em analise; u € o intercepto; hy; € o
efeito fixo de interagdo rebanho-ano da OPU (i=1,2,...,108); bh; € o efeito fixo
do rebanho de nascimento da doadora (j=1,2...20); season,, é a estagdo da OPU
(k=1 or 2); intOPU, é o efeito fixo das classes de intervalo entre as sessodes de
OPU (i=1,2,...,6); tech,, é o efeito fixo do técnico responséavel pela OPU

(m=1,2,...7); BAge e f,Age representam a idade da doadora a OPU (em meses)



91

como covariavel (efeitos linear e quadratico); pe,, € o efeito aleatdrio de ambiente
permanente (o= 1,2...1205); e e;jumn representa o efeito aleatdrio residual.
Também foi incluido o efeito aleat6rio de animal (animal,,) de forma a estimar o
componente genético aditivo.

Para este modelo (1), a analise univariada em notacdo matricial foi:

y = Xb + Zu + Spe + e,

onde y = vetor de observacdes; b = vetor de efeitos fixos; u = vetor do efeito
genético de animal; pe = vetor de efeito aleatorio de ambiente permanente; e =
vetor de efeito residual, e X, Z e S sdo as matrizes de incidéncia relacionando os
registros aos efeitos fixos e aleatorios.

E assumido que:

u gA 0 0
varlpe =10 Ioj, O,
e 0 0 Io?

onde g € a variancia genética aditiva, A é matriz de relacionamentos, [
representa a matriz identidade; o}, é a variancia de ambiente permanente e o7
€ a variancia residual.

Para caracteristicas relacionadas a producdo de embriées (NcLv, Nems) 0

seguinte modelo foi proposto:

Yijkimn = U+ hy; + bh; + seasony + intOPU, + tech,, + BAge +

2
p.Age + animal, + pe, + IVFbull, + e;jiimn .

onde IVFbull, € o efeito aleatorio do reprodutor cujo sémen foi utilizado na IVF

(pai dos embrides) (o= 1,2, ...147) e todos os outros efeitos sdo idénticos aos
definidos no modelo 1.

Para este modelo (2), a analise univariada em nota¢do matricial foi:

y =Xb+ Zu + Spe + Wsi + e,
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onde si = efeito aleatério do reprodutor cujo sémen foi usado na IVEP; e os

demais elementos sao idénticos ao modelo 1.

u gA 0 0 01
lo 162, 0 0|
pe pe
Var = | I
b |_0 0 IsZ 0 J
e 0 0 0 Io?

5.2.4 Estimativas de herdabilidade
Herdabilidades (h?) para os diferentes modelos foi calculada da seguinte forma:

Para caracteristicas relacionadas a produc¢éo de odcitos:

af
of +ade + 0’

LIN; LOG and NGB, h? =

o3
of +afe + oAt

POI, hZ =

Para caracteristicas relacionadas a producdo de embrides:

a

o + o +af +ad’

LIN; LOG and NGB, h? =

a
o +afe +af + oAt

POI, h2 =

onde of, of., of e aZ sdo as varidncias estimadas de animal, ambiente

permanente, touro usado na IVEP e residual, respectivamente. Uma vez que, em
modelos GLMM Poisson, a soma dos componentes de variancia nao

corresponde ao total da variacdo, a herdabilidade (sendo h,z] a herdabilidade na

escala n;) para os modelos POI foi calculada como proposto por Foulley e
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Gianola (1997). OA; é o parametro inerente a distribuicdo de Poisson e foi
avaliado na média de cada caracteristica. A o parametro de dispersao (¢) foi
incluido de forma a acomodar a possivel sobredispersdo (TEMPELMAN;
GIANOLA, 1996).

5.2.5 Comparacao dos modelos
Os modelos propostos foram comparados pelos seguintes critérios:

5.2.5.1 Erro quadratico médio (MSE)

2
MSE = n~1 z Vijrimnop — Vijktmnop)

ijklmnop

onde J;jkimnop € O Vetor dos valores preditos; y;jxmnop € O Valor da observagéo

correspondente, e n € o numero de observagdes.

Para LOG, J;jkimnop foi Novamente transformado para a escala original

(contagem de odcitos/embrides) por 10%ikimno® — 1. Devido aos valores preditos
estarem em diferentes escalas nos diferentes modelos, estes foram
transformadas de volta a escala original a partir do inverso da fungéo de ligacao,
sendo para o modelo de Poisson e binomial negativo, y = exp(); e para o

modelo linear y = 1.

5.2.5.2 Capacidade de predicao

A validacdo cruzada (3-fold) foi procedida de forma a acessar a
capacidade preditiva dos modelos propostos. O banco de dados completo foi
dividido em trés partes de forma aleatoria, com a restricdo de que em cada uma
das subdivisbes, todos os rebanhos foram representados. Para a validacéo
cruzada, 2 das 3 subdivisbes foram usadas para adequacéo e predi¢ao (conjunto
de treinamento) e a capacidade preditiva foi testada na subdivisdo restante

(conjunto de teste). Os componentes de variancia, solu¢des dos efeitos fixos e
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aleatorios de cada modelo foram re-estimados para cada um dos trés conjuntos
de treinamento.
O erro quadratico médio de predicado foi usado para comparacédo dos

modelos propostos como definido em:

2

n
MSEP = n_lz(yijklmnop _yi(?klmnop)
i=1

s

onde y;jumnopO Vetor de valores preditos na gésima subdivisao, y;;’klmnop éo

valor predito baseado nos dados oriundos das duas outras subdivisées; e n é o
namero de observac¢des no conjunto de teste. Uma vez que valores preditos para
LOG estavam em escala diferente, estes foram transformados de volta a escala

original por meio do inverso da funcéo de ligacao.

5.2.5.3 Correlacdo de Spearman entre os valores genéticos estimados
(EBVs)

O coeficiente foi calculado como:

6 d?

=1- —="t
p nn? —1)

onde d; € a diferenca entre cada posto de valor correspondente a cada animal
com valor genético estimado para determinado par de rankings; e n € o nimero
de pares de valores.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Estatistica descritiva e analise de efeitos fixos

Das 1,205 doadoras contidas no banco de dados, 13 tinham 1 anos de

idade ou menos; 324 tinham entre 1 e 3 anos de idade; 317 tinham entre 3 e 6
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anos de idade e 551 tinham mais de 6 anos de idade a primeira sessdo de OPU.
Todas as caracteristicas analisadas seguiam distribuicdes proximas a Poisson,
porém a relacdo média-mediana e o coeficiente de variagcdo explicitam as
diferencas entre as mesmas. O coeficiente de variacao variou entre 81,67% e
161,35%. A frequéncia de zeros variou significativamente entre as variaveis
estudadas, Nat e Nei apresentaram maior niumero de zeros, sendo 2.286 e 1.105
respectivamente, valores os quais representam 40% e 19.33% do total do
namero de observagdes (n=5.716). Nov apresentou a menor frequéncia de zeros
(0). O valor de probabilidade (P-valor) estimados para os efeitos fixos néo
variaram significativamente entre os modelos. O efeito de estagcdo (CS) foi o
anico que nao foi significativo (P<0.05) para todas as combina¢cfes modelo-

caracteristica, especificamente para Nat (NGB e LOG) e para Nai (LOG).

5.3.2 Componentes de variancia, herdabilidade e repetibilidade

Os componentes de variancia estimados para cada modelo variaram em
escala (Tabela 4.2). Modelos lineares com (LOG) e sem (LIN) transformacao da
variavel resposta tiveram seus componentes de variancia apresentados na
escala da variavel resposta, enquanto modelos de Poisson (POI) e binomial
negativo (NGB) tiveram seus componentes de variancia reportados na escala do
preditor linear (log[A]). Portanto, a comparagao dos modelos pelos componentes
de variancia estimados é ndo somente imprecisa, mas incorreta. A inferéncia foi,
entdo, fundamentada nas estimativas de herdabilidade, de forma a acessar as
porcBes genética e ambiental do total da variancia capturada por cada modelo
para cada combinacdo modelo-caracteristica.

A herdabilidade estimada para as caracteristicas estudadas variou de
0,1650 a 0,2217 para Nov; 0,1097 a 0,1242 para Nai; 0,0365 a 0,0662 para Nar;
0,1146 a 0,1603 para Npg; 0,1305 a 0,1735 para Ncrv e 0,1033 a 0,1666 para
Newms; dependendo do modelo considerado. Os efeitos genéticos variaram muito
mais quando consideradas as caracteristicas relacionadas a producdo de
oocitos (Nov, Nai, Nat € Nbc) do que as relacionadas a producéo de embrides
(NcLv e Nems). A herdabilidade estimada para Nar foram marcadamente baias
(entre 0,0365 e 0,0662).
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A capacidade de capturar diferentes fontes de variagdo (representada
pelos efeitos aleatérios incluidos) também variou entre os modelos propostos e
entre as combinacdes modelo-caracteristica. Modelos lineares (LIN)
apresentaram os menores valores estimados de herdabilidade para quase todas
as variaveis, exceto Nat e Nai. Modelos lineares mediante transformacédo da
variavel resposta (LOG) e de Poisson (POIl) capturaram proporc¢des médias de
variancia genética, também exceto para Nart. Modelos binomiais negativos
(NGB) capturaram as maiores propor¢cdes para o efeito genético aditivo,
apresentando os maiores valores de herdabilidade para todas as variaveis
estudadas. Nat e Nal, variaveis que exibiram as maiores frequéncias de zeros no
banco de dados, apresentaram as menores estimativas de herdabilidade.
Especialmente para estas duas caracteristicas, o0 modelo LOG apresentou
capacidade prejudicada de detector o efeito genético aditivo.

A repetibilidade estimada apresentou ampla variagdo entre os modelos
testados. Modelos de Poisson (POI) detectaram maior proporcao do efeito de
ambiente permanente, porém, tiveram problemas para atingir convergéncia para
Nat, causando o forcamento dos parametros para os limites, provavelmente,

neste caso, em diregéo ao valor zero (0).
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Tabela 4.2 Estimativas de variancia genética aditiva (02%,), variancia de ambiente
permanente (02%pe), variancia ambiental (o2%), variancia do efeito do reprodutor
(cujo sémen foi usado na IVEP) (0%, herdabilidade (h?) e repetibilidade (r) para

as caracteristicas e modelos considerados.

Item o Ore o; o h? r
LIN 26,0269 58,3901 - 73,2813 0,1650 0,53
Now LOG 0,0182 0,0299 - 0,0445 0,1969 0,64
POIS 0,1296 0,2820 - 0,18192 0,2184 0,69
NGB 0,1178 0,1794 - 0,2342 0,2217 0,56
LIN 1,4201 2,5796 - 8,9402 0,1097 0,31
Ne, LOG 0,0079 0,0143 - 0,0827 0,0757 0,21
POIS 0,1112 0,2686 - 0,6338% 0,1097 0,37
NGB 0,0943 0,1237 - 0,5415 0,1242 0,29
LIN 0,5704 1,8158 - 8,1258 0,0543 0,22
LOG 0,0036 0,0160 - 0,0807 0,0365 0,19

Nar POIS _b _b - _b _b _b
NGB 0,0795 0,2460 - 0,8747 0,0662 0,27
LIN 3,0617 4,599 - 19,0515 0,1146 0,29
Noc LOG 0,0146 0,0160 - 0,0763 0,1367 0,27
POIS  0,1487 0,2682 - 0,44372 0,1727 0,48
NGB 0,1165 0,1154 - 0,4950 0,1603 0,36

LIN 12,1727 27,2451 1,070 52,7975 0,1305 0,42

LOG 0,0132 0,0263 0,0018 0,0501 0,1442 0,43

POIS  0,0946 0,2679 0,0455 0,2056 0,1542 0,59

NGB  0,0906 0,1588 0,0072 0,2657 0,1735 0,48

LIN 3,2498 7,3507 1,3290 19,5344 0,1033 0,34

N LOG 0,0120 0,0207 0,0034 0,05930 0,1257 0,34
EMB

POIS  0,1203 0,2492 0,0634 0,2981% 0,1645 0,50

NGB 0,1043 0,1545 0,0286 0,3385 0,1666 0,41
LIN: modelo linear (assumindo distribuicdo Gaussiana); LOG: modelo linear (mediante

NcL

transformacéo da variavel); POI: modelo de Poisson; NGB: modelo binomial negativo.
2 A aproximacéo de o2 foi definida como A" para os modelos POI.
b Parametros ndo puderam ser estimados n&o puderam ser estimados devido a

problemas de convergéncia.



98

5.3.3 Comparacao de modelos e capacidade preditiva

Os parametros de dispersédo estimados (¢) para os modelos POl e NGB
sao apresentados na Tabela 4.3. O valor de ¢ para POI variou de 1,81 (Newvs) a
2,81 (Nov); e entre 0,21 (Nov) a 0,90 (Nar) para NGB. Os modelos NGB
apresentaram, portanto, menor valor de ¢ do que modelos POI para todas as

combinac¢des modelo-caracteristica estudados.

Tabela 4.3 Parametros de dispersao (¢) estimados para os modelos POl e NGB.

Item Nov Nai NaT Nbc NcLv Nems
POI 2,81 1,93 - 2,19 2,50 1,81
NGB 0,21 0,69 0,90 0,55 0,25 0,33

¢ = Deviance / graus de liberdade

No geral, os modelos POI apresentaram pronunciada superioridade
guando comparados aos modelos LIN, LOG e NGB quanto a adequacao aos
dados de producéo in vitro de embrides. Os valores observados de MSE e MSEP
muito menores para POI. No entanto, modelos POl ndo puderam atingir
resultados acurados para Nat devido a problemas de convergéncia. Modelos LIN
e NGB apresentaram resultados similares de adequacéo as variaveis estudadas,
com valor ligeiramente menor de MSE para LIN, exceto Newms, para o qual NGB
apresentou o menor valor de MSE (16.48 contra 16.79). Modelos LOG
apresentaram os maiores valores de MSE para todas as variaveis. No entanto,
diferencas mais proximas de MSE foram observadas para Nar e Nai entre 0s
modelos LOG e os outros. Os valores de MSEP estiveram de acordo com os de
MSE em todas as combinac6es modelo-caracteristica.

A Tabela 4.4 apresenta os valores obtidos do erro quadratico médio (MSE)
e do erro quadratico médio de predicdo (MSEP) para as combinacdes modelo-

caracteristicas estudadas no presente estudo.
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Tabela 4.4 Valores do erro quadratico médio (MSE) e do erro
quadratico médio de predicdo (MSEP) entre valores observados e

preditos para todas as combina¢des modelo-caracteristica estudados.

Item LIN LOG? POIS NGB
N, MSE 61,43 69,56 52,97 61,86
MSEP 81,21 98,88 58,23 83,26
N, MSE 7.84 9,76 6,60 8,25
MSEP 10,73 14,18 7,34 11,58
N, MSE 7,26 8,81 - 7,32
MSEP 11,48 15,12 - 12,25
MSE 16,81 19,53 13,73 16,82
Noo  Visep 2312 28,36 15,14 23,17
No, MSE 44,90 50,39 36,75 44,47
MSEP 60,75 73,18 43,13 60,86
MSE 16,79 19,16 13,70 16,48
Neve \isEP 2251 27,8 14,01 22,46

a Valores preditos foram transformados de volta a escala original.
LIN: modelo linear (assumindo distribuicdo Gaussiana); LOG: modelo linear
(mediante transformacdo da variavel); POI: modelo de Poisson; NGB: modelo

binomial negativo.

5.3.4 Correlacéao entre valores genéticos estimados

Ao considerar todos os valores genéticos estimados, o coeficiente de
correlagdo de Spearman apresentou baixa variacdo entre os modelos. Os
valores observados variaram de 0,87 a 0,99 (Tabela 4.5). A maior variacao foi
reportada para Nat (de 0,87 a 0,95). No geral, o percentual de animais repetidos
entre os 10% maiores valores genéticos estimados entre dois modelos
apresentou valores inferiores aos coeficientes de correlacdo de Spearman. Nai
apresentou os menores valores (entre 0,61 e 0,74), enquanto News teve 0s
maiores valores (entre 0,69 e 0,80).

Considerando as similaridades entre os 10% maiores valores genéticos
estimados, comparacdes entre os modelos LIN e NGB tiveram 0s menores
nameros de animais repetidos. De fato, os modelos LIN resultaram nos rankings
(top 10% EBVs) menos correlacionados. Para todas as combina¢cdes modelo-

caracteristica, os modelos NGB e LOG parecem resultar em rankings bastante
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similares para os 10% maiores EBVSs, variando entre 74% a 82% de animais
repetidos.

Tabela 4.5 Coeficientes de correlacdo de Spearman (ranking) entre os valores
genéticos estimados para os animais avaliados (acima da diagonal) e percentual
de individuos selecionados em comum considerando os 10% maiores valores

genéticos estimados (abaixo da diagonal) pelos modelos propostos.

ltem LIN LOG POIS NGB
LIN - 0,93 0,92 0,93
Nov LOG 64% - 0,95 0,99
POIS 70% 72% - 0,95

NGB 69% 80% 72% -
LIN - 0,92 0,95 0,92
No, LOG 63% - 0,94 0,97
POIS 68% 65% - 0,95

NGB 61% 74% 67% -
LIN - 0,89 - 0,87
LOG 75% - - 0,95

Nat

POIS - - - -

NGB 70% 7% - -
LIN - 0,93 0,93 0,94
Noc LOG 70% - 0,96 0,98
POIS 65% 71% - 0,96

NGB 70% 81% 75% -
LIN - 0,93 0,92 0,94
N LOG 69% - 0,95 0,99
POIS 68% 73% - 0,95

NGB 71% 82% 74% -
LIN - 0,95 0,95 0,95
LOG 69% - 0,96 0,99

Nems

POIS 71% 73% - 0,97

NGB 73% 80% 74% -

LIN: modelo linear (assumindo distribuicdo Gaussiana); LOG: modelo linear (mediante

transformacéo da variavel); POI: modelo de Poisson; NGB: modelo binomial negativo.
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5.4 DISCUSSAO

5.4.1 Componentes de variancia estimados

Estimacdes de herdabilidades para caracteristicas relacionadas a
producdo in vitro de embrides séo raras na literatura. Merton et al. (2009)
reportaram herdabilidade de 0,25; 0,19 e 0,16 para o numero de complexos
cumulus-o6cito, nimero de embrides clivados e numero de embribes viaveis
produzidos, respectivamente, para doadoras da ragca Holandesa por meio de
modelo touro. Nov deve ser considerada bastante similar ao “numero de
complexos cumulus-odcito”. No entanto, a amplitude das herdabilidades
estimadas no presente estudo para Nov foram menores do que reportadas por
Merton et al. (2009). Uma razao plausivel para tal diferenca observada entre
caracteristicas bastante similares é que Nov ndo incluiu o nimero de oécitos de
grau IV como sendo viaveis. No entanto, esta diferenca também pode estar
associada a especificidades da frequéncia dos alelos encontrados nas racas
Guzeré e Holandesa.

Estudos considerando a variagdo genética na producdo in vivo de
embrides podem oferecer uma oportunidade de inferéncia indireta sobre
aspectos genéticos presentes na producao in vitro. Konig et al. (2007) estimaram
valor de herdabilidade de 0,096 para o numero de embribes transferiveis
produzidos apés superovulacdo de doadoras da raca Holandesa. Esta
caracteristica pode ser interpretada como similar a Nems na medida que se refere
a capacidade do odcito de produzir estruturas fertilizadas mediante inseminacéo
artificial. Peixoto et al. (2004) trabalharam com doadoras da raca Nelore
superovuladas e estimaram herdabilidade de 0,20; também para o nimero de
embrides transferiveis coletados. No presente estudo, estimativas de
herdabilidade para o numero de embriées produzidos a IVF variaram de 0,1033
(LIN) a 0,1666 (NGB). Analisando os resultados reportados no presente estudo
e comparando-os a literatura, parece haver um componente genético capaz de
tornar ambas a producao in vivo e in vitro de embrifes responsivas a selecao.

Este estudo reporta como os efeitos de ambiente permanente na

producdo in vitro de embrides pode variar sob diferentes estratégias de
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modelagem. Assim como observado para a variancia genética aditiva, ao
comparar modelos LMM e GLMM, a inferéncia deve ser fundamentada sobre
razdes de componentes de variancia. O alto valor de repetibilidade observado
para Nov (entre 0.53 a 0.69) mostra que ndo sdo necessarios muitos registros
para uma mesma doadora de forma a acessar seu desempenho a OPU.

A magnitude da repetibilidade estimada para os modelos LIN, LOG e NGB
foi similar, porém foram consideravelmente inferiores a estimada em modelos
POI. Pefagaricano et al. (2010) realizaram uma analise genética do numero de
manchas negras em ovelhas da raca Corriedale e observaram que modelos
Poisson foram capazes de capturar maior variagao oriunda do efeito de ambiente
permanente quando comparados ao modelo linear. Estimativas de repetibilidade
por parte dos autores foram 0,35 e 0,75 para o modelo linear e Poisson,
respectivamente, em uma mesma caracteristica. O mesmo foi reportado por
Abdollahi-Arpanahi et al. (2013) ao modelarem o numero de inseminacdes para
concepcao em vacas da raca Holandés no Iran; e por Pérez-Cabal et al. (2009)
trabalhando com registros de contagem de mastite clinica também na raca
Holandesa, porém em rebanhos espanhais.

Apesar de menor do que as variancias genética aditiva e de ambiente
permanente, a variancia do efeito do reprodutor (cujo sémen foi usado na IVEP)
apresentou valores consideraveis para NcLv € Newms, variando de 1,14% a 8,67%,
dependendo do modelo considerado. Modelos POI capturaram maior efeito de
IVFbull, representando de 7,41% a 8,67% do total da variagéao, respectivamente
para NcLv e Nems. Trabalhando com um conjunto de dados menor para a mesma
populacdo analisada neste estudo, Perez et al. (in press) reportaram 1,1% e
4,8% do total da variacdo explicada pelo efeito do reprodutor (mediante
transformacao da variavel), valores que se apresentam de acordo com 0s
estimados no presente estudo (1,96% para Ncwv e 3,56% para Nems) para
modelos LOG.

5.4.2 Comparacgéo geral dos modelos

O parametro de disperséo (¢) estimado para POl mostrou que, quando

sob essa funcdo de verossimilhanca, caracteristicas de producédo de embrifes
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exibiram relagdo média-variancia superior a um, o que aponta para presenca de
sobredispersdo. Valores consideravelmente menores (de ) quando sob
modelos NGB sugerem que este é capaz de absorver a variagdo “Poisson extra”,
como indicado por Tempelman & Gianola, 1999. No entanto, em oposi¢cdo ao
esperado pelo autor deste trabalho, modelos NGB apresentaram maior MSE do
que modelos POl mesmo quando aplicados sobre variaveis com explicita
indicacao de sobredisperséo (especialmente para Nov € Nbg).

Mesmo assim, modelos POI apresentaram grave deficiéncia para atingir
a convergéncia quando aplicado sobre Nar. Isso pode ter ocorrido devido a forma
como os modelos POl (GLMM) interpretam a variacdo dentro dos grupos
contemporaneos. Sendo a caracteristica que apresentou a maior frequéncia de
zeros (0) no banco de dados, a analise de Nar teve diversos grupos
contemporaneos com apenas observacfes de valor zero. Essa particularidade
provocou a auséncia de variagcdo de qualquer fonte dentro dos grupos
contemporaneos. Isso cria um problema, a medida que as observacdes de valor
zero sao informativas e, portanto, nao podem ser removidas do banco de dados
anteriormente a analise. A inclusdo de grupos contemporaneos como efeitos
aleatérios em modelos POI poderia auxiliar na prevencdo dos problemas de
convergéncia, mas essa estratégia ndo foi abordada no presente estudo. Outra
alternativa seria a aplicagcdo de modelos Poisson para distribuicdes infladas de
zeros. No entanto, programas baseados na metodologia REML apresentam
diversas dificuldades realizar esta tarefa. A inferéncia Bayesiana poderia se
adequar de forma superior a abordagem frequentista no uso deste tipo especifico
de modelo generalizado.

O mesmo comportamento foi parcialmente observado ao aplicar modelos
LOG para Nci e Nar (ambas variaveis com distribuicdo inflada de zeros), onde
ha, provavelmente, grupos contemporaneos com apenas valores “um” para o
fendtipo. Apesar deste aspecto também resultar na deteccdo de auséncia de
variacdo, ha uma média n&o-zero dentro do grupo (no caso,Y; = 1), evitando
problemas de convergéncia. Dessa forma, herdabilidades estimadas para Nci €
Nat sob modelos LOG foram consistentemente menores dos valores obtidos

através dos modelos LIN, POI (apenas Nai) ou NGB.
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5.4.3 Qualidade do ajuste e capacidade preditiva em valida¢cao cruzada

Os menores valores observados de MSE para todas as caracteristicas
estudadas quando utilizado o modelo POI indicam que este se adequou aos
dados de forma superior aos modelos LIN, LOG e NGB. Alguns autores
reportaram comportamento similar (NAYA et al., 2008; PENAGARICANO et al.,
2010; VAZQUEZ et al., 2012; AYRES et al., 2013), enquanto outros indicaram
qualidade de adequacéo inferior para modelo de Poisson quando comparado ao
modelo linear (VAZQUEZ et al., 2009; ABDOLLAHI-ARPANAHI et al., 2013;
VENTURA et al., 2015). Esta falta de concordancia de resultados pode ocorrer
devido a singularidades das distribuicbes estudadas. Caracteristicas cuja
distribuicdo apresenta maio variacdo nas extremidades parece ser mais bem
explicadas por modelos de Poisson, enquanto variaveis que nao exibem
variagcdo consistente nas extremidades apontam para uma adequacao
ligeiramente superior (apesar de muitas vezes similar) do modelo linear. Era
esperado que Modelos NGB superariam modelos POl ao menos para as
variaveis que apresentaram forte indicacéo de sobredispersdo (Nov € Nbg), por
meio do valor estimado de ¢. No entanto, a qualidade da adequacéo dos modelos
NGB foi bastante similar aos modelos LIN. Modelos LOG apresentaram 0s
maiores valores de MSE e, dessa forma, a menor capacidade de adequacéo
para as caracteristicas relacionadas a producéo in vitro de embrides na raca
Guzera. Esta abordagem nao é, portanto, indicada para explicar variaveis
proximas a Poisson. Comportamento similar foi reportado por Ayres et al. (2013).
A capacidade preditiva mediante validacdo cruzada indica o quao preciso é o
desempenho de um modelo na predi¢céo de fenétipos futuros e, mesmo que este
nao seja o foco em estudos de melhoramento animal, € uma ferramenta util para
comparacdo de modelos. No geral, modelos POI superaram todos os outros
(LIN, LOG e NGB) para as caracteristicas estudadas por meio de validacéo
cruzada. Como observado para os valores de MSE, modelos LOG apresentaram
a pior capacidade preditiva quando comparado com outros modelos propostos.
Os resultados indicam a robustez dos modelos POI sob o0 método de maxima
verossimilhanca restrita e as limitagcbes claras da transformacéo direta da

variavel para analise genética da producdo in vitro de embrides na raca Guzera.
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5.4.4 Correlagdo e similaridades entre rankings de valor genético

estimados

Uma vez que as decisbes no melhoramento genético sdo tomadas sobre
0 mérito genético dos animais, a associa¢ao entre o valor genético estimado por
diferentes modelos responde as mais importantes questdes sob a perspectiva
tanto do criador, quanto dos programas de melhoramento.

O coeficiente de correlagdo de Spearman entre 0s modelos
implementados apresentou pequena variacdo e, consequentemente que,
independente do modelo adotado, houve grande similaridade entre os rankings
dos valores genéticos estimados para os animais (Tabela 4.5). Vazquez et al.
(2009) reportaram correlacdes de 0,894 a 0,936 para o efeito genético (sob
modelo touro) estimado por modelos linear e Poisson. Pefagaricano et al. (2011)
também observaram valores inferiores de coeficientes de correlacdo de
Spearman (0,83) quando comparando modelos linear e Poisson do que os
apresentados no presente estudo (de 0,92 a 0,95).

O percentual de animais repetidos entre os 10% maiores valores
genéticos estimados na populacdo (por diferentes modelos) apresentaram
similaridades de média magnitude (variando de 61% a 82%). Este resultado
indica que a analise de associacao entre os EBVs para os animais de mérito
genético elevado precisa ser realizada, pois estes ndo seguem necessariamente
os valores obtidos pela correlacdo de Spearman entre todos os EBVs estimados
para a populacdo. Dessa forma, reitera-se a superioridade de modelos Poisson
em detrimento de modelos lineares gerais para analise genética da producéo in
vitro de embribes na raca Guzera sob o método de maxima verossimilhanca
restrita (REML).
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5.5 CONCLUSAO

Caracteristicas relacionadas a producdo in vitro de embrides
apresentaram herdabilidades de baixa a média magnitude. Estimativas de
repetibilidade variaram bastante entre diferentes modelos e apresentaram, no
geral, valores médios a relativamente altos. Modelos Poisson (POI) capturaram
maior variancia de origem genética aditiva e de ambiente permanente entre
todos os modelos propostos. Além disso, modelos POI apresentaram adequacéo
aos dados superior quando comparados aos modelos LIN, LOG e NGB. Modelos
NGB nao foram capazes de obter melhor qualidade de adequacédo do que o
modelo de Poisson convencional, mesmo quando explicando variaveis
superdispersas. A correlacdo obtida entre os valores genéticos estimados foi alta
independente do modelo utilizado. Os resultados obtidos para o ndmero de
animais repetidos entre os 10% maiores valores genéticos estimados por
diferentes modelos sugerem a importancia desse tipo de analise, uma vez que
estes valores apresentaram notavel variacao em relacédo a analise de associacao
entre todos os valores genéticos estimados na populacéo por meio de correlagédo
de Spearman. A transformacao (logaritmica) da variavel resposta (discreta) ndo
€ uma abordagem indicada para a modelagem da producéo in vitro de embrides

na raca Guzera.
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