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RESUMO
SANTOS, F. S. Efeitos dos erros de genotipagem na estimacdo dos valores
genéticos gendémicos — Um estudo de simulagdo. 2021. 60 f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de
Séo Paulo, Pirassununga, 2021.

A selecdo gendomica (SG) e a adocado de marcadores moleculares do tipo SNP
(single nucleotide polymorphism) aumentaram a eficiéncia de muitos programas de
melhoramento genético ao redor do mundo. Com a utlizacdo dessas novas
ferramentas, aumentou-se a acuracia de predicdo dos animais jovens e sem
progénie. A aplicacdo da informacdo gendmica requer inimeros genotipos para
formacao de grupos de referéncia e avaliacdo de candidatos, aumentando 0s custos
financeiros. Considerando os erros de genotipagem, suas origens Sao pouco claras,
ou inevitaveis, com taxas muitas vezes desconhecidas e, com o crescimento dos
bancos de dados gendmicos e a grande diversidade de painéis comercializados,
ocorre 0 agravamento desse problema. Em especial, a ado¢do da imputacdo dos
genotipos para maior densidade consiste em um dos principais fatores de ocorréncia
de erros genotipicos e inconsisténcias mendelianas em bancos de dados. Portanto,
0s objetivos deste trabalho foram: simular taxas de erros genotipicos em dados
simulados de bovinos de corte que mimetizem erros de imputacéo; avaliar o efeito
da presenca de erros genotipicos na acuracia de predicdo genémica; e identificar o
viés na performance das avaliacdes genéticas em cenarios de taxas crescentes de
erros genotipicos. Os resultados mostraram a existéncia de efeitos devido aos erros
genotipicos, com uma tendéncia que sugere desfavorecimento dos animais
geneticamente superiores. A acuracia de predicdo, medida como correlacdo entre
GEBV (Genomic Estimated Breeding Value) e TBV (True Breeding Value), diminuiu
em resposta a taxas crescentes de erros genotipicos, sendo esse efeito mais intenso
nos 100 animais superiores genotipados. O viés obtido por regressdo do TBV sobre
o GEBV néo apresentou altera¢do na comparacdo com todos 0s animais, entretanto
observou-se que o GEBV de animais superiores foram mais viesados (b < 1) quanto
maior a taxa de erros. A utilizacdo de gendtipos com altas taxas de erros pode gerar

ranqueamento ilegitimo tanto para animais superiores como também inferiores.

Palavras-chave: Acuracia. Bovinos. Genbmica. Erros genotipicos. ssGBLUP.



ABSTRACT

SANTOS, F. S. Effects of genotyping errors on the estimation of genomic
breeding values — A simulation study. 2021. 60 f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
2021.

Genomic selection (GS) and the adoption of SNP (Single Nucleotide Polymorphism)-
type molecular markers have increased the efficiency of many breeding programs
around the world. With the method, the prediction accuracy of young animals and
those without progeny was increased. The application of genomic information
requires numerous genotypes to form reference groups and evaluate candidates,
increasing financial costs. Considering genotyping errors, their origins are unclear, or
unavoidable, with rates often unknown. The growth of data collections and the great
diversity of panels aggravate this problem, in particular, the adoption of the
imputation of genotypes for higher density, which are the main factors in the
occurrence of genotypic errors and Mendelian inconsistencies in databases. The
objectives of this work are: to simulate genotypic error rates in simulated beef cattle
data that mimic imputation errors; evaluate the effect of the presence of genotypic
errors on the accuracy of genomic prediction; and identify bias in the performance of
genetic evaluations in scenarios of increasing genotypic error rates. The results
showed the existence of effects due to genotypic errors, with a trend that suggests
the disadvantage of genetically superior animals. The prediction accuracy, measured
as the correlation between GEBV and TBV, showed a decrease in response to
increasing rates of genotypic errors, with this effect being more intense in the 100
superior animals genotyped. The bias obtained by regression of TBV on GEBV did
not change in comparison with all animals. However, it was observed that the GEBV
of superior animals was more biased (b < 1) the higher the error rate. The use of
genotypes with high error rates can lead to erroneous ranking for both superior and

inferior animals.

Keywords: Accuracy. Cattle. Genomic. Genotypic erros. ssGBLUP.
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1 INTRODUCAO

O Brasil detém a posicdo comercial de um dos maiores produtores e
exportadores de alimentos do mundo (FAO, 2021). O rebanho efetivo de bovinos
brasileiro contém cerca de 218,2 milhbes de cabecas (IBGE, 2020), apos
crescimento de 1,5% em relacdo ao ano anterior. Os animais zebuinos compdem
cerca de 80% do rebanho efetivo (FERRAZ; ELER, 2010), incluindo seus
cruzamentos com racas taurinas. Apresentam grande desuniformidade em
desempenho reprodutivo, crescimento e producédo, e estdo dispersos nas cinco
regides do pais, sob sistemas de criacdo extensivos e intensivos.

Ao longo dos anos, a principal estratégia do sistema de producdo pecuario
deixou de ser o aumento das areas de pastejo em prol de medidas que aumentam
produtividade por area ou unidade animal (MALAFAIA et al.,, 2021). O modelo de
producdo mais recente prioriza tecnologias e biotecnologias que demandam mais
investimento em capital, para fazer mais no mesmo espaco, ou seja, tecnologias
para “economizar terra’, com maiores rentabilidades e desempenhos técnicos
(MARTA JUNIOR; ALVES; CONTINI, 2011).

Para ganhos ainda maiores seria necessario melhor alinhamento de toda a
cadeia produtiva, de mercado interno e/ou externo, que permita definir claros
objetivos, padrbes e protocolos a serem exigidos na producéo, quanto a qualidade
da carne, bem-estar animal, sustentabilidade e conservacdo ambiental, e
melhoramento genético (KANASHIRO; FRAISSE, 2015).

Animais geneticamente superiores para ganho de peso e precocidade sexual,
por exemplo, proporcionam o melhor aproveitamento produtivo dos recursos
disponiveis, sendo fator condicionante para o resultado do uso de técnicas
produtivas mais modernas, respondendo de forma mais eficiente e atingindo
precocemente o peso ideal ao abate (FERRAZ; ELER, 1999). A produtividade da
pecuéria é influenciada tanto pela genética do animal quanto pelo ambiente de
criacdo, por isso, 0 melhoramento genético prioriza obter maior desempenho animal
ao menor custo, principalmente nutricional.

As principais ferramentas do melhoramento genético sdo os métodos de
selecdo e estratégias de acasalamento, que nas Ultimas décadas passaram por
grandes e valiosas transformacoes, saindo de uma selecéo visual, como formato de

orelha, insercdo de cauda e formato de cabeca, para uma selecdo visando
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caracteristicas economicamente viaveis, tais como precocidade sexual, ganho de
peso, acabamento de carcaca, conversdo alimentar, e resisténcia a parasitas
(BARROS et al., 2006; SILVA et al., 2016).

O método tradicional (BLUP e Modelo Animal) reine dados de desempenho
produtivo e reprodutivo do animal, grau de parentesco calculado via pedigree e
pressupbe o0 conhecimento das variancias e co-variancias populacionais
(SCHAEFFER, 2010). Desta forma permite ajustar as solu¢des para as variacoes
genéticas entre grupos contemporaneos e até entre diferentes rebanhos
(HENDERSON; QUAAS, 1976).

Com as descobertas e avancos de marcadores moleculares, desenvolveu-se
a selecdo gendmica (SG) (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001). Este método
propde a selecdo com base nos valores gendémicos (GEBV - Genomic Estimated
Breeding Values) preditos a partir de informagbes fenotipicas e de marcadores
genéticos, do tipo polimorfismo de base unica (SNP - Single Nucleotide
Polymorphisms), abrangendo grande parte do genoma. A principal mudanca € que a
matriz de relacionamentos genémicos pode ser considerada como um estimador
“‘melhorado” de parentescos baseado em informacdes genotipicas observadas ao
invés das estimacdes via pedigree (LEGARRA et al., 2014).

Consideraveis beneficios da SG séo vistos na avaliacdo de fémeas (SILVA et
al., 2020). O aumento na intensidade de selecdo das caracteristicas reprodutivas
reflete em maiores taxas de ganho genético por unidade de tempo e possiveis
reducdes no custo de producado. Este aumento da intensidade de sele¢éo € possivel
guando mais animais sdo genotipados do que podem ser fenotipados (HUANG et
al., 2012; LOURENCO et al., 2015).

H4, no entanto, um desafiador trabalho na pecuaria de corte tropical, em que
sdo comuns conjuntos de dados mais complexos se comparados, por exemplo, ao
gado de leite, em decorréncia da grande quantidade de dados parentais ausentes,
poucas linhagens, e grande influéncia dos efeitos maternos (LEGARRA et al., 2014;
PICCOLI et al.,, 2018). Outro fator € que a pecuéria leiteira € dominada por
inseminacao artificial, enquanto que, a monta natural predomina no sistemas, em
grande parte extensivos, de producdo de gado de corte. Entdo, muito mais touros
sdo necessarios no gado de corte e, consequentemente, muitos mais candidatos
precisam ser genotipados para determinar seu mérito genético, e, 0 custo da

genotipagem se torna um fator importante nos programas de melhoramento.
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No Brasil utilizam-se informag6es gendomicas de populagdes de bovinos da
raca Nelore como referéncia para a construcao dos painéis de baixa densidade, pois
esta raca é mais representativa no rebanho nacional e possui maior percentual de
SNPs relacionados ao objetivo de selecdo comum (producéo de carne) (FERRAZ et
al., 2008; 2020). No entanto, isto pode contribuir para baixa precisao de imputacao
guando o alvo séo ragas com objetivos de selecao diferentes, como racas leiteiras e
de duplo propésito (TORO OSPINA et al., 2021).

Assim, se a escolha dos marcadores para compor o0 painel é ponderada
genericamente, sem especificar os objetivos de selecdo, caracteristicas e arquitetura
genética das diferentes racas, pode ocorrer um viés que desfavorece alguns grupos,
tanto quanto menor a densidade do chip (PEREZ O’BRIEN et al., 2014). Uma entre
as estratégias bem sucedidas na adocao de painéis de baixa densidade, seguida de
imputagdo, é a customizagdo dos chips considerando os marcadores com maiores
valores para desequilibrio de ligacdo, a curta distancia, e valores altos de alelo de
menor frequéncia (MAF) para especificas racas (BERNARDES et al., 2019; BOISON
et al.,, 2014; CARVALHEIRO et al., 2014; FERRAZ et al., 2020; TORO OSPINA et
al., 2021).

Hipotese

A presenca dos erros genotipicos afeta as acuracias das predicbes
genbmicas e causam viés nos valores genéticos gendmicos estimados,
subestimando os mesmos, refletindo nas mudancas de ranqueamento de individuos

candidatos a selecéo genética.
Objetivos
Objetivos gerais
Com base no exposto, o presente trabalho busca simular taxas de erros
genotipicos em dados simulados de bovinos de corte que mimetizem erros de

imputacdo para averiguar se 0s mesmos conferem riscos a confianca da selecéo

genbmica.
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Objetivos especificos

» Simular uma populagéo de animais com fenétipos e genétipos em alta
densidade para uma caracteristica com herdabilidade de 0,32, e nivel
de desequilibrio de ligagédo similar ao de zebuinos de corte;

» Mimetizar os erros genotipicos descritos para algoritmos de imputacéo,
sugerindo o alelo mais frequente para ocupar as posi¢cdes de alelos
menos frequentes;

> Realizar a avaliacdo genética para a predicdo do mérito genético do
animais considerando cinco cenarios de taxas de erros genotipicos
(0%, 1%, 3%, 5% e 7%) utilizando o método ssGBLUP (single-step
genomic Best Linear Unbiased Prediction);

» Investigar a intensidade de alteracdo do coeficiente de regressédo do
TBV sobre o GEBV, do coeficiente de correlagdo de Pearson entre
TBV e GEBV e do coeficiente de correlagcdo de Spearman entre TBV e

GEBV em todos os cenarios de erros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os fatos apresentados nesta revisdo ndo possuem compromisso com
perspectivas histéricas e ndo buscam designar fundadores, sob o risco de néo
compreender a totalidade dos esfor¢os cientificos de homens e mulheres, por vezes
pouco divulgados. A principal intencdo € reconstruir processos e causas que
levaram a concepcdo de ideias fundamentais durante o desenvolvimento do

melhoramento genético animal, e que refletem a proposta deste estudo.

Genética Quantitativa

Paralelamente as descobertas moleculares, desenvolveu-se uma base
matematica e estatistica preocupada em estimar e predizer a resposta genética dos
animais sob selecao artificial. Um dos primeiros apontamentos foi a hipotese basica
de que um elevado numero de genes, com pequenos efeitos aditivos, explicariam a
heranca das caracteristicas que apresentam variacao fenotipica continua (FISHER,
1918). Conceitualmente baseada em experimentos mendelianos (GREGOR, 1866)
nasceu a genética quantitativa.

Francis Galton foi um dos primeiros a realizar registros biométricos com
aplicacao de técnicas estatisticas de analise de regresséao e correlacdo. Demonstrou
em seu trabalho “Hereditary Genius” (GALTON, 1891) que desempenhos de
individuos que desviam da média da populacdo também sdo observados nos seus
descendentes, na mesma dire¢cdo, mas com magnitude menor.

As primeiras teorias descritas sdo os indices de selecdo, partindo dos
trabalhos de Karl Pearson (1903), que derivou médias e variancias condicionais para
uma suposta distribuicdo normal multivariada. Na genética, muito se deve a
invencdo do principio de maxima verossimilhanca e uso da analise de variancia
aplicada a estimacédo dos componentes de variancia empregados por Fisher (1912;
1922; 1925). A formalizacdo do indice de selecéo iniciou-se com Smith (1936) e
Hazel (1942; 1943). Seus trabalhos eram aplicados as plantas e aos animais,
respectivamente. Hazel foi responsavel por esclarecer a questdo da selecdo de
multiplas caracteristicas, assim como definiu o que eram as correlagbes genéticas e
ambientais e sugeriu como elas poderiam ser estimadas. Ele também enfatizou a

importancia da ponderacéo por valores econdmicos (HAZEL; LUSH, 1942).
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Henderson (1963) apresentou uma prova simples de que o0s pesos
econbmicos poderiam ser aplicados ao valor genético calculado para caracteristicas
Unicas, mas utilizando registros correlacionados provenientes de medicdes em
outras caracteristicas, tanto no individuo quanto em seus parentes. Este
procedimento permitia que cada produtor tivesse seus proprios pesos econémicos,
distintos entre os rebanhos, e também incluiu a variacdo que os pesos econdmicos
sofrem com o tempo.

Com o desenvolvimento da “Equagdo do melhorista” (LUSH, 1937), a
predicdo genética passou a ser dada em termos de diferencial de sele¢édo, sendo
assim, “para cada unidade para a qual a média dos pais selecionados € superior a
meédia da populagdo, sua progénie provavelmente tera desempenho
semelhantemente maior”. Isso seria literalmente verdadeiro se todos o0s genes
tivessem acédo aditiva, mas nao ocorre exatamente assim, pois, uma proporcao da
variancia genética é devido a dominancia e epistasia (FALCONER; MACKAY,
1996).

Lush (1949) foi quem adotou a herdabilidade, no sentido estrito da genética
guantitativa, como a razao da variancia genotipica para a fenotipica e, também, o
guadrado da correlacdo de Wright entre o valor genotipico e fenotipico. Ele inovou
ao mensurar a acuracia de um preditor do valor genético para comparar planos de
selecéo alternativos. Seu trabalho delineou os principios e métodos basicos para o
melhoramento genético.

Charles R. Henderson (1953), aluno de Lush e Hazel, seguiu desenvolvendo
outros métodos, primeiro, para estimar os parametros genéticos necessarios para a
aplicacao desses principios e, entdo, para predizer com maior precisdo os valores
genéticos dos animais disponiveis para selecdo. Os métodos para estimacdo dos
componentes de variancia foram obtidos com base nas expectativas de quadrados
minimos, no entanto, dependeram de avancos na informatica para amplificacdo do
seu uso.

Grande resultado foi alcancado com as solucfes das equacdes de modelos
mistos de Henderson (1975; 1976; 1984) aliado ao modelo animal (QUAAS;
POLLAK, 1980, discipulos de Henderson), que surgiu através da tentativa de
combinar o poder dos minimos quadrados, ou minimos quadrados generalizados
(GLS), para estimar efeitos fixos, com caracteristicas do indice de selecdo como

“shrinkage”, além de combinar informagdes de parentes, avaliacdo de caracteristicas
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multiplas e otimizar a média de individuos selecionados sob certas restricdes, assim,
o desempenho dos parentes seria incluido na estimativa do valor genético animal.
Shayle R. Searle, também aluno de Henderson, foi um contribuidor importante para
seu trabalho, publicando diversos artigos e livros sobre métodos para estimaticéo
dos componentes de variancia (SEARLE; GRUBER, 1971).

Em outros estudos, Robertson e Rendel (1950), propuseram uma férmula
geral para medir a taxa de progresso genético para geracbes sobrepostas com
diferentes intensidades de sele¢do provaram quantitativamente os méritos do teste
de progénie aliado a adocao de inseminacdao artificial, além de estabelecer o método
de comparacéo de grupos contemporaneos (ROBERTSON; RENDEL, 1954).

Almejando os beneficios da heterose, Dickerson (1973) discutiu meios para
uso de cruzamentos de linhagens consanguineas e entre racgas, evidenciando o
beneficio de maior diversidade genética nos produtos e a importancia da distancia
genética entre os individuos, assim como, do desempenho individual, materno e
paterno, com énfase na utilizacdo de fémeas mesticas e touros sintéticos ou
terminais.

Muitas outras contribui¢cdes foram feitas para os procedimentos de estimacao
dos componentes de variancia de dados desbalanceados, que resultaram nos
métodos de maxima verossimilhanca (HARTLEY; RAO, 1967) e de minima
variancia, ou MIVQUE (RAO, 1971), além da méaxima verossimilhanca restrita, ou
REML (PATTERSON; THOMPSON, 1971). O REML tem a propriedade de estimar
0s parametros da populacédo base, embora apenas os dados decorrentes da selecao
estejam disponiveis. O método de maxima verossimilhanca restrita livre de
derivadas, ou DFREML, foi obtido pela geneticista Karin Meyer (1992), tornando-se
um dos mais utilizados atualmente.

Van Vleck (1976) desenvolveu procedimentos de selecdo para consideracao
simultanea dos efeitos genéticos diretos e maternos. Com poucas diferencas sobre
as praticas atuais, até o final dos anos 1970, a estimacdo do valor genético dos
individuos resultava de um modelo animal multicaracteristica com efeitos genéticos
diretos e maternais, além de efeitos permanentes de meio, solucionados a partir de

dados produtivos e genealdgicos.

Selecéo Tradicional
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As principais caracteristicas econfmicas na producdo animal s&o
determinadas por um conjunto de genes com pequeno efeito individual, ou seja, sao
guantitativas e seu processo de selecdo ndo € tdo simples. A maioria das
caracteristicas sdo complexas, muito influenciadas pelo ambiente e apresentam
distribuicdo continua.

Inicialmente, Henderson (1975,1977) desenvolveu a metodologia de
avaliagdo baseada na teoria dos modelos mistos, conhecida como Melhor Predigcéo
Linear N&o-Viesada (BLUP), que utiliza um modelo associado, o Modelo Animal
(QUAAS; POLLAK, 1980), o qual inclui o efeito genético aditivo como efeito
aleatério, devido a segregacao génica. O modelo expressa matematicamente uma
tentativa de compreender processos biologicos relativos a crescimento,
sobrevivéncia, reproducdo, entre outros. Sua funcdo é auxiliar na explicacdo das
observacodes e inferir componentes de variancia.

O método BLUP combina informacdes de desempenho fenotipico relativo do
animal e/ou de seus parentes, grau de parentesco calculado via pedigree e
pressupde o0 conhecimento das varidncias e co-variancias populacionais
(SCHAEFFER, 2010). Permite obter a solucao dos efeitos fixos simultaneamente ao
efeito aleatério animal, assim como, minimizar o quadrado médio dos erros, e, para
isso, as correlacdes entre os valores genéticos sao consideradas.

O método representa um dos maiores avancos na avaliacdo genética de
populacdes animais, uma vez que, a maioria € composta de diferentes rebanhos e
individuos com ou sem observacbes em algumas caracteristicas (dados
desbalanceados), entdo ele permite ajustar as solucbes para as diferencas
genéticas entre grupos contemporaneos, possibilitando a aplicacdo da metodologia
a grandes conjuntos de dados, ou seja, avaliacdo genética em larga escala
(HENDERSON; QUAAS 1976). Outro ponto importante, € o uso da matriz de
parentesco, a matriz A. Com suas propriedades, proporciona menor Viés nas
predicbes dos méritos genéticos, o qual ocorre devido a selecdo, assim pode
melhorar a correlacdo entre valores genéticos e, dependendo da herdabilidade da
caracteristica, promover ganhos de acuracia nas avaliacdes. A incorporacdo da
inversa da matriz de parentesco nas equacdes de modelos mistos foi fundamental
para a utilizacdo do BLUP no melhoramento animal (HENDERSON, 1976).

Portanto, obtém-se resultados mais acurados devido a inclusdo das

informacdes de parentes, em que o desempenho de cada individuo contribui para a
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avaliacdo de seus familiares (ELER et al.,, 1995), e menos viesados pela
consideracdo da correlacdo entre os valores genéticos, na estimacdo dos efeitos
fixos. Quanto mais proximas as predicfes estdo dos valores verdadeiros, significa
maior acuracia e menor a variancia do erro de predicdo (MRODE, 2014). As
variancias do erro de predicdo podem ser diferentes entre individuos, pois aqueles
com mais informacdes contém erros de predicdo menores.

Entretanto, informagBes incorretas na matriz de parentesco levam a
resultados viesados. O impacto da correcdo do pedigree vai além do numero de
erros, mas também depende da diferenca existente entre o valor fenotipico do
individuo e a média da familia onde ele foi atribuido incorretamente, pois afeta
negativamente as estimativas de herdabilidade e geram implicacdes significativas
para a deteccdo de efeitos maternos. Se a maioria dos erros de linhagem forem
paternos, os descendentes tenderdo a se parecer mais com suas maes do que com
seus pais, resultando em superestimacdo dos efeitos maternos (POSTMA,;
CHARMANTIER, 2007).

O impacto da correcao do pedigree na analise BLUP nao depende apenas do
numero de erros, mas também de quanta diferenca existia entre o valor fenotipico do
individuo e a média da familia onde o individuo foi atribuido incorretamente (VAN
VLECK, 1970a). Isso ocorre porque, na analise BLUP tradicional, a regressédo dos
fendtipos individuais ocorre em direcdo a média parental da familia definida na
matriz A. Quando o fenétipo do individuo erroneamente rotulado € semelhante a
meédia da familia na qual esse individuo foi erroneamente atribuido, o valor genético
estimado sera menos viesado do que em uma situacdo onde a diferenca entre o

valor fenotipico e a média da familia é grande (MUNOZ et al., 2014).

Selecdo Genbmica

Marcadores Moleculares

Desde que as endonucleases de restricdo foram identificadas (ARBER, 1974;
NATHANS, 1979; NATHANS; SMITH, 1975), houve a possibilidade do corte do DNA
em locais especificos e detec¢cdo dos chamados polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLPs), realizado com a metodologia proposta por
Southern et al. (1975).



24

Soller e Beckmann (1983) descreveram possiveis aplicagcbes aos recém
descobertos polimorfismos, do tipo RFLPs, tal como alguns marcadores séo usados
atualmente, para a construcdo de relacionamentos genéticos muito mais precisos,
identificacdo dos parentais, e selecdo de animais mais jovens, que ainda nao
possuiam progénie. Os marcadores se tornaram essenciais no mapeamento de
genes com influéncia nas caracteristicas quantitativas (QTLs) como producdo de
leite, crescimento, eficiéncia alimentar, resisténcia a doencas, fertilidade e qualidade
de carne e carcaca (CRAWFORD, 2001).

Os marcadores moleculares, revelando milhares de polimorfismos do DNA,
sdo agora pecas-chave na genética animal. Ao utilizar marcadores moleculares para
estudos genéticos, do ponto de vista biolégico e molecular, o procedimento de
genotipagem deve ser 0 mais simples e de menor custo possivel para gerar maior
guantidade de dados de genotipagem. Do ponto de vista estatistico, de acordo com
o tipo de analise a ser realizada, é necessario considerar, por exemplo, acdo de
dominancia, neutralidade, posicdes no mapa ou independéncia genética dos
marcadores. Um marcador SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico) € apenas a
mudanca de uma base em uma sequéncia de DNA, normalmente com uma
alternativa de dois nucleotideos possiveis para determinada posicdo. Para que esse
polimorfismo seja considerado um SNP, determina-se que o alelo menos frequente
deve ter uma frequéncia de 1% ou mais (NELSON et al., 2004).

Em qualquer andlise estatistica, existe uma forte ligacdo entre os dados e o
tratamento estatistico. Um ponto importante sdo os erros de genotipagem que
podem ser aqueles inerentes aos problemas de manipulagcdo humana e podem ser
superados com um planejamento cuidadoso dos procedimentos laboratoriais,
inclusdo de controles bem definidos e 0 aumento do grau de automacéo. Ou ainda,
durante a leitura dos SNPs, por exemplo, podem ocorrer a ndo deteccdo de um dos
dois alelos, caso em que um individuo heterozigoto ser4 genotipado como
homozigoto, ou o inverso, que é a falsa genotipagem de um homozigoto como
heterozigoto (VIGNAL et al., 2002).

Erros de Genotipagem e Imputacéo

Os erros de genotipagem sao praticamente inevitaveis, e ocorrem em quase

todos os conjuntos de dados, exceto naqueles muito pequenos. Os fatores que
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podem influenciar as taxas de erro nos marcadores SNPs sdo amplamente
inexplorados, e muitas vezes esses erros permanecem desconhecidos ou n&o-
observados (CALUS et al., 2011; SAUNDERS; BROHEDE; HANNAN, 2007).

Os erros, mesmo quando ocorrem em taxas extremamente baixas, podem
inviabilizar muitas andlises genéticas, como atribuices de parentesco e estudos de
associacdo genémica. No entanto, poucos métodos eficazes estdo disponiveis para
estimar a taxa de ocorréncia de erros de genotipagem e para identificar
individualmente gendtipos errbneos em um locus. Métodos baseados em pedigrees
sdo poderosos, robustos e precisos. Para isso, sdo imprescindiveis pedigrees
conhecidos e completos, como ocorrem em populacdes de animais de producdo sob
selecéo (WANG et al., 2016).

Entre as consequéncias da existéncia de erros de genotipagem esta a
possibilidade dos dados se afastarem das leis de heranca Mendeliana, nas quais
muitas analises genéticas populacionais sdo baseadas. A chamada inconsisténcia
Mendeliana ocorre quando os dados do genétipo e a atribuicdo de paternidade estéao
em desacordo (SOBEL; PAPP; LANGE, 2002). Por exemplo, quando um animal &
identificado como homozigoto para um alelo (AA ou 0), enquanto seu pai é
homozigoto para o outro alelo (BB ou 2), ou seja, os dois animais tém gendtipos
homozigotos "opostos”. Isso pode ocorrer devido a erros no pedigree, erros de
genotipagem ou mistura de amostras de DNA e, em casos muito raros, de mutacfes
(POMPANON et al., 2005). Embora nem todos os erros de genotipagem resultem
em erros Mendelianos, h4 uma relacdo linear entre 0 numero de erros de
genotipagem e as taxas de conflitos (SAUNDERS; BROHEDE; HANNAN, 2007).
Essas inconsisténcias relacionadas aos marcadores moleculares sdo amplamente
definidas como alguns dos principais tipos de erros de genotipagem e em certos
niveis podem ter um impacto consideravel. Mesmo ocorrendo em uma taxa de
1,03%, podem causar, por exemplo, exclusbes de parentesco (PANETTO et al.,
2017).

Inevitavelmente, com o crescimento dos conjuntos de dados e 0 uso
crescente de genotipagem de alto rendimento (HIDALGO et al., 2021), as taxas de
erros tendem a aumentar. As atribuicdes de parentesco sao particularmente
vulneraveis a problemas de genotipagem, uma vez que, na relacdo pai e filho, os
individuos devem compartilhar pelo menos um alelo idéntico em estado em cada
locus (GORDON; HEATH; OTT, 1999). Um unico erro no par de alelos pode causar
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uma incompatibilidade de gendtipo e, portanto, uma falsa exclusdo de parentesco,
nao importa quantos outros loci sejam genotipados corretamente. Pesquisadores
mais cautelosos geralmente descartam marcadores com uma taxa de erro moderada
(CALUS; MULDER; BASTIAANSEN, 2011), entretanto, essas taxas de erro sdo mais
ou menos arbitrarias e podem ser muito baixas, desperdicando informacgdes valiosas
do marcador, ou muito altas, potencialmente prejudicando andlises de pedigree
(PANETTO et al., 2017). Portanto, fica evidente que os erros de determinagdo do
parentesco podem afetar a taxa de ganho genético em populacdes sob selecéo, pois
reduzem a correlacdo entre os valores genéticos verdadeiros e preditos (VAN
VLECK, 1970b).

Outro importante fator € distinguir entre erros de pedigree, erros de
genotipagem e mutagdes. Os erros de pedigree envolvem a identificagdo incorreta
de relacbes familiares e afetam sistematicamente mais de um genotipo (DOUGLAS;
SKOL; BOEHNKE, 2002). Tanto os erros de genotipagem quanto os erros de
pedigree podem afetar negativamente o poder de um estudo de mapeamento
genético e estimativas de desequilibrio de ligacdo (POMPANON et al., 2005; WANG
et al.,, 2016). A probabilidade de observar uma inconsisténcia de heranca
Mendeliana depende: dos membros do pedigree que sdo genotipados, do tipo de
erro e em quem ocorre, e da distribuicdo de frequéncia do marcador (STRUCKEN et
al., 2016). Para marcadores bialélicos, do tipo SNPs, na auséncia de dados de
gendtipo parental, um erro de genotipagem néo pode ser detectado entre irmaos,
pois apenas trés genotipos sdo possiveis e mesmo com dados completos,
frequentemente, tais erros sdo de dificil deteccdo (CALUS; MULDER,;
BASTIAANSEN, 2011).

Outra fonte de erro considerada e muito distinta, sdo os erros de imputacéo.
Em situacBes rotineiras nas analises genéticas de animais, tornou-se frequente obter
amostras de populacdes genotipadas em diversas densidades, com tendéncia para
uso dos chips menos densos (PAUSCH et al., 2013; WANG et al., 2016). Em vista
de otimizar custos e manter a qualidade da avaliacdo genética, 0s painéis sao
combinados (CALUS et al.,, 2014; GODDARD, 2008; HABIER; FERNANDO;
DEKKERS, 2009). Jovens candidatos sao genotipados em menor densidade,
cobrindo o genoma uniformemente, e gendtipos de loci ndo identificados sé&o
imputados usando informacdes de uma populagdo de referéncia em painel denso
(MARCHINI; HOWIE, 2010; PIMENTEL et al., 2015). A ideia principal dos métodos
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de imputacédo é rastrear hapl6tipos compartilhados que exibem alto desequilibrio de
ligagdo. No nivel do haplotipo, parentes proximos compartilham haplétipos mais
longos que tém menor frequéncia na populacdo (BOUWMAN et al., 2014). Parentes
distantes compartilham haplétipos mais curtos que geralmente tém maior frequéncia
(MEUWISSEN; GODDARD, 2010). A imputacdo e o faseamento sdo mais precisos
ao usar informagcBes de parentes proximos (ou seja, haplétipos longos com
frequéncia geralmente baixa) do que informacdes de parentes distantes (HICKEY et
al., 2012; SARGOLZAEI et al., 2014). Logo, um eficiente método de imputacdo €
explorar a genealogia ou as relagdes entre os individuos, procurando haplétipos do
mais longo ao mais curto (HEIDARITABAR et al., 2015). Em gado de corte isso pode
significar a genotipagem de todos os touros com o painel de alta densidade e das
progénies em baixa densidade, posteriormente, a progénie poderia ter seus
gendtipos imputados (CARVALHEIRO et al., 2014).

A imputacdo precisa de alelos raros € uma tarefa desafiadora, e um fator
importante nesse processo € 0 numero de ancestrais genotipados que compoem 0
grupo de referéncia da imputacdo (CALUS et al.,, 2014). Alelos raros podem
contribuir substancialmente para o que € comumente chamado de "herdabilidade
ausente”, ou seja, eles podem ser responsaveis por uma parte substancial da
variancia genética (YANG et al., 2010). Além disso, conforme diminui a frequéncia
do alelo menor (MAF), os métodos de associacdo tornam-se mais sensiveis a
presenca de erros no gendtipo (BOISON et al.,, 2014). Portanto, a precisdo da
imputacdo de variantes com baixo MAF é de importancia e de interesse. As
variantes menos frequentes tendem a ser recentes e estdo associadas a haploétipos
mais longos, sua maior presenca tem sido reportada nos genétipos de animais
zebuinos como Nelore, Gir e Brahman (PEREZ O’'BRIEN et al., 2014).

Muitos estudos tém se dedicado ao uso de dados imputados, por exemplo,
Carvalheiro et al. (2014) utilizando dados de animais zebuinos, Piccoli et al. (2017)
com bovinos das racas Braford e Hereford, VanRaden et al. (2013) com animais da
raca Holandés, e, Yoshida et al. (2018) com gendtipos da espécie salmdo do
Atlantico. Os autores apontam resultados onde o uso de dados imputados tém efeito
sobre a acuracia dos valores genéticos gendmicos estimados. Além disso, de acordo
com Pimentel et al. (2015) também pode ocorrer subestimacdo do mérito genético

de animais superiores, entre outras consequéncias. O autor aponta que o ganho de
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acuracia esti relacionado ao aumento do numero de animais no grupo de

treinamento, o qual mais que duplicou.

GBLUP (Genomic BLUP)

No modelo classico da genética quantitativa, o valor fenotipico € controlado
por um numero infinito de genes, cada um com um efeito infinitesimal, além de
fatores ndo genéticos ou ambientais (HENDERSON, 1976). Sob este modelo nédo é
possivel estabelecer o gendtipo dos individuos em loci especificos e selecionar o
individuo com os alelos mais desejaveis. Para obter maior precisdo na estimacao do
valor genético, Meuwissen et al. (2001) propuseram uma abordagem diferente que
eles chamaram de selecdo genémica. Os valores genéticos gendmicos (GEBVSs) séo
calculados como a soma dos efeitos dos marcadores espalhados por quase todo o
genoma, portanto, potencialmente capturando a maioria dos QTLs que contribuem
para a variacdo em uma caracteristica. Entretanto, a maioria das variantes causais
sédo desconhecidas e predicbes mais precisas em programas de selecdo genémica
sdo impulsionadas em grande parte pelo tamanho da populacdo de referéncia
(GODDARD, 2009) e pelo desequilibrio de ligacédo (LD) entre marcadores e loci de
caracteristicas quantitativas (QTL) (DAETWYLER et al., 2012).

O uso de informacdes fenotipicas e pedigree tem sido, por muitas décadas, a
base de todo o progresso genético alcancado pela producéo animal, € nem mesmo
a adocdo da gendmica tornou-as obsoletas, pelo contrario. Os avan¢os mais
marcantes do uso de marcadores moleculares sdo maior precisdo na estimacéo dos
relacionamentos genéticos, reducdo da variancia do erro predito, aumento de
acuracia, determinacdo e correcdo de parentescos (MISZTAL; LOURENCO;
LEGARRA, 2020), e a identificacdo de QTLs que afetam caracteristicas
economicamente importantes (BRITO et al., 2011).

Os esforcos iniciais buscaram incorporar as informacfes de marcadores ao
BLUP (FERNANDO; GROSSMAN, 1989; HALEY; VISSCHER, 1998; LANDE;
THOMPSON, 1990). O modelo GBLUP proposto por Van Raden (2008) permitiu
estimar valores genéticos e efeitos de milhares de marcadores simultaneamente,
usando métodos lineares. Em substituicdo ao parentesco tradicional via pedigree, as

predicbes para animais genotipados séo obtidas com base no parentesco gendémico,
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ou seja, durante a construgdo da matriz de relacionamentos sdo considerados a

proporcédo de alelos compartilhados entre os animais e frequéncias alélicas.

Matriz de Parentesco Gendmico (Matriz “G”)

As relacbes entre o0s individuos obtidas por pedigree sdo mais
convenientemente chamadas de "numeradores do parentesco de Wright" (QUAAS,
1976) ou ainda, parentesco aditivo. Isso é igual a covariancia padronizada (ndo a
correlagdo) entre os valores genéticos aditivos de dois individuos. S&o essas
medidas de parentesco definidas a partir de uma populagdo base constituida por
"fundadores”, que sao considerados nado relacionados e portadores de alelos
diferentes em QTLs importantes (VANRADEN, 2007). Por isso que as relacdes
estimadas usando pedigrees sao estritamente positivas. No entanto, este ndo € o
caso quando consideramos informacbes de marcadores ou QTL (NEJATI-
JAVAREMI; SMITH; GIBSON, 1997).

Relacionamentos gendmicos séo inferidos quantificando o niumero de alelos
compartilhados entre dois individuos, informados pelos SNPs (TORO; GARCIA-
CORTES; LEGARRA, 2011). A principio esses relacionamentos podem ser
entendidos como “idéntico por estado” (IBS), se dois alelos escolhidos
aleatoriamente, um de cada individuo, sé@o idénticos, independentemente da origem.
Entretanto, VanRaden (2008) prop6s em seu método modificacbes para refletir a
covariancia entre individuos nos termos do relacionamento “idéntico por
descendéncia” (IBD), ou seja, os alelos compartilhados, em algum momento,
pertenceram a um ancestral comum, equivalente ao que ocorre no pedigree. Essas
definicbes para IBD estariam totalmente corretas, primeiro, se 0 genoma
considerado fosse infinito, fato que na realidade ndo ocorre, portanto o0s
relacionamentos via pedigree estardo corretos, na média. Segundo, o pedigree nao
€ infinito, limita-se pelo numero de gera¢cdes observadas (THOMPSON, 2013).

Desse modo, a matriz “G” € computada de forma que na diagonal estdo os
nameros de loci homozigotos de cada individuo, e fora da diagonal estdo os
nameros de alelos compartilhados entre os membros da populacdo (VANRADEN,
2007). Esses valores sdo uma aproximagdo dos relacionamentos geneéticos mais
acurada que aqueles obtidos pelo pedigree, por permitir considerar as diferencas

bY

entre individuos devido a amostragem mendeliana, sendo uma das principais
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propriedades para a predicdo genOmica ser considerada melhor que analises
tradicionais (FERNANDES JUNIOR et al., 2016).

sSGBLUP (Single-Step Genomic BLUP)

O desenvolvimento do ssGBLUP vem do fato de que normalmente apenas
uma pequena parte dos animais, em uma determinada populagcdo, € genotipada
(LOURENCO et al., 2014). Desta forma, a melhor abordagem para evitar varias
etapas nos procedimentos de obtencdo dos GEBVs seria combinar pedigree e
relacdes genbmicas em uma Unica matriz (chamada de H), e utiliza-la nas Equacdes
de Modelo Misto.

Legarra, Aguilar e Misztal (2009) mostraram que a relacdo do pedigree pode
ser vista como uma relacdo esperada e a relacdo gendmica como a relacéo
observada. Com a derivacao da distribuicdo conjunta dos valores genéticos de todos
0s animais (genotipados ou nao) conseguiu extender (ou imputar) a informacao
gendmica para animais ndo genotipados. Isso significa que no ssGBLUP as rela¢ces
de pedigree para animais ndo genotipados sao aprimoradas pelas informacdes
genbmicas de seus parentes. Posteriormente, todas as ferramentas baseadas nas
equacdes do modelo misto do BLUP, como a méaxima verossimilhanca restrita
(PATTERSON; THOMPSON, 1971), podem ser facilmente convertidas ao método de
passo unico.

As vantagens do ssGBLUP incluem simplicidade de uso, ajuste simultaneo de
informacdes gendmicas, estimativa de efeitos fixos, diminui¢cdo do erro tipo Il e forte
controle do erro tipo | (inerente ao BLUP), melhor correcdo para estrutura
populacional na predicdo dos efeitos dos marcadores e acuracia relativamente maior
do que métodos de varias etapas (AGUILAR et al., 2010; LEGARRA et al., 2014;
LOURENCO et al.,, 2014; TSURUTA; MISZTAL; LAWLOR, 2013). Possui, ainda,
potencial para considerar o viés de pré-selecdo visto que todo o pedigree, e as
informacBes fenotipicas e gendmicas podem ser incluidos no modelo (PATRY;
DUCROCAQ, 2011; WIGGANS; VANRADEN; COOPER, 2012), facilitando a extensao

para qualquer modelo.



31

Matriz ‘H”

A chamada matriz “H” é definida como uma matriz de relacionamento
construida com informac¢des dos marcadores SNPs e de pedigree, na qual a
informacdo genbmica é projetada aos individuos que ndo sédo genotipados. A matriz
H é uma matriz definida semi-positiva ou positiva (LEGARRA; AGUILAR; MISZTAL,
2009). Aguilar et al. (2010) e Christensen e Lund (2010) mostraram que embora a
matriz H seja bastante complexa, sua inversa (H') é bastante simples.

Baseando-se em como a matriz H é construida, pressupfe-se que as duas
matrizes (G e A;) devem ser compativeis. Essa compatibilidade pode ser entendida
como ambas as matrizes referentes a mesma base genética e a mesma variancia
genética. Contudo, as relacbes gendmicas podem conter viés se a matriz G for
construida com base em frequéncias de alelos diferentes daqueles da populacéo
base (VANRADEN, 2008). No entanto, as frequéncias alélicas da populacédo base
nao sao conhecidas pois 0s registros sdo recentes (ou seja, a populacdo base per
se é desconhecida). Embora essas frequéncias possam ser estimadas usando o
meétodo proposto por Gengler, Mayeres e Szydlowski (2007), essas estimativas ndo
s80 muito precisas porque a populacédo base esta a varias geracdes de distancia dos
individuos genotipados.

A maioria dos procedimentos estatisticos em meétodos de avaliagdo gendmica
publicados até o momento presumem que todos os animais foram genotipados. No
entanto, raramente é 0 caso e, na maioria das vezes, existem individuos proximos
nao genotipados com informacgdes fenotipicas (GARRICK; TAYLOR; FERNANDO,
2009). Ignorar essas informacdes resulta em predicbes menos precisas e possivel
vies devido a selecdo (VANRADEN; TOOKER; COLE, 2009). A compatibilidade
entre o pedigree e as relagcdes gendmicas, pode gerar vieses ou perdas de precisao
na selecao (VITEZICA et al., 2011).

Diminuir o viés é de suma importancia na selecdo para estimativas precisas
da tendéncia genética e também na comparacédo dos animais ao longo das geracfes
(HENDERSON et al., 1959). O interesse no método do passo Unico aumentou
conforme a selecdo gendmica foi se intensificando, uma vez que o BLUP via
pedigree e, assim, os métodos de vérias etapas geram estimativas de EBV mais
viesadas, quando comparadas as estimativas obtidas por ssGBLUP. (PATRY;
DUCROCQ, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

Simulagéo dos Fenotipos

Os procedimentos de simulacdo foram realizados de acordo com estudos
anteriores (BOISON et al., 2014; BRITO et al.,, 2011; PICOLLI et al.,, 2018). Os
dados de pedigree, fenétipos e genotipos, incluindo marcadores e QTL espalhados
pelo genoma foram simulados por meio do software QMSim versdo 2.0
(SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2009), de maneira que a populacdo simulada
apresentasse extensao e padrdo de desequilibrio de ligacdo compativeis com os
verificados nas populagdes de bovinos de corte Bos taurus indicus no Brasil
(ESPIGOLAN et al., 2013). Primeiro, uma populacéo historica de 1.000 animais foi
simulada, através de acasalamentos aleatorios, em que o tamanho populacional
permaneceu constante durante 1.000 geracfes, entdo, gradualmente, foi reduzida
para 200 individuos apos 1.020 geracOes (efeito gargalo). Esta etapa teve como
objetivo criar o desequilibrio de ligacdo inicial e permitir o estabelecimento do
equilibrio de mutacéo-deriva. Para esses procedimentos, o niumero de individuos de
cada sexo foi 0 mesmo e o sistema de acasalamento baseado na unido aleatéria
dos gametas.

Em seguida, a populacdo foi expandida selecionando aleatoriamente 100
fundadores do sexo masculino e 100 fundadores do sexo feminino da ultima geracao
da populacéo historica, acasalados aleatoriamente e sem selecdo. A populacdo de
expansao conteve oito geracdes, em que cada fémea produziu cinco progénies e o
crescimento do numero de fémeas foi exponencial. Ao final do processo, 400
machos e 10.000 fémeas da Ultima geracdo da populacdo de expansdo foram
selecionados ao acaso, para mimetizar um gargalo que reflete a domesticacédo e a
criacdo moderna. A populacdo recente foi obtida apdés 15 geracBes. Durante a
simulacdo machos e fémeas foram selecionados pelo maior EBV em cada geracao e
acasalados, e cada fémea gerou uma progénie com 50% de probabilidade de ser
macho, totalizando 277.700 animais. Foi simulada uma caracteristica com
herdabilidade de 0,32 e variancia fenotipica igual a 1,0. A taxa de substituicdo de
touros e matrizes foi mantida constante ao longo das geracdes em 60% e 20%,

respectivamente, e o critério de descarte foi o menor valor de EBV. Os valores
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genéticos (EBV) foram estimados dentro do software QMSim pelo método BLUP
(Best Linear Unbiased Prediction), utilizando as equacdes de Henderson para um

modelo animal, considerando o valor genético aditivo verdadeiro.

Simulacdo dos Gendtipos

O genoma simulado consistiu em 29 pares de autossomos, com comprimento
variando de 40 cM a 146 cM, totalizando 2.333 cM e idéntico ao genoma bovino real
baseado no ARS-UCD 1.2 (NCBI RefSeq accession GCF_002263795.1). Conteve,
aproximadamente, 700.000 marcadores bi-alélicos e 1.000 QTL, igualmente
espacados, em que, a quantidade de ambos por cromossomo variou de 12.931 a
46.495 SNP e de 121 a 438 QTL, mimetizando a densidade do painel comercial
lllumina BovineHD 777k. Nos QTL, a quantidade de alelos por loci variou,
aleatoriamente, de 2 a 4 considerando os efeitos alélicos amostrados de uma
distribuicdo gama com parametro de forma igual a 0,4 (HAYES; GODDARD, 2001).
Assumiu-se que 100% da variancia genética fora explicada pelos QTL. A fim de
prosseguir com o estabelecimento do equilibrio mutacdo-deriva nas geracbes
histéricas, a taxa de mutacdo recorrente para marcadores e QTL determinadas
foram 10%, para ambos. Aproximadamente 600.000 marcadores (MAF = 0,01) e
1.000 QTL segregantes foram selecionados aleatoriamente a partir da dltima
geracdo da populacdo histérica para gerar dados genotipicos para a populacédo de
selecdo. O valor genético verdadeiro (TBV - True Breeding Value) de cada individuo
foi calculado como a soma dos efeitos de substituicdo alélica no QTL. Os fendtipos
foram gerados pela adicdo de um residuo ao TBV, amostrados aleatoriamente a
partir de uma distribuicdo normal com média igual a zero e variancia igual a 1,0.
Todo o processo de simulacao foi replicado 5 vezes. Os parametros da simulagéo

sdo mostrados no Quadro 1.

Controle de Qualidade dos Gendtipos

A consisténcia dos dados gendmicos foi realizada pelo software preGSf90
(MISZTAL et al., 2002). Foram considerados somente os 29 autossomos bovinos
(BTA — Bos Taurus autossome). O controle de qualidade dos gendtipos foi feito em

um processo iterativo considerando 0s seguintes critérios para exclusdo de SNP:
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MAF < 0,05; SNP com posicéo idéntica no genoma; SNP altamente correlacionado
com outros SNP e/ou SNP com desvio de heterozigosidade maior de 0,15 em
relacdo a heterozigosidade esperada de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.
Apbés o controle de qualidade, gendtipos contendo, aproximadamente, 600.000
marcadores para 6.000 animais foram disponibilizados para as analises

subsequentes.

Simulagéo dos Erros Genotipicos

A simulacdo dos erros foi aplicada sobre os genétipos de 6.000 animais
escolhidos aleatoriamente das trés ultimas geracdes recentes simuladas, e nas
seguintes proporcdes: 30%, 20% e 10%, com proporcdo de machos e fémeas de
80% e 20%, respectivamente. A simulacédo dos erros foi executada em linhas de
programacdo com auxilio do software R Studio e Linux. Primeiro, em cada coluna do
arquivo, correspondente a um marcador bialélico, foram mensuradas as frequéncias
alélicas e genotipicas. Entdo, obtiveram-se duas subamostras, uma para o alelo A e
outra para o alelo B, contendo os marcadores que apresentaram esses alelos como
alelo de menor frequéncia (MAF) com valor entre 0,05 e 0,45. Esse processo foi
realizado em cada uma das 5 réplicas das popula¢cdes simuladas. Na subamostra do
alelo A, as substituicdes do gendtipo AA para AB e BB, na mesma proporc¢ao, foi a
fonte do erro, e na subamostra do alelo B, as substituicbes do gendtipo BB para AB
e AA, também em proporcéao igual, foi a fonte do erro. A quantidade de substituicbes
variou de acordou com as taxas de erro desejadas (0%, 1%, 3%, 5% e 7%), e essas
taxas foram aplicadas por linha do arquivo, ou seja, em cada animal, e
aleatoriamente nas subamostras de alelos A e B. O numero de substituicdes foi
dividido entre as duas subamostras de MAF dos alelos A e B, pois os marcadores

sdo distintos entre ambas, mas os individuos ndo sao.

Analises Estatisticas

As anadlises foram realizadas utilizando os programas da familia BLUPF90
(MISZTAL et al.,, 2002) disponiveis em http://nce.ads.uga.edu/wiki/doku.php, o
software R (R Core Team, 2020) e o terminal do Linux (Ubuntu 18.04 LTS). O banco

de dados simulados utilizado foi composto pelo pedigree contendo 50.000 animais,
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50.000 dados fenotipicos e 6.000 dados genotipicos das geragfes 11, 12, 13, 14 e
15 da populagéo recente, com 5 replicatas. O procedimento do ssGBLUP (single-
step genomic BLUP) proposto por Misztal, Legarra e Aguilar (2009) foi utilizado para
a estimacdo dos GEBVs dos animais simulados. O modelo pode ser representado
da seguinte forma (AGUILAR el al., 2010):
y=XB+Zu+ &

Em que: y € o vetor do fendtipo, B € o vetor dos efeitos fixos, u é o vetor de efeitos
genético aditivo de animal, € é o vetor dos residuos aleatérios, e X e Z sdo matrizes
de incidéncia para B e u. Considerando um modelo infinitesimal, Var(u) = Ho?Z, em
gque H é uma matriz de relacionamento combinada que integra a matriz de
relacionamento gendmico (G) com matriz de parentesco via pedigree (A) e o2 é a
variancia do efeito genético aditivo. A inversa da matriz H apresentada por Aguilar et
al. (2010) é:

e A7}
Em que: G™! € a inversa da matriz de relacionamento gendmico e A3J € a inversa da
matriz de parentesco baseada no pedigree para animais genotipados. Segundo
VanRaden (2008), a matriz G pode ser obtida de pelo menos de trés formas. Para
este projeto, escolhemos o seguinte:

(M- P)(M — P’
T 23 (- py)

Em que: M é uma matriz de marcadores com n linhas (n = ndmero de animais

G

genotipados) e m colunas (m = numero de marcadores), e P € uma matriz contendo:

2(p; - 0,5), com p; sendo a frequéncia do segundo alelo. Os elementos de M s&o

definidos como 0 e 2 para ambos os homozigotos e como 1 para 0 genotipo
heterozigoto.

A definicdo classica de acuracia apresentada por Van Vleck (1993) é a

cov(TBV,GEBV)

correlacédo r(TBV,GEBV) = Toar GEET oG ET)

para um individuo, que € uma medida

da magnitude de mudanca esperada no GEBV, com crescente numero de

informacBes. O viés é definido como a diferenca absoluta das médias DMA =

%Z?_l |GEBV — TBV| e a dispersdo como o coeficiente de regressao (b1) do TBV

sobre 0 GEBV b, = %. A regressdo do GEBV tem um valor esperado

E(btev,cesv) = 1 se ndo houver inflagdo quando b; < 1,0 (subestimacao) ou deflacdo
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guando by > 1,0 (superestimacgéo). Foi calculado o coeficiente de correlagédo de
Spearman (p) entre GEBV e TBV, de acordo com o ranqueamento do TBV. Foi

L - -~ VEP -
calculada a acuracia de predicdo accgr =1 — — para 0s valores geneéticos.

g
Além disso, investigou-se a ocorréncia de mudancas na variabilidade dos dados por
comparacao do desvio padrdo meédio (o) dos elementos fora da diagonal da matriz
de relacionamentos genémicos G, em todos 0s cenarios.

Para as comparacbes dos efeitos dos erros genotipicos entre os cinco
cenarios (T0%, T1%, T3%, T5%, T7%) formou-se 04 grupos de validacdo dos
GEBV, sendo estes: Todos (TD) onde foram considerados os GEBV dos 50 mil
animais avaliados; Genotipados (GE) que considerou os GEBV dos 6 mil animais
genotipados; 100 superiores ‘Todos’ (100TD) considerando os GEBV de 100
animais superiores, classificados entre os 50 mil animais avaliados, de acordo com o
TBV; 100 superiores ‘Genotipados’ (100GE) incluindo os GEBV de 100 animais

superiores, classificados entre os 6 mil animais genotipados, de acordo com o TBV.
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Quadro 1 — Opcdes e parametros usados no processo de simulacéo

OPCOES PARA SIMULACAO

PARAMETROS

POPULACAO HISTORICA

FASE 1 (GERACOES / ANIMAIS)
FASE 2 (GERACOES / ANIMAIS)

1000 / 1000
1020/ 1000 ATE 200

POPULAGAO DE EXPANSAO

NUMERO DE FUNDADORES MACHOS 100
NUMERO DE FUNDADORES FEMEAS 100
NUMERO DE GERACOES 8
NUMERO DE FILHOS POR FEMEA 5
POPULACAO RECENTE
NUMERO DE FUNDADORES MACHOS 400
NUMERO DE FUNDADORES FEMEAS 10000
NUMERO DE GERACOES 15
NUMERO DE FILHOS POR FEMEA 1
PROPORCAO DE MACHOS NA PROGENIE 0,5
ACASALAMENTO MAIOR EBV
TAXA DE REPOSICAO DE TOUROS 0,6
TAXA DE REPOSICAO DE MATRIZES 0,2

CRITERIO DE SELECAO / DESCARTE
METODO DE ESTIMACAO DO VALOR GENETICO

MAIOR EBV / MENOR EBV
BLUP E MODELO ANIMAL

HERDABILIDADE 0,32
VARIANCIA FENOTIPICA 1,0

GENOMA
NUMERO DE CROMOSSOMOS 29
COMPRIMENTO TOTAL 2333CM
NUMERO DE MARCADORES 735965
DISTRIBUICAO DOS MARCADORES ESPACADOS IGUALMENTE
NUMERO DE QTLS 1000
DISTRIBUICAO DOS QTLS ALEATORIO
MAF NOS MARCADORES 0,01
MAF NOS QTLS 0,01
II\EAIZIIE:\,IE(XSSEE;ICOS ADITIVOS NOS NEUTRO
EFEITOS ALELICOS ADITIVOS NOS QTLS DISTRIBUICAO GAMMA (0,4)
TAXA DE MARCADORES AUSENTES 0,000
TAXA DE ERROS NOS MARCADORES 0,000
TAXA DE MUTACAO RECENTE 0,0001

Fonte: Propria autoria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O erro genotipico ocorre quando existe inconsisténcia entre o gendtipo
observado e o verdadeiro, para 0 mesmo individuo, ou, entre os gendtipos de pai e
filho (CALUS; MULDER; BASTIAANSEN, 2011). Este trabalho de simulacdo almejou
mimetizar algoritmos de imputagdo, que normalmente combinam informacdes de
familia e populacdo em um método deterministico, que, sugere o hapl6étipo mais
frequente para ocupar as posicOoes de marcadores ausentes, compartilhados por
parentes proximos ou ancestrais mais remotos (BOISON et al., 2015; SARGOLZAEI,
CHESNAIS; SCHENKEL, 2014). Deste modo assumem que ha algum grau de
relacionamento entre os individuos (VAN RADEN et al., 2013).

A confiabilidade da imputacdo é muito importante para garantir que oS
genotipos possam ser usados sem causar vies e prejudicar as analises
subsequentes. As taxas de erros que foram simuladas correspondem a diferenga
entre 1 e o valor de acuracia de imputacdo, considerado como percentual de
genotipos imputados corretamente, ou taxa de concordancia, e sédo semelhantes aos
observados em estudos com dados reais de bovinos das racas Nelore e Gir
(BOISON et al., 2015; CARVALHEIRO et al., 2014; TORO OSPINA et al., 2021).

Aguns trabalhos tém demonstrado que 0s erros genotipicos (apdés a
imputacdo de marcadores) podem ser diferentes entre 0s animais e por isso quanto
maior o relacionamento com o grupo referéncia, maiores as chances de sucesso na
imputacdo (CHEN et al.,, 2014; CHUD et al., 2015). A presenca de um dos pais
sugere maior compatilhamento de haplotipos longos e alelos de menor frequéncia
(BOISON et al., 2017), e quanto a presenca dos avos, também ocorrem beneficios
para a imputacdo, mas em menor grau. Assim, para 0S animais geneticamente
distantes do grupo de referéncia existem maiores chances que sejam-lhes atribuidos
valores de covariancia genética ilegitimos, se obtidos a partir dos dados imputados
com baixa acuracia, surgindo como uma nova fonte de viés aos valores genéticos
genbmicos.

Nesse estudo de simulacdo, todos os animais tinham medidas fenotipicas, e
dos 50 mil individuos considerados apenas 6 mil possuiam gendétipo em alta
densidade (~600K). A dispersdo dos valores genéticos para os diferentes cenérios
de taxas de erros genotipicos, medida pelo coeficiente de regressao (bi) do TBV

sobre o GEBV, mostra que houve inflacéo e deflacdo do GEBV (Figuras 1 e 2). Para
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o grupo Todos (TD) mesmo com a presenca de erros no genétipo, by apesentou
valores muito proximos de 1,0 (entre 0,931 e 0,926, para T0% e T7%,
respectivamente) indicando auséncia de inflagdo. Por outro lado, no grupo de
animais Genotipados (GE) foram encontrados valores de by entre 1,133 a 1,120, nos
cenarios T0% e T7%, respectivamente, que sugere deflacdo dos valores genéticos,
ou seja, em geral, as predicbes gendmicas foram menores em valores absolutos do
gue o esperado (TSURUTA et al., 2021). Esse resultado faz sentido a presenca de
animais genotipados apenas nas trés ultimas geracdes (13, 14 e 15), em proporcao
de 10, 20 e 30% dos individuos, respectivamente, o que poderia ter criado mais viés
nos valores genéticos (VITEZICA et al, 2011). Outra possibilidade € a baixa
compatibilidade entre a matriz de relacionamento via pedigree (A) e a matriz de
relacionamento gendmico (G), pois ao combinar todas as informacfes disponiveis
na matriz H do BLUP gendmico de etapa uUnica (ssGBLUP), A é construida usando
todos os animais disponiveis no pedigree e G apenas 0s animais genotipados da
populacdo. A diferenca no coeficiente do GEBV entre os grupos GE (b1 = 1,133) e
100GE (b1 = 0,301) mostra que houve inflacdo (b1 < 1,0) no grupo 100GE mesmo
guando nado haviam erros genotipicos (T0%), apesar do grupo GE apresentar
deflagdo (b: > 1,0). Uma justificativa € que nesse estudo foram simulados alta
intensidade de selecdo e acasalamento seletivo positivo, fatores que podem ser
responsaveis por viés nas previsdes gendmicas e causar inflacdo (TSURUTA et al.,
2021).
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Figura 1 — Coeficiente de regressdo do TBV sobre o GEBV, em todos os cendrios de taxas
de erros genotipicos, dos grupos Todos (TD) e Genotipados (GE)
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Fonte: Propria autoria.

Figura 2 — Coeficiente de regressao do TBV sobre o GEBV, em todos 0s cenarios de taxas
de erros genotipicos, para 0os 100 animais superiores dos grupos Todos (100TD) e
Genotipados (100GE)
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Fonte: Propria autoria.
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As taxas de erros genotipicos tiveram um efeito substancial sobre os
coeficientes de correlagdo de Spearman entre TBV e GEBV nos grupos de animais
superiores (100TD e 100GE), enquanto que nos grupos TD e GE percebeu-se que
houve pouca alteragdo. Na figura 3, os coeficientes do grupo TD sofreu a menor
reducdo (0,36%) com valores entre 0,826 (T0%) e 0,823 (T7%), jA no grupo GE os
coeficientes foram um pouco melhores, porém a reducao (2,96%) foi mais acentuada
e as correlagdes foram 0,845 em T0%, e 0,820 em T7%. Na figura 4, observamos
gue os valores dos coeficientes no grupo 100TD foram de 0,324 a 0,239 (reducéo de
26,23%) e no grupo 100GE foram de 0,400 a 0,333 (reducéo de 16,75%), ambos
nos cenarios T0% e T7%, respectivamente, indicando maior reclassificagdo entre
individuos superiores geneticamente. Essas baixas correlacbes podem estar
associadas a inflacdo observada nos GEBV desses grupos (Figura 2). Em um
programa de melhoramento genético, o ranqueamento dos animais apos a predicao
genética é uma etapa importante, pois € o momento em que os candidatos a selecéo
serdo escolhidos e acasalados para gerar a proxima geracao (multiplicacdo do
material genético), entdo, a presenca de erros genotipicos, como 0s erros de
imputacdo (PIMENTEL et al., 2015) podem causar ranqueamentos inconsistentes e
viesar a selecdo dos seus melhores candidatos. Pode-se considerar que os animais
superiores (100TD e 100GE) possuem, em média, os melhores haploétipos no que
diz respeito aos seus efeitos para a caracteristica estudada (FALCONER; MACKAY,
1996). Quando o alelo raro € favoravel, esperamos que a maioria dos animais com
esse alelo seja do grupo superior no ranqueamento, mas com 0S erros genotipicos
alguns animais correm o risco de perder posi¢des de classificacdo, para investigar e
confirmar essa hipotese foi feita durante a simulacédo dos erros genotipicos, em 50%
dos casos, a substituicdo do gendtipo homozigoto do alelo mais frequente pelo

homozigoto do alelo menos frequente.
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Figura 3 — Coeficiente de correlagdo de Spearman entre TBV e GEBV, em todos os cendrios
de taxas de erros genotipicos, dos grupos Todos (TD) e Genotipados (GE)
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Figura 4 — Coeficiente de correlacdo de Spearman entre TBV e GEBV, em todos 0s cenarios
de taxas de erros genotipicos, para os 100 animais superiores dos grupos Todos (100TD) e
Genotipados (100GE)
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A média geral do GEBV no grupo GE apresentou um leve aumento (0,38%)
em resposta as taxas de erros e no grupo dos animais superiores (100GE) houve
uma pequena diminuicdo (1,54%) quanto maior a taxa de erros no gendétipo, de
acordo com as Figuras 5 e 6. Um fator de alteracdo pode ser que o GEBV dos
animais mais jovens genotipados (com erros), foi calculado pelo GEBV inflado de
individuos genotipados também com erros. Ainda, essas observacdes indicam que
as mudancas no GEBV causadas por erros genotipicos podem seguir algum padréo
sistematico com efeitos mais relevantes aos individuos geneticamente superiores.
No trabalho de Pimentel et al. (2015), a presenca de alteracdo nas estimativas
tornou-se mais evidente para as caracteristicas sob alta intensidade de selecao, que
pode ser atribuido a tendéncia genética que separa o grupo de candidatos a selecéao
dos grupos de calibracdo, do modelo de predicdo, e de referéncia na imputacgao,
aonde os jovens candidatos sdo, em média, melhores para a maioria das

caracteristicas em comparagcao com os grupos de referéncia.

Figura 5 — Valor médio do GEBV para os animais genotipados (GE), em todos os cenarios
de taxas de erros genotipicos
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Figura 6 — Valor médio do GEBV para os 100 animais superiores genotipados (100GE), em
todos os cenarios de taxas de erros genotipicos
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Fonte: Propria autoria.

Um conceito comum na analise da acuracia de predicdo dos GEBVs € o
estudo da associacdo entre estes e o valor genético real (TBV — True Breeding
Value) obtida por correlacédo, entretando o TBV € um dado inacessivel nas situacdes
de dados reais. Como a simulacdo permite conhecer o TBV, nao foi necessario
utilizar um pseudo fenotipo, que poderia ser o valor genético tradicional (EBV —
Estimated Breeding Value), o EBV desregredido ou, ainda, o fenoétipo corrigido para
os efeitos fixos como variavel resposta nas predicées gendmicas (MOROTA et al.,
2014). Nas figuras 7 e 8 sédo apresentados os coeficientes de correlacdo de Pearson
entre TBV e GEBV. A ocorréncia de taxas de erros nos genétipos diminuiu a
acuracia do GEBV, principalmente entre os animais genotipados (GE e 100GE). No
grupo TD a correlacdo diminuiu 0,36% e no grupo GE 2,35%, no cenario de 7% de
erros. Entre os animais superiores as acuracias diminuiram 16,34% e 21,05% com a
taxa de 7% de erros, nos grupos 100TD e 100GE, respectivamente. O maior valor
de correlacdo encontrado foi para o grupo GE (0,850) no cenario sem erros (T0%),
porém, no cenario T7% o valor da acuracia desse grupo (0,830) foi muito proximo ao
valor obtido no cenério TO0% para o grupo TD (0,829). Sugere-se que ao considerar
todos os animais (TD) os efeitos dos erros ficaram diluidos porque havia maior
namero de animais nao genotipados (88%). Um dos principais objetivos da
genotipagem € aumentar a acuracia das predicdes gendmicas de candidatos a

selecéo, mas esse ganho pode ser perdido se sao permitidas altas taxas de erros
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genotipicos, principalmente para caracteristicas de baixa herdabilidade
(AKBARPOUR; HOSSEIN-ZADEH; SHADPARVAR, 2021).

Figura 7 — Coeficientes de correlacédo de Pearson entre TBV e GEBV, em todos os cenarios
de taxas de erros genotipicos, dos grupos Todos (TD) e Genotipados (GE)
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Figura 8 — Coeficientes de correlacdo de Pearson entre TBV e GEBV, em todos 0s cenarios
de taxas de erros genatipicos, para os 100 animais superiores dos grupos Todos (100TD) e
Genotipados (100GE)
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Observamos nesse estudo que a presenca dos erros genotipicos pode levar a
perda de variagcdo genética nos relacionamentos gendmicos e nos dados, indicada
pela diminuicdo da acuracia de predicdo BIF (Figura 9), aumento da variancia do
erro de predicao (Figura 10) e do desvio padrédo dos elementos fora da diagonal da
matriz de relacionamentos G (Figuras 12). Ao tornar maior a frequéncia dos
gendtipos mais comuns observados na amostra, essa substituicio remove a
variancia genética dos dados, e esse pode ser o fator redutor das acuracias, em
especial para os animais genotipados (GE e 100GE). A diminuicdo na acuracia de
predicdo BIF pode estar diretamente relacionada ao aumento da quantidade de
erros genotipicos e, consequentemente, da variancia dos erros de predicdo. A
variancia dos erros de predicdo, comparada ao T0%, apresentou aumento no
cenario T7% em todos os grupos: TD (3,73%), GE (41,11%), TD100 (10,83%) e
GE100 (44,73%). A figura 11 apresenta o relacionamento linear (R? = 0,6703) entre
0 aumento das taxas de erros genotipicos e a diminuicdo da acuracia de predicéo
BIF, no grupo de animais genotipados (GE), representado pela equacao:

y = —0,3751—-1,7788x

Figura 9 — Acurécia de predicdo BIF em todos o0s cenarios de taxas de erros genotipicos
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Figura 10 — Variancia do erro de predicao, em todos os cenarios de taxas de erros

genotipicos
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Figura 11 — Regresséo linear das taxas de erros genotipicos sobre acuracia de predicédo BIF
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Figura 12 — Desvio padrao (o) dos elementos fora da diagonal da matriz genémica, em
todos os cenarios de taxas de erros genotipicos
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Fonte: Propria autoria.

Para compreender a origem da influéncia dos erros e seu reflexo na acuracia
de predicdo € necessario relembrar como foi computada a matriz genémica de
parentesco, pois este trabalho propds simular os erros a partir da alteracdo das
frequéncias de alelos e genodtipos menos frequentes. Com o uso de marcadores
genéticos estima-se a proporcdo de segmentos cromossdmicos compartilhados por
individuos com base na informacédo de idéntidade por estado (IBS) dos alelos do
marcador (AGUILAR et al., 2010). As correspondéncias de alelos raros neste locus
serdo muito informativas sobre a ancestralidade comum, dado que, a probabilidade
de que um par de individuos, ndo relacionado, seja homozigoto para o alelo menor
em um mesmo locus € minima. A definicdo de Wright (1922) do coeficiente de
parentesco via pedigree obtido como uma correlacdo sugere que um estimador de
coeficiente de relacionamento realizado deve ser baseado na covariancia ou
correlacdo entre as pontuagcfes de dosagem dos alelos (0, 1 ou 2) dos marcadores
para cada par de individuos. A computacdo da matriz Z € uma funcdo das
frequéncias dos alelos, que confere maior contribuicdo ou peso para genétipos raros
homozigotos, precisamente a ponderacao ideal para refletir a relacdo de identidade
por descendéncia (IBD).

Como ZZ' é uma matriz de covariancia, seus elementos ficam maiores a
medida que sao incluidos mais marcadores no calculo. Para remover a influéncia da

guantidade de marcadores da estimativa, calcula-se a covariancia média por
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marcador, dividindo esta matriz pela soma das variancias em cada locus, que resulta
na matriz denominada matriz de relacionamento gendmico realizado, G (FORNI;
AGUILAR; MISZTAL, 2011; VANRADEN, 2008).

17’
~ 25pi(1-py)
Os elementos da matriz G estimam os valores realizados de duas vezes a

G

probabilidade de que os individuos i e j sejam IBD para alelos amostrados
aleatoriamente para um locus comum. Portanto informacdes errdbneas de genotipos,
qgue surgem apds procedimentos de imputacdo, podem levar a parentescos
ilegitimos entre animais (BOISON et al, 2017; PIMENTEL et al., 2015) e,
consequentemente, individuos em familias néo relacionadas podem compartilhar
mais alelos do que o esperado ao acaso. Os resultados desse estudem sugerem
maior rigor quanto a qualidade das informacgdes genotipicas utilizadas na predi¢cao

dos valores genéticos gendmicos e selecdo genética animal.



58

5 CONCLUSAO

Foi possivel investigar que o aumento dos alelos mais frequentes, que
ocorreu apés a insercao dos erros, diminuiu o desvio dos valores genéticos em
relacdo a média populacional, corroborando com as teorias da genética quantitativa.
Animais superiores candidatos a selecdo podem ser penalizados durante a
avaliacdo se o gendtipo contiver erros genotipicos semelhantes aos simulados neste
trabalho. Observou-se um padrdo linear em todas as mudancas causadas pelos
erros genotipicos simulados, entre os 100 animais superiores. Erros de genotipagem
podem causar perda de variancia genética nos dados e induzir & menor acuracia de

predicdo gendmica.
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