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Resumo

A presente nota reporta sobre o software Selegen Gendmica desenvolvido para uso na GWS. O
software fundamenta-se no procedimento REML/BLUP e contempla cerca de vinte modelos para
GWS e GWAS e destina-se apenas ao ensino e a pesquisa em pequena escala e no ao uso na prética
do melhoramento genético associado a uma grande massa de dados. Por nio ter o objetivo de uso
comercial, ndo foi investido em capacidade de processamento (velocidade na situacdo de grande massa
de dados) do software. Entretanto, pode ser usado eficientemente nas seguintes situacdes praticas: (i)
inicio de estudos de selecdo gendmica, caso em que se tem um ndmero limitado de individuos (até
1.000) e de marcadores (até 20.000, sendo que este nimero pode ser maior 3 medida que o ndmero de
individuos torna-se menor que 1000); (ii) fase final de estudos de selegio gendmica, caso em que ja se
tem um ndmero limitado de genes j4 identificados (gene assisted selection - GAS); (ii) fase de teste
no inicio do uso de outros softwares mais potentes, em que um exemplo pequeno é avaliado no
Selegen Gendmica e no outro software, visando descobrir que tipo de modelo e parametrizagdo o
software alternativo usa e também informar se o usudrio estd usando adequadamente o referido
software. Para fins did4ticos o software é bastante completo pois, contempla as principais anélises e
modelos necessarios 3 pritica do melhoramento. Os modelos permitem incluir em nivel gendmico:
efeitos aditivos, dominéncia, epistasia, interagdo gendtipos x ambientes, repetibilidade, herdabilidades
gendmicas, delineamentos em blocos incompletos, correlagdes genémicas, indice de selecdo gendmica,
componentes principais gendmicos, divergéncia gendmica, agrupamento gendmico, acuricia
gendmica, anélise de deviance gendmica, validagdo cruzada, valores genémicos, heterozigose
individual, correlagdes envolvendo valores aditivos, de dominéncia, fenotipicos e heterozigoses dos
individuos. O Selegen Genémica realiza também a anélise em Genética de Populagdes de marcadores
fornecendo: frequéncias alélicas, heterozigoses de marcas, frequéncia do alelo menos frequente
(MAF), call rate, coeficiente de endogamia (F) e tamanho efetivo populacional (Ne). A anélise
estatistica em geral tem trés grandes objetivos: a estimagdo de componentes de médias, a estimagio de
componentes de variincia e a realizacdo de testes de hipéteses. Esse software abarca os trés, sendo este
tltimo realizado via selecio de modelos baseado no critério da deviance. Diferentes valores de
deviance s3o obtidos pelos diferentes softwares e algoritmos, sendo que diferem por uma constante
que nio afeta a maximizagio da funcdo de verossimilhanga restrita. Entretanto, a diferenca entre
deviances para realizagdo do LRT permanece inalterada.
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1. Introducao

Os estudos de associagio gendmica ampla (GWAS) e selegio (ou estimacio)
gendmica ampla (GWS) sdo importantes no melhoramento genético de animais e
plantas e também na genética humana. No melhoramento genéticoa GWS aumenta
a eficiéncia e rapidez do processo seletivo. Em genética humana, as ferramentas da
GWS propiciam a medicina personalizada ou medicina gendmica, a qual
fundamenta-se na predi¢do de fenétipos com base na leitura de genétipos marcadores
e uso de métodos preditivos. As predicdes geradas sdo usadas na prevencio, diagnose
e tratamento das doencas (Resende et al., 2012).

Com a GWS, a predicdo e a selegio podem ser realizadas em fases muito
juvenis de plantas e animais, acelerando assim o processo de melhoramento genético.
Adicionalmente, a prépria predicdo tende a ser mais acurada por considerar o real
parentesco genético dos individuos em avaliagio, em detrimento do parentesco
médio esperado matematicamente (Resende, 2007). A GWS propicia uma forma de
selecdo precoce direta (SPD), pois, atua precocemente sobre genes expressos na idade
adulta. Ao contrério a sele¢io precoce tradicional é indireta, pois, atua (via avaliagdo
fenotipica) sobre genes ativados na idade precoce, esperando que esses informem
parcialmente sobre genes expressos na idade adulta (Resende et al., 2010).

A GWS é um produto do terceiro milénio. Apéds a proposicio da GW'S em 2001
o procedimento permaneceu discreto até 2007, quando vérios trabalhos abordaram o
método e sua acuricia no melhoramento animal e vegetal (Fernando, 2007; Goddard
e Hayes, 2007; Meuwissen, 2007; Bernardo e Yu, 2007; Resende, 2007). Outros
trabalhos relatam que a GWS é o novo paradigma em genética quantitativa
(Resende, 2008; Gianola et al., 2009) e vem sendo recomendada também para o
melhoramento de plantas anuais (Heffner et al, 2009), de espécies florestais
(Resende et al. 2008, 2012; Grattapaglia e Resende, 2011; Resende Jr. et al, 2012), de
fruteiras (Cavalcanti et al., 2011) e de animais (VanRaden et al., 2009; Silva et al.,
2011).

A superioridade da GWS sobre a selecio baseada em fenétipos pode ser
atribuida a cinco fatores (Resende et al., 2012): (i) uso da matriz de parentesco real e
prépria de cada cardter (desde que seja empregado um método de selecio de
covaridveis), fato que aumenta a acurécia seletiva; (ii) viabilizagio da sele¢do precoce
direta (SPD), que aumenta o ganho genético por unidade de tempo; (iii) permissio
da avaliagdo repetida de cada alelo (propicia repeticdo experimental) sem o uso de
testes clonais e de progénies, fato que aumenta a acuricia seletiva; (iv) uso de maior
ndmero de informagdes, combinando trés tipos de informagdo (fenotipica, genotipica
e genealdgica) para corrigir os dados e fazer a analise gendmica, fato que aumenta a
acuracia; (v) uso de uma Genética Quantitativa mais realistica.

O Selegen Gendémica contempla alguns procedimentos de GWS, teve seu
inicio em 2007 e tem sido usado para o desenvolvimento de teses e artigos cientificos
na UFV e na Embrapa, em algumas situacdes de pequena dimensio de dados
(Resende, 2007; Resende et al., 2010, 2012; Fritsche Neto et al., 2012a e b; Rocha, 2011
Cavalcanti et al., 2o11; Oliveira et al. 2012). A seguir esse software é descrito
brevemente.
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2. Selegen Gendmica - Modelos

O software Selegen Gendmica contempla pelo menos quinze procedimentos,
conforme a Tabela 1. O nome deriva do software Selegen-REML/BLUP,

desenvolvido a partir de 1993, em que Selegen deriva do nome Selecio Genética. No

contexto da GWS, um software com nome similar é o GenSel (Fernando and

Garrick, 2009), cujo nome deriva do termo Genomic Selection.

Selegen Gendmica

Empresa Brasieiia de Pesquisa Agropecuaria
Embrapa Florestas
Ministerio da Agricutura & do Abastecimento

SELFGEN-GENOMICA : RR-BLUP; RR-BLUP-HET; GWAS: GWAS-PSE; RFixa; G-BLUP; REML-G-BLUP

Inicio : 2007 Versao Atual : Abril 2014
Sistema de Selecao Genamica Ampla (GWS)
Modelos Lineares Mistos via REML/BLUP/GWS

Informacoes : Marcos Deon Viela de Resende
Universidade Federal de Vigosa
marcos.deon@gmail.com
marcos. deon@ufv.br

Copyright : INPI No. 00052763

Instituto Nacional da Propriedade Industrial

Vigosa - MG

Procedimentos Matematicos / Estatisticos / Genéticos
1. Modelo Estatistico : RR-BLUP/GWS

3. Modelo Estatistico : GWAS-PSE
4. Modelo Estatistico : GWAS
[ 5. Modelo Estatistico : RFixa/GWS

:
; 2 Modelo Estaisico: RRBLUPHET/GWS = BLASS0 = Bayesh
|

[ 6. Modelo Estatistico : REML-GBLUP : adilivo + dominancia

| 7. Modelo Estatistico : REML-GBLUP: aditivo + dominéncia + poligénico residual + bloco incompleto

L 8 Modelo Estatistico : REML-GBLUP : aditivo + dominéncia + epistasia
| 9. Modelo Estatistico : REML-GBLUP : aditivo + dominancia + interag&o G xE

[ 10. Modelo E statistica : REML-GBLUP: aditivo + dominancia + poligénico residual + ambiente permanente:

11: indice de Seleg3o Gensmico
12 Conelagdes Genémicas
[ 13: Componentes principais genémicos: divergéncia genémica

[ 14: Andlise de genémicos: divergéncia gendmica

15. Genética de Populages

%2 () POR

o B =0 &

Tabela 1. Modelos do Selegen Genémica para a GWS e GWAS.

15:04
15/05/2014

Modelo no Selegen e Efeitos de Objetivo penalizacio A Arquivo de Arquivo de
Método* Marcas/Indiv ¢ Lambdas Marcas
1 RR-BLUP Aleatério GWS A= 2 16 2 N&o necessario No mesmo arquivo
=0, O-gc de fenétipos
2 RR-BLUP-HET Aleatério GWS A= O_z /6‘2 Lambda de cada No mesmo arquivo
— e gi marca na coluna de fenétipos
3 GWAS-PSE Aleatério GWAS A= o_z /6‘2 Lambda de cada No mesmo arquivo
~ e gi marca na coluna de fenétipos
4 GWAS Fixo GWAS A1=0 Zeros na coluna 2 No mesmo arquivo
de fenétipos
5FR-LS Fixo GWS 1=0 Né&o necessério No mesmo arquivo
de fenétipos
6 G-REML/G-BLUP: aditivo + Aleatério GWS A= 2 /6 2 N&o necessario Arquivos separados
dominancia =0, O-g
7 G-REML/G-BLUP: aditivo + Aleatério GWS Q= 2 /6 2 N&o necesséario Arquivos separados
dominancia + poligénico + =0, O-g
latice
8 G-REML/G-BLUP: aditivo + Aleatério GWS Q= 2 /6 2 N&o necessario Arquivos separados
dominancia + epistasia =0, O-g
9 G-REML/G-BLUP: aditivo + Aleatério GWS A= 2 /6 2 N&o necessario Arquivos separados
dominancia + G x E** =0, O-g
10 G-REML/G-BLUP: aditivo Aleatério GWS A= 2 16 2 N&o necessario Arquivos separados
+ dominancia + poligénico + =0, O-g
permanente (repetibilidade)
11 indice de Selegdo - GWS - - -
Genémica
12 Correlagdo Gendmica - GWS - - -

entre Caracteres



http://www.journalofanimalscience.org/content/90/12/4177.long#ref-7
http://www.journalofanimalscience.org/content/90/12/4177.long#ref-7
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13 Divergéncia Gendmica via - GWS
Componentes Principais

14 Divergéncia Gendmica e - GWS
Agrupamento

15. Genética de Populagdes GWAS e GWS

* RF - Regressao fixa. RR - Regressao Aleatoria. ** Demanda um terceiro arquivo.

Trabalhando-se com esses modelos, outros modelos também podem ser
ajustados, conforme a Tabela 2, por meio da especificagio de valores zero para alguns
coeficientes de determinagio (c*) na tela do Selegen.

Tabela 2. Outros Modelos Ajustados pelo Selegen Genémica.

Modelo no Selegen e Coeficientes a serem Modelo a ser Usado
Método* Modificados

16 G-REML/G-BLUP: aditivo h2g =0.10 6

17 G-REML/G-BLUP: aditivo h2g =0.10;¢c21=0 10

+ permanente (repetibilidade)

18 G-REML/G-BLUP: aditivo h2g =0.10;c2=0 7

+ poligénico

19 G-REML/G-BLUP: aditivo h2g =0.10 8

+ epistasia

20 G-REML/G-BLUP: aditivo h2g =0.10 9

+GXE*

21 G-REML/G-BLUP: aditivo h2g =0.10 10

+ poligénico + permanente
(repetibilidade)

As seguintes anilises s3o necessirias em sele¢do gendmica:

1. Correcdo de Fenotipos
2. Controle de Qualidade das Marcas — Genética de Populactes
3.REML/G—BLUP: h? e § — Caté log o de Valores Genéti cos de Individuos
B 4. RR—-BLUP : ffi usando h? — Cata log o de Valores Genéti cos de Marcas
Sel?iga}o =+5. Validacdo Cruzada : Jackknife, Capacidade Preditiva, Viés
Gendmica T ~
6. GWAS : FR — BLUE : Significancia de m
7. ANADEV : Selecdo de Modelos Gendmi cos via Deviance
8. ACURACIAGENOMICA
9. ANALISE MULTIVARIADA GENOMICA : Correlagde s, indices, Divergéncia, Agrupament o

Recomenda-se rodar os softwares na seguinte sequéncia:

| 1. Correcdo de Fendtipos :
__Selegen € = y— XU -Tc¢ — Valores genéti cos desregress ados
REML/BLUP | _ -
€ =y— Xi-Tc —Zf —Valores genéti cos desregress ados e corrigidos para familias

2. Controle de Qualidade das Marcas —Genética de Populacfes — Modelo 15
3.REML/G—BLUP: h? e § — Cata log o de Valores Genéti cos de Individuos —> Modelos 6 a 10
4. RR—-BLUP : ffi usando h? — Caté log o de Valores Genéti cos de Marcas —> Modelos 1a 5

Selegen  |5.Validagdo Cruzada : Jackknife — Modelos 1a 3
Gendmica  |6. GWAS : FR — BLUE : Significancia de m — Modelos 3 e 4

7. ANADEV : Selecdo de Modelos Gendmi cos via Deviance : ¢c> =0 — Modelos 6 a 10
8. ACURACIA GENOMICA : Arquivos .fam

9. ANALISE MULTIVARIADA : GENOMICA Correlagde s, indices, Divergéncia, Agrupament o — Modelos 11 a 14
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3. Arquivos de Dados

Para os modelos 1 a 5 0 arquivo de dados deve conter a seguinte seqiiéncia de
colunas: Individuo Familia Bloco Planta Fenétipos Marcas. As colunas Familia, Bloco e
Planta podem ser preenchidas com o numero 1, pois sdo ignoradas na anilise (isto

vale também para os modelos 6, 8 e 9). Alguns modelos exigem adicionalmente um

2

2 . . . .
gi? em ql.le Ge e a estimativa da Varlénc1a

arquivo de lambdas dados por 1=0c7/6

residual e ;2 a estimativa da varidncia genética aditiva de cada loco marcador. As

quantidades 6'gzi podem ser estimadas pelos métodos IBLASSO, BLASSO, BayesA,

BayesB e BayesCPi, conforme Resende et al. (2011a). Para os modelos 1 e 2 é usada a
opcdo BLUP e deve ser fornecida a herdabilidade da caracteristica.

Os modelos 7 a 10 exigem pelo menos dois arquivos: o de dados que deve
conter a seguinte seqiiéncia de colunas: Individuo Familia Bloco Planta Fendtipos e o de
marcas com as seguintes colunas: Individuo Marcas. Individuos genotipados mas nio
fenotipados devem ter seus fenétipos imputados como sendo a média geral dos
fenétipos. Para o modelo 9, 0 arquivo com a informac3o de parentesco da interacio G
x E (Resende et al., 2012), deve ser fornecido i parte, contendo apenas colunas
referentes aos marcadores e uma primeira linha de identifica¢io, a qual serd ignorada
pelo programa. O card em R (desenvolvido com a ajuda de Camila Ferreira Azevedo)
para gerar esse arquivo é apresentado a seguir. O arquivo de marcas a ser lido pelo R
deve conter as seguintes colunas: Local Individuo Marcas.

setwd("C:\\teste")
dados=read.table("TESTE-GWS-AD-MARCAS-AE.txt",h=T)

M1=dados[dados[,1]==1,-c(1:2)]
M2=dados[dados[,1]==2,-c(1:2)]

# Para o local 1

M1A=matrix(0,nrow(M1),ncol(M1))
M1A[M1==2]=1

M1A[M1==1]=0

M1A[M1==0]=-1

# Para o local 2

M2A=matrix(0,nrow(M2),ncol(M2))
M2A[M2==2]=1

M2A[M2==1]=0

M2A[M2==0]=-1

G_AE1=(M1A%*%t(M1A))/sum(diag((M1A%*%t(M1A)))/nrow(M1A))
G_AE2=(M2A%*%t(M2A))/sum(diag((M2A%*%t(M2A)))/nrow(M2A))

# Matriz G_AE

G_AE=rbind(cbind(G_AE1,matrix(0,nrow(G_AE1),ncol(G_AE2))),
cbind(matrix(0,nrow(G_AE2),ncol(G_AE1)),G_AE2))

write.table(G_AE,"G_AE.txt",col.names=FALSE,row.names=FALSE,quote=FALSE)
write.table(G_AE,"G_AEL.txt",col.names=FALSE,row.names=FALSE,quote=FALSE,sep="") # delimitado por espago no txt
write.table(G_AE,file="G_AE2.csv",col.names=FALSE,row.names=FALSE,quote=FALSE,sep="") # delimitado por espago
no excel
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O modelo 9 pode ser usado também para ajustes usando outras matrizes de
correlacio, em lugar da matriz de parentesco da interacio G_AE. Assim, podem ser
usados, por exemplo, o ajuste de efeitos epigenéticos (via uso da matriz T de
transmissibilidade epigenética em lugar de G_AE), o ajuste de efeitos poligénicos
residuais (via uso da matriz A de parentesco genético aditivo em lugar de G_AE). A
matriz é fornecida pelo modelo 184 do Selegen-Reml/Blup, mediante fornecimento

do pedigree.
4. Resultados e seus Significados

As estimativas dos componentes de varidncia e outros parimetros genéticos
associados aos diferentes modelos s3o simbolizados por:

Va: varidncia genética aditiva.

Vd: varidncia genética de dominincia.

Vi: varidncia genética epistatica.

Vpedfam: varidncia poligénica residual entre familias, ou varidncia genética
entre familias, capturada pelo pedigree, mas nio pelos marcadores.

Vint: varidncia dos efeitos da interacdo genético aditivo x ambiente.

Vbloc: variincia entre blocos.

Vperm: varidncia de ambiente permanente entre individuos.

Ve: variincia ambiental.

Vf: variancia fenotipica individual.

h2a = ha: herdabilidade individual no sentido restrito, ou seja, dos efeitos
aditivos.

h2g: herdabilidade individual no sentido amplo, ou seja, dos efeitos
genotipicos totais. E calculado pelo Selegen como h2a + c2d. Mas no modelo
8 deve-se somar também c2i.

c2d: coeficiente de determinagio dos efeitos de dominincia.
c2i: coeficiente de determinacio dos efeitos epistaticos.

c2int: coeficiente de determinacdo dos efeitos da interacdo genético aditivo x
ambiente.

czpedfam = c21: coeficiente de determinacdo dos efeitos poligénicos residuais
entre familias.

c2bloc = c2: coeficiente de determinagio dos efeitos de bloco.

czperm: coeficiente de determinacio dos efeitos de ambiente permanente
entre individuos.

r = repetibilidade individual.
h = heterozigose individual.

rhf = Correlagio entre heterozigose individual e fenétipo.

Para a GWAS ¢ mostrado o resultado ao nivel de significincia 506 pelo teste F.
Apés o controle de qualidade do arquivo de marcas realizado pelo modelo 15, o
Selegen Gen6émica grava automaticamente um arquivo com extensdo _cor onde sio

8
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eliminadas as marcas com MAF < 0.05 e/ou CALL rate < 0.95 e também realiza-se a
imputagio de marcas perdidas.

5. Teoria e Modelos

Modelos anédlogos 4 maioria daqueles usados na Genética Quantitativa
Cléssica foram programados no Selegen Genémica. Tais modelos incluem, ao nivel
gendmico, os seguintes efeitos e parimetros: efeito aditivo, dominincia, epistasia,
interacdo gendtipo x ambiente, efeito poligénico residual, herdabidade no sentido
restrito , herdabidade no sentido amplo, repetibilidade, correlagio genémica entre
caracteres, indice de selecdo gendmico, correlacio genémica através de locais, blocos
incompletos, divergéncia gendmica e agrupamento. A seguir sio apresentados os
modelos programados no Selegen Genémica.

Modelos Fenotipicos

Um modelo adequado para descrever bem os fendtipos medidos a campo
contempla os efeitos ambientais fixos (u), ambientais aleatérios ou de ambiente
comum (c, podendo ser parcelas, blocos, ambiente permanente) e os efeitos genéticos
aleatérios capturados pelos marcadores (g) e poligénicos residuais (f) associados ao
pedigree ou estrutura de familias e nio capturados pelos marcadores. O modelo é
especificado por:

y=Xu+Zg+Zf+Tc+e

Os efeitos genéticos g podem ser decompostos em aditivos (a), de dominincia
(d), epistaticos (i) e da interagdo aditivo x ambientes (ae). O modelo torna-se entdo:

y=Xu+Za+Zd+Zi+ Zae+ Zf + Tc+e

,em que X, Z e T sio matrizes de incidéncia. Uma vez que o modelo contém um
grande ndmero (6) de fatores de efeitos aleatérios é necessirio escolher aqueles de
maior relevincia em cada situagio prética, de forma a evitar a super-parametrizagio
na modelagem. Por exemplo, um modelo relevante na maioria das situagdes é:

y=Xu+Za+Zd+Zf + Tc +e.

Esse modelo estd implementado nos modelos 7 e 10 do Selegen Gendémica e
também no software GS3 de Legarra et al. (2011) e é um procedimento single step de
ajuste simultineo dos efeitos genéticos e ambientais. O GS3 usa o enfoque Bayesiano
e adota um modelo equivalente em nivel de marcas e n3o de individuos.

Se os dados forem pré-ajustados para alguns efeitos, tem-se o ajuste em dois
ou mais passos e os modelos tornam-se:

(i) ajuste apenas para os efeitos ambientais y. =€ =y — XG0 —TC

Ye=Ju* + Za+ Zd + Zi + Zae + Zf + e
Ye=Ju*+Za+Zd+Zi+Zf +e
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Ye=Ju* + Za+ Zd + Zge + Zf + e
Ye =Ju* + Za + Zd + Zf +e (modelo 7 e 10 do Selegen Genémica com ¢* = 0)

Na notacdo, J refere-se a um vetor de uns, associado ao escalar u* referente 3 média
geral. O interesse nesse tipo de ajuste reside na aplicagio da GWS no curto prazo.

(ii) ajuste para os efeitos ambientais e de familia y, =€ =y — XU —TC — zf

Ye=Ju* + Za+ Zd + Zi + Zae + e

Ye=Ju* + Za+ Zd + Zi + e (modelo 8 do Selegen Genémica)
Ye =Ju* + Za + Zd + Zae + e (modelo 9 do Selegen Genémica)
Ye =Ju* + Za + Zd + e (modelo 6 do Selegen Gendémica)

O interesse nesse tipo de ajuste reside na aplicagio da GWS no longo prazo e

também na GWAS.
Fenétipos Corrigidos

Para uso dos modelos descritos na situacio (i) os fenétipos devem ser
corrigidos para os efeitos ambientais ou os valores genéticos preditos pelo BLUP
tradicional devem ser desregressados. Em ambos os casos obtém-se €, o vetor de
fenétipos corrigidos.

A corregdo a ser efetuada é dada por € =y— XU —TcC . Nesse caso, u e ¢
devem ser estimados sob um modelo em que se ajusta também o g. Uma maneira de
se fazer isso no Selegen Reml/Blup é por meio do ajuste do modelo com u, ge ¢, via
REML/BLUP e, posteriormente, usar somente a op¢io BLUP fixando a
herdabilidade h® em 1 e fixando o coeficiente de determinagio c¢* em seu valor
estimado por REML no passo anterior. Assim, os valores genéticos produzidos por
esse ultimo BLUP sio os valores fenotipicos corrigidos a entrarem na sele¢do
gendmica.

Pela alternativa de desregressio do BLUP tradicional, tem-se & =g /f’, em

que f2

, ¢aconfiabilidade (quadrado da acuricia) da predigdo tradicional de g.

Na situagdo (i) o interesse reside na aplicagio da GWS no curto prazo (uma
ou duas geragdes).

Na situagio (ii) o interesse reside na aplicagio da GW'S no longo prazo (uma
ou duas geragdes) e a corregdo dos fendtipos para os efeitos de genitores ou familias
deve ser dado &€ = y— X(i —TC — Zf em que u, c e f devem ser estimados na presenca

de g. Para fazer isso no Selegen Reml/Blup é por meio do ajuste do modelo com u, g,
c e f, via REML/BLUP e posterior uso dos residuos do arquivo .dev, os quais ja
equivalem a & = y— XG—TC —Zf , que é denominado vetor de efeitos da segregacio

mendeliana desregressada.

Quando nio se dispde do arquivo de fenétipos mas, apenas de um catdlogo

10
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com valores genéticos preditos e sua acuricia, o procedimento de desregressio do
BLUP tradicional deve ser usado, conforme descrito por Garrick et al. (2009) e
Resende et al. (2010). Neste caso, demanda-se uma trinca de informacdes referentes

aos vetores de valores genéticos preditos (§ ) e suas acurécias ([ ), referentes a trés
entidades: individuos i, pais j e mies k. Esse procedimento propicia

g, =(y—-Xa-Tc-05 g;-05 gk),queésimilara €=y—Xa-Tc —-Zf .

Alternativa de Corregdo para Estrutura de Familia

Um procedimento muito usado em GWAS para correcdo para estrutura de
familia é o ajuste dos primeiros autovetores (tipicamente 1 a 20, associados aos
maiores autovalores) da matriz de parentesco G como covaridveis de efeitos fixos
(similar a familias ajustadas como efeitos fixos, com matriz de incidéncia X). Nesse
caso, o modelo ajustado é y = Ju + Xf + Za +e.

6. Parametrizacdo das Matrizes de Incidéncia dos Efeitos Genéticos de
Marcas

Modelo Aditivo-Dominincia
A parametrizacdo mais adequada para o modelo aditivo-dominincia é:

Efeitos aditivos: W
Se MM; 2 —52-2p=2q
W=:SeMm; 1 —>1-2p=q-p
Semm; 0 —»0-2p=-2p

Os valores de W devem ser centrados em zero para que os efeitos das marcas
codominantes sejam efeitos de substituicio alélica (@) com média zero na
populacio, e, nesse caso, assumindo equilibrio de Hardy-Weinberg, a variacio

genética aditiva do cardter na populagdo equivale a 52 =23 p,(1-p, )o?, -

Efeitos de dominincia: S
Se MM; 0 —-2q°
S=¢SeMm; 1 —>2pq
Semm; 0 —-2p?

Isto é coerente com as seguintes defini¢des basicas em Genética Quantitativa:

Efeitos no loco génico b.

Gendtipo Frequéncia Efeitos Aditivos Efeitos de
Dominincia
BB p’ 2qa -29°d
Bb 2pq (a-pa 2pqd
bb q -2pa —-2pd

11
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Variincias no loco génico b.

Gendtipo Frequéncia Variincia Aditiva  Varidncia de Dominincia
BB P’ p*(2qa)* p*(-20°d)’
Bb 2pq 2pdl(a— p)al 2pa(2pad)’
Bb q q°(=2pe)’ q’(-2p’d)’
Soma o’ =2pga’ o; =(2pqd)®

Outra parametrizagio usada (inclusive pelo Selegen Gendémica) surge por
meio da projecdo das frequéncias alélicas para uma populagio base com frequéncias p
= q = 0.5. Assim, tem-se:

Efeitos aditivos: W
Se MM; 2 —»2-2*05=1
W=<:SeMm; 1 —-51-2*05=0
Semm; 0 —»0-2*05=-1

Efeitos de dominincia: S
SeMM; 0 —-2*05°=-05
S=4SeMm; 1 —>2*05*05=0.5
Semm; 0 —-2*05°=-05

7. Modelos Equivalentes
7.1. Modelo de Individuos (G-BLUP)
Modelo Aditivo-Dominincia

Ye=Xu+Za+Zd+e

a:vetor de efeitos genéti cos aditivos dos individuos
d = vetor de efeitos de do min ancia dos individuos

a~N(0,G,02); d ~ N(0,G,02); e~ N(0,15?)

X'X  X'Z X'z
2 A 1
z’x  727+6}% 77 gl Xy
o, al-|2'y
2 |ld| |z
X 72 77+6G;* % y
Oy
em que:

12
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Cowwe G. ___ 58" ,emque p;e q;sdo as frequéncias alélicas.
T d ™ n

2 (@) 2 @)’

i=1 i=1

Ajustar um modelo gendmico individual é equivalente a ajustar um modelo

G

a

individual traditional mas, com as matrizes de parentesco A e D baseadas em
pedigree substituidas pelas matrizes de parentesco gendmico G, and G, para os

efeitos aditivos e de dominincia, respectivamente.

Segundo o modelo de marcas (ver item 7.2), a matriz de covariincia para os
efeitos aditivos ¢é dada por G,o?=VarWm)=WW'c?,, a qual conduz a

G, =W '/(c2, / 5%) :V\/\N'/Zn:[zpi(l— Pl A matriz de covaridncia para os efeitos de
i=1
dominincia é dada por G,o% =Var(sm,) =SS'c?%, - Entdo G, = SSN(02, 1 62) :SS'/ZHZ[Zpi(l— o) -
i=1
As  igualdades (52 /52)- Si2p(1-p)l € (o l07) =i[2pi(l_ o )P advém de
i=1 i=1

n n 2

oy =2 [2p(1-p)] o, € of =) [2p,(1-p o (Falconer, 1989), oy em que m; e my
i=1 i=1

referem-se aos efeitos aditivos e de domindncia para qualquer marca i (segundo o

modelo infinitesimal os diferentes locos marcadores explicam iguais quantidades de

.. , 2 2 2 2
variagdo genética, de forma que O, =0, € Orgi = O )

Para evitar problemas de singularidade em G, e G4 o Selegen Gendmica as
obtém da seguinte forma: g - ww')/[tr(MW")/N] € G, —(s5)/fir(ss)/N] €M que tr é o operador

tragco matricial e N é o ntimero de individuos. Dessa forma, G, e G4 apresentam
melhores propriedades numéricas. Verifica-se que nesse procedimento essas matrizes

S a-pl ¢ DI

de individuos maior que o niimero de marcadores as matrizes G, e G4 sdo nio

sdo escaladas por [reww')/N] € [ir(ssy/n] € ndo por Com ntimero

inversiveis.

Modelo Aditivo-Dominéncia-Epistasia
Ye=Xu+Za+Zd+Zi+e

a:vetor de efeitos genéticos aditivosdos individuos
d = vetor de efeitosde domin anciados individuos
i:vetor de efeitos genéticos epistaticos aditivo x aditivo dos individuos

a~N(0,G,62); d ~ N(0,G,52); i ~ N(0,G,52); e~ N(0,157)

13
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X'X X'z X'z Z'X
2
X  22+6;% 77 7'
o al [xy
2 a Z'y
, , ’ 710e 1 ~ | —
X 72 224605 22 7=l 2y
2 i Z'y
Z’x 7'z ' 77+6 %

em que G =G,#G,; # é o operador produto de Hadamard.

Modelo Aditivo-Dominéncia-Interacio g x e

Modelos em nivel de individuos contemplando as interacdes gendtipos
ambientes (ge) podem também ser ajustados, desde que existam individuos

aparentados no mesmo ambiente e também entre ambientes.

Ye=Xu+Za+Zd+ Zae + e

a:vetor de efeitos genéticos aditivosdos individuos
d = vetor de efeitosde domin anciados individuos
ae:vetor de efeitosdaint eragdogenéticoaditivo x ambientedos individuos

a~N(0,G,02); d ~N(0,G,073); ae~ N(0,G,.52); e~ N(0O,ls?)

X'X X'z X'z Z'X
2
X 22+6;% 77 7'
o, al [xy
2 a Z'y
, , ’ 710e 1 ~ —
X 72 724605 22 7|7 2y
o2 |lae] |Z'y
Z’X 72 2z 77+62%
Gae

em que G, é a matriz de parentesco da interagio gendtipos x ambiente. G,. = G para
pares de individuos no mesmo ambiente e G,. = o para pares de individuos em
diferentes ambientes. A variincia da interacio entre os efeitos genéticos aditivos e de

. . 2
ambientes é denotada por o, .

7.2. Modelo de Marcas (RR-BLUP)

ye=Xu+ Wmg+Smg+e

m, :vetor de efeitos genéti cos aditivos das marcas
Var(Wm,) =WW o}
m, = vetor de efeitos de domin ancia das marcas
Var(Sm,) =SS'c} .

14
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XX X'W XS
2
WX Ww+1Ze WS a7 [Xy
Gma m, |= W'y
2 m Sy
SX  SW 541 % | L0 LY
emque:
02 _ O-i : 02 _ O'j i
Z(Zpiqi) Z(Zpiqi)z
i=1 i=1

7.3. Modelos Equivalentes

Yo = Xu + Za + Zd + e (Modelo de individuos)
ye = Xu + ZWm, + ZSmg + e (Modelo de marcas)

7.3.1 Conversio do Modelo de Marcas para Individuo

a=Wm, =Wea:vetor de efeitos genéticos aditivosdos individuos
d = Sm, :vetor de efeitos genéticos de domin anciados individuos

G: :Z(zpiqi)o-ria ; oy :Z(Zpiqi)za;d
i= i1

A . . . 2 2 -
Os componentes de varidncia associados aos efeitos sdo oy, e o, . A quantidade
a

M, em um loco é o efeito de substituicdo alélica dado por m, =, =4, +(q, — p,)d;, em

que p; e q; sdo as frequéncias alélicas e a; e d; sdo os valores genotipicos do

homozigoto e heterozigoto, respectivamente, no loco i. A quantidade M, equivale a

my, =d,.
7.3.2 Conversdo do Modelo de Individuo para Marcas

W’a =W Wm,; me= (WW) " W’a
S’d = S’Smy ; mg= (§’S)"S’d

Nudmero de marcas para precisa obtengdo da matriz de parentesco gendmico

Segundo Rolf et al. (2010), cerca de 2.500 SNP sio suficientes para a estimacdo de G

de forma precisa.
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8. Genética de Populacoes

Imputacdo de Dados Perdidos

A matriz precursora de parametrizacdo W é dada por:

Se MM; 2
W ={% Mm; 1
Semm; 0O

A variével indicadora W tem a seguinte distribuicio:
W Média: E(W)=2p
VarianciaVar(W) =2pq

A matriz de incidéncia W contém os valores o, 1 e 2 para o nimero de alelos do
marcador (ou do suposto QTL) em um individuo dipléide. Com marcadores
codominantes a média e variincia da varidvel indicadora W associada a matriz de
incidéncia sio dadas por:

Média da varidvel W = o x p* + 1 x 2p(1-p) + 2 x (1-p)* = 2p

Varidncia da varidvel W = Var (W) = Var (W;)) = (o - 2p)* xp" + (1 - 2p)* x
2p(1-p) + (2 - 2p)* x (1-p)*= 2p(1-p)

O valor médio ou esperado da varidvel indicadora é 2p. Esse valor é usado pelo
Selegen Gendmica para imputagio de valores perdidos (INA) de marcadores nos
individuos. A seguinte regra é adotada:

Se2p<05 —»W, =0;
W, =:Se 05<2p<15 —»>W, =1
Se1.5<2p<2.0 »W, =2

Apéds a imputagio aplica-se a parametrizacio em W e S.
Frequéncias alélicas

O Selegen Genémica fornece, pelo modelo 15, as seguintes estimativas em
Genética de Populagdes: frequéncias alélicas (p e q), varidncia ou heterozigose (2pq),
MAF (frequéncia do alelo menos frequente), call rate, coeficiente de endogamia e
tamanho efetivo populacional. Em seguida realiza o controle de qualidade do arquivo
de marcas, eliminando locos n3o polimérficos (MAF < 506) e/ou locos com baixa
taxa de atendimento ou presenca nos individuos (call rate < 95%). Um arquivo de
marcas _cor corrigido é salvo e estd pronto realizar as anélises gendmicas pelos
demais modelos.

Assumindo os alelos de cada marca como em equilibrio de Hardy-Weinberg na
populagdo, as frequéncias alélicas sdo obtidas por _lum +05ny, _ 20y +Nyn e

N 2N
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_ N #0500, _ 2N + 0y p> em que Ny, é o nimero de individuos com gendtipo

N 2N
MM. A MAF ¢é dada por MAF=min[p,1-p)].- O quadro a seguir ilustra a obtenc¢io

dessas féormulas.

Genétipos Codigo Contagem Frequencia Calculo da Frequencia de M
MM 2 nvm p2 nMM/N = pz
Mm 1 NMm 2p(1-p) (1/2) nmm/N = p(1-p)
mm 0 Nmm (1-p)* )
Soma - N I

P = DMm/N + (i/2) DMm/N

Coeficiente de Endogamia (F) e Tamanho Efetivo (Ne)

O coeficiente de endogamia é calculado por o _tr(W) , e o Ne por \,_1,em que
N C2F

N é o0 ntimero de individuos.

Call Rate

A call rate (CR) ¢é calculada por cRr _P-A_, A em que dentre os N individuos,
P
A apresentam gendtipos ausentes (perdidos ou missing) e P (presentes ou not
missing) retornam gendtipos no processo de genotipagem.

Call Rate ou taxa de atendimento na genotipagem de T individuos refere-se a
propor¢io de sucesso no retorno de gendtipos. Dos T individuos, A apresentam
genétipos perdidos (missing) e P (not missing) retornam gendtipos no processo de
genotipagem. Em termos proporcionais simples, segundo o conceito estatistico de

frequéncia, um estimador trivial para a CR seria . P_N-A_ A ou
N~ N N
e P_ P _(P+A-A_, A
N (P+A) P+A) P+A)

No entanto, segundo o conceito estatistico de correlacio entre medidas
repetidas ou repetibilidade, a obten¢io de um estimador adequado remete a
necessidade de observacdes sequenciais em um mesmo individuo. E isto ndo é
possivel na fragdo A, pois estes falharam na primeira observagio. Automaticamente,

o denominador da fragdo ~g«_;_ A muda de (P+A) para P e a CR transforma-se
(P+A)

em cr_1_A, que é o estimador recomendado. Essa expressdo é também dada por
P

I3

_(P+A-A. Uma derivagdo formal de n_, A é

cr-P=A, a qual contrasta com ., _
P (P+A)

apresentada a seguir.
Call Rate como Medida de Repetibilidade

Para varidveis bindrias ou com distribuicio binomial (o = fracasso na
genotipagem; 1 = sucesso na genotipagem) e tendo-se duas avaliagdes por individuo,
uma tabela de contingéncia 2 x 2 sumaria toda a informacdo amostral. Tal tabela é
estruturada da seguinte forma:
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Avaliagdo 1

o I Total
Avaliagio 2 o Ny N .,
1 N, n. n.,
Total No- n,. n..

Com base nessa tabela de contingéncia, a estatistica p = n,/n. — n,/n,. é o
estimador para a repetibilidade na escala binomial ou correlacio entre avalia¢Ses
repetidas em um mesmo individuo.

Para o caso da varidvel sucesso/fracasso na genotipagem, podem ser
especificadas as quantidades:

ny: ndmero de individuos que tiveram sucesso na genotipagem na primeira
avaliacio e também na segunda avaliagdo, ou seja, é o préprio nimero de
individuos bem sucedidos na segunda avaliacio, visto que aqueles que
fracassaram na primeira avaliagio ndo participam da segunda genotipagem, uma
vez que sdo inadequados para o estudo de repetibilidade.

n.: soma do nimero de individuos bem sucedidos na primeira avaliacio e mal
sucedidos na segunda avaliacio mais o nimero de individuos bem sucedidos na
segunda avaliacdo, ou seja, essa soma é o préprio nimero de individuos bem
sucedidos na primeira avaliagio.

Nt numero de individuos mal sucedidos na primeira avaliagio e que se tornaram
bem sucedidos na segunda avaliagio, ou seja, zero, pois esses nio participam da
segunda genotipagem.

Assim, neste caso, o estimador para a repetibilidade eqiiivale a p = N,/N,, em
que N, e N, sio os ntimeros de individuos bem sucedidos na segunda (P-A) e

primeira (P) avaliagdes, respectivamente. Assim, p=CR= P;A. Essa expressdo assume

que o nimero de perdidos na segunda avaliagio é o mesmo ocorrido na primeira
avaliagdo. Portanto, pelo conceito de repetibilidade, p=CR= P;A :1_2.

9. Validacao Cruzada: Capacidade preditiva, Viés e Acuracia

A metodologia generalizada de validacdo cruzada via método do Jackknife
baseia-se na divisdo do conjunto de N dados amostrais em g grupos de tamanho igual
a k, de forma que N = gk. Em geral, k é tomado como 1, mas, pode ser tdo grande
quanto N/2. O estimador § corresponde aquele baseado em amostras de tamanho (g
- 1)k, onde o i-ésimo grupo de tamanho k foi removido. Comk=1,N=ge(g-k =g
- 1= N-1, de forma que § refere-se 4 amostra em que foi omitida a observagio i
(Resende, 2008). Validaces com k = 1 e k =2 tendem a conduzir aos mesmos valores
de acuricia na populagdo de validagdo. Assim, ndo hi necessidade de usar k = 1, sendo
que valores maiores sdo também suficientes para a validac¢do cruzada.

Outra forma de estimar a acuridcia da GWS é via o G-BLUP do Selegen
Gendmica. Para isso, alguns individuos devem entrar na avaliagio apenas com a
informacio das marcas, mas, nio dos fendtipos. A acuricia estimada para esses
individuos, pelos modelos 7 a 10 do Selegen, equivalerd a uma acuricia validada.
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A. Correlagio: Capacidade Preditiva

rye = Cor(§y, y.) =Cow(Qy ., y.)/(og,0, ) =Cov(Q,,9)/(c40,)
= Cou(d,.9) /[y, (o /1)"*1=Cow(@,  9) Moy, (o, /N)]= ryyh,
B. Regressiode y.em QV : Viés
b,y =Re g(y,/6,) = Cov(8y,¥.) /(%) = Cov(8,,0) (o2 ) = o2, [ o2, =1
C. Acuricia

Fog =Tyt /¢

10. Desequilibrio de Ligacao

A definigdo de desequilibrio de ligagdo (r*) refere-se a associagdo ndo aleatdria
de alelos de diferentes locos. O desequilibrio de ligagdo ou desequilibrio de fase
gamética é uma medida da dependéncia ou nio entre alelos de dois ou mais locos. Em
um grupo de individuos, se dois alelos de locos diferentes sio encontrados juntos
com freqiiéncia maior do que aquela esperada com base no produto de suas
freqiiéncias, infere-se que tais alelos estio em desequilibrio de ligacdo.

O r*¢é o quadrado da correlagio (r) entre alelos ou gendtipos presentes no loco
marcador e no loco do QTL, conforme na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Calculo do desequilibrio de ligacao entre marcador e QTL.

Individuo N. Alelos N. Alelos
Loco Marcador Loco QTL
(W.) (W)

1 0 0

2 2 1

3 1 1

4 1 0

5 2 1

Correlacdor | r=0.76 r’=0.58

O r* tem trés interpretacdes: (i) desvio da frequéncia observada de haplétipos
em relagdo a esperada segundo segregacdo independente
(D =Prob(ab)—Prob(a)Prob(b)); (ii) quadrado da correlagdo (r) entre alelos (Tabela
3); (ii) proporgio da variagio no QTL explicada pelo marcador. As provas dessas trés
interpretagdes e equivaléncias sio apresentadas a seguir.

O coeficiente de correlagdo entre duas varidveis ou alelos nos locos a e b é

dado por: _  Covab) _ 2.ab—>adb _ Prob(ab)—Prob(a)Probh) D . O
[Var(aVar(b)]"*  [Var(a)]"*[Var(b)]"* [pal"*[rs]"* [pg rsI
quadrado dessa quantidade equivale a ,o_ D° | que é a medida padrio de
[pa rs]

desequilibrio de ligagdo. Usando as matrizes de incidéncia W dos marcadores o valor

de r pode ser dado por [ _ Cov (W, W) . Definem-se as quantidades
@0 var(w, )T [Var W, )J"?

D = Prob(ab) — Prob(a)Prob(b) , em que Prob (a) é a frequéncia do alelo a e Prob (ab) é a
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frequéncia do genétipo ab. Genericamente, p é a frequéncia do alelo A, q é a
frequéncia do alelo a, r é a frequéncia do alelo B e s é a frequéncia do alelo b. A
igualdade Var(a)= pg assume distribui¢io Bernoulli para a presenca do alelo.

A relagio entre efeitos genéticos do marcador e do QTL pode ser melhor
entendida segundo os modelos a seguir: modelo para fenétipo via efeito genético do
QTL (gqrL): Y = U+ ggq +€; modelo para fendtipo via efeito genético do marcador

(8m):y=U+gy, +e=u+Wg, +e. A quantidade gm é um coeficiente de regressio
g, =Cov(y,W)/Var(W) = Cov(gqn ,W)/Var(W)

dado por .
=r[Var(gen ) /Var(W)1"? = r{Var(gen ) /[2p(1- p)1}"*

A quantidade da variagio no QTL explicada pelo marcador é dada por
Var(\Wg,,) = gavar(W) = r’[Var(gqn ) /Var(W)Mar(W) = rVar(gqen ) - Assim, surge o

conceito de '’ como a propor¢io da variagio do QTL explicada pelo marcador.
- Célculo do desequilibrio de ligagdo entre pares de locos

Usando as matriz de incidéncia W dos marcadores o valor de r pode ser dado
por Cov (Wi, W;) ,em que W ¢ dada conforme abaixo.

0~ Var(w, ) 2Var (W, )

Individuo N. Alelos N. Alelos
Loco Marcador a (W,) Loco Marcador b (W,)
1 0 0
2 2 1
3 1 1
4 1 0
5 2 1
Correlacio r r=0.76 r’=0.58

De maneira similar ao r* acima, porém envolvendo todos os pares de locos,

pode ser obtido o desequilibrio médio entre todos os pares de marcadores (ITth, )-Eo

tamanho efetivo (Ne) pode ser obtido via ftpzl . A partir da expressdo . _ N fy

™
. 2 - 2 , , ,
estima-se I\, e entdo g _ N+ T0g) em que n, é o nimero de marcadorese L é o
2r?

mq

tamanho do genoma (Resende et al., 2012).
11. GWAS - Identificacao de Variantes Causais

A GWAS (Genome Wide Association Studies) procura associagio entre locos e
carter fenotipico em nivel populacional, por meio de testes de hipéteses visando
detectar efeitos com significincia estatistica. O seguinte modelo de regressio em
marcas simples pode ser empregado visando 4 associagdo entre marcador e QTL em
uma populagdo panmitica (Resende, 2008): y = Ju + Wm; + e, em que y é o vetor de
observagdes fenotipicas, ] é um vetor com valores 1, u é o escalar referente 3 média
geral, m; é o efeito fixo de um dos alelos do marcador bialélico e e refere-se ao vetor
de residuos aleatérios. W é a matriz de incidéncia para m;. Esse modelo assume que o
marcador afetard o cariter apenas se ele estiver em LD com o suposto QTL. Outros
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efeitos fixos e aleatérios podem ser incorporados nesse modelo. Como exemplo,
considere a avaliagdo de 12 individuos para um cariter e para um marcador do tipo
SNP. Os dados referentes aos genétipos e fendtipos dos individuos sdo apresentados

a seguir.
Individuo Fenétipo Primeiro Alelo do SNP1 Segundo Alelo do SNP1

1 9,87 A a
2 14,48 A

3 8,91 A a
4 14,64 A A
5 9,55 A a
6 7,96 a a
7 16,07 A A
8 14,01 A a
9 7,96 a a
10 21,17 A A
11 10,19 A a
12 9,23 A A

A matriz de incidéncia W associa os nidmeros de cada alelo do SNP aos
fenétipos. E suficiente ajustar o efeito de apenas um dos alelos. Assim, a matriz W
terd apenas uma coluna para o efeito de um dos alelos do SNP, por exemplo o A.
Essa coluna contém o nimero de cépias do alelo A que os individuos possuem.
Portanto, contém os valores o, 1 ou 2 para um individuo dipléide. O ntimero de linhas
dessa matriz é igual ao nimero de individuos.

A matriz J inclui uma coluna para a média geral. As matrizes ] e W (ntimero
de alelos A), apresentadas na forma transposta sio dadas por J';,, =[111111111111]

e W',,=[121210210212]. As equagdes de quadrados minimos para a estimagio dos

efeitos da média geral e do SNP equivalem a:

I W d = Iy em que y é o vetor de fendtipos. Resolvendo-se esse
W' WW || m, W'y

2

7.

. , G 17,2713
sistema, obtém-se: = .
17 [ 37856

A hipétese da nulidade, ou seja, de que o marcador nio apresenta qualquer
efeito sobre o caréter, pode ser avaliada pelo teste F. A hipétese nula é rejeitada se F >
F(a,v,v,), em que F é a estatistica de Snedecor calculada dos dados, a é o nivel de
significincia e v, e v, sdo os graus de liberdade associado a distribui¢do F tabelada. A
hipétese alternativa é de que o marcador afeta o cariter, ou seja, devido ao fato de
que marcador e QTL encontram-se em desequilibrio de ligagdo. O valor da estatistica

QM Regressdo MW’y +0G J'y—(1/n) (3'y)?
S, (Yy-mw'y—aJd'y)/(n-2)

F é calculado via F =

No presente exemplo, o valor calculado de F foi de 9,74. Tal valor pode ser
comparado com o valor tabelado de F ao nivel de significincia de 5 % e graus de
liberdade 1 e 10, 0 qual equivale a 4,96. Assim, o efeito do SNP ¢ significativo. Isso
era esperado, pois, associados aos maiores valores fenotipicos estio os alelos A do
SNP, conforme se vé claramente na tabela dos dados. Na pratica da GWS;, o nivel de
significincia a ser adotado deve ser bem menor, da ordem de 10~ (F 18.80).
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Nivel de Significincia na GWAS

Em problemas onde a inferéncia probabilistica exata ndo estd disponivel, a
fun¢io de verossimilhanga observada pode ser usada diretamente para inferéncia.
Isto pode ser feito por meio da razdo de riscos (odds ratio), a qual é a prépria razio
direta entre os valores da fun¢io maximizada por dois conjuntos distintos de valores
paramétricos a serem avaliados, ou seja, OD = (L(U))/L(V)). A inferéncia
verossimilhanca pura pode ser usada quando a teoria de grandes amostras nio for
adequada ao caso analisado. Esse é o caso de amostras pequenas com distribui¢io nido
normal.

Uma derivagio do OD, muito usada no contexto da genética é o teste do
LOD escore. LOD significa “log of odds ratio”, ou seja, logaritmo na base 10 da razio
de riscos (odds ratio). Riscos, no caso, quantificados pela verossimilhanga de dois
modelos a serem comparados. O LOD é dado por LOD = Log, OD = Log,
(L(U))/L(V)) = A/ [2 Log (10)] = A/ 4.61. Portanto, existe uma relagio direta entre o
LOD e o LRT ou A, ou seja, LOD = LRT / 4.61. Alternativamente, LRT = 4.61 LOD.

Com base nessa dltima expressio, pode-se associar valores de LOD e p-
valores aproximados do LRT. Os valores criticos (1) de qui-quadrado nos niveis de
significiAncia 109%, 5%, 19% e 0.5% s3o 2.71, 3.84, 6.64 e 7.88, respectivamente. Esses
valores estdo associados aos seguintes LOD’s, dados por LOD = LRT / 4.61 : 0.588,
0.833, 1.440 e 1.709, respectivamente. Assim, uma inferéncia aproximada é de que
LOD’s maiores que 1.71 j4 estdo associados a elevados (menores do que 0.5 %) niveis
de significAncia. Um LOD escore de 3 significa que uma hipétese é mil vezes mais
plausivel que a outra. Neste caso, a inferéncia é baseada apenas na razdo de
verossimilhanca, sem invocar as propriedades distribucionais dos estimadores de
méxima verossimilhanga. As relagdes aproximadas entre LOD e significincia pelo
LRT s3o apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Relacoes aproximadas entre LOD e significancia pelo LRT.

LOD* Numero de vezes em que H, é mais LRT Significancia
provavel do que H,

0.588 3.87 2.71 10.00%

0.833 6.81 3.84 5.00%

1 10.00 4.61 3.17%
1.09 12.27 5.02 2.50%
1.44 27.54 6.64 1.00%
1.71 51.29 7.88 0.50%

2 100.00 9.22 0.23%
2.36 229.09 10.90 0.001 (= 10’°’)

3 1000.00 13.83 0.02%
3.27 1862.09 15.10 0.0001 (= 10
4.08 12022.5 18.80 0.00001 (= 10’b)

Ho: hipotese de auséncia de ligacao marcador - QTL; Hi: hipétese de presenca de ligacdo marcador - QTL; *
*Poténcia de 10 cujo resultado indica quantas vezes H1 € mais provavel do que Ho.

O nivel de significincia adotado pelo Selegen é 56 e parece adequado para a
MAS mas nio para a GWAS. Nesse caso, valores maiores de F devem ser
procurados como ponto de corte nos resultados emitidos pelo Selegen, visando adotar
significAncias da ordem de menos que 1% para a GWAS, geralmente 10”°. Em termos
de LRT (equivalente ao F para grande nimero de graus de liberdade do residuo), o
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valor de corte muda de 3.84 para 13.83 visando alterar a significincia de 500 para
0.029 (Tabela 4). Para se obter significincia de 10~ o F a ser atingido é de 18.80.

O nivel de significincia a ser adotado em estudos de associagdo gendmica
ampla demanda sérias consideracdes. Isto porque milhares de marcadores estario
sendo testados e, portanto, existe o problema de multiplos testes. Nesse caso, o
nivel nominal de significAncia adotado para cada teste nio corresponde aquele
realizado em todo o experimento. Com um nivel de significincia de 5 % (o =0.05),
espera-se 5 % dos resultados como falsos positivos. Com 20 mil marcadores, o
ntmero de falsos positivos esperados é de 1.000. A correcdo de Bonferroni (adotar
a =aln,, em que nn é o nimero de marcadores) poderia aliviar isso. Entretanto,

ela nio leva em consideragio que os testes no mesmo cromossomo nio sio
independentes, pois os marcadores podem estar em desequilibrio de ligagdo entre
eles e também com o QTL.

A técnica do teste de permutacio foi proposta por Churchill e Doerge (1994)
para contornar a questio de multiplos testes nos experimentos de mapeamento de
QTL. Essa técnica é apropriada para estabelecer os adequados niveis de
significAncia. Hoggart et al. (2008) derivaram uma aproximacio explicita para o
erro tipo I a qual evita a necessidade de procedimentos de permutacdo. Outra
alternativa para evitar falsos positivos é monitorar esse nimero em relagdo ao
ntmero de resultados positivos, conforme Fernando et al. (2004). O pesquisador
pode estabelecer um nivel de significincia associado a uma proporcdo aceitivel de
falsos positivos.

A taxa de descobertas falsas (FDR) é definida como a proporgio esperada de
QTLs detectados que sdo falsos positivos. A FDR pode ser calculada como FDR =
m Pmax/n, em que Pmax é o maior Pvalor de QTL que excede o nivel de
significincia, n é o nimero de QTLs que excedem o nivel de significAnciae m é o
nimero de marcadores testados (Weller, 2001). Com 10 mil SNPs testados, nivel
de significincia (Pvalor) de 0,001 e 80 SNPs declarados como significativos, a
FDR = 10.000 x 0,001/80 = 0,125. Essa magnitude (12,5 % dos SNPs declarados
como significativos na verdade ndo o sdo) de taxa de falsa descoberta pode ser
considerada aceitdvel.
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12. GWS - Exemplo

Considere o pequeno exemplo a seguir, referente a avaliagio de 5 individuos para
o carater didmetro e genotipagem para 7 marcas, em que sio apresentados o ndimero
de um dos alelos de cada loco marcador.

Individuo Diametro Marca1 Marca2 Marca3 Marca4 Marca5 Marca6 Marca7
1 9.87 2 0 0 0 2 0 0
2 14.48 1 1 0 0 1 1 0
3 8.91 0 2 0 0 0 0 2
4 14.64 1 0 1 0 1 0 0
5 9.55 1 0 0 1 1 1 0

As frequéncias alélicas p e suas médias 2p bem como as heterozigoses 2pq sio:

Genética Marca1 Marca2 Marca3 Marca4 Marca5 Marca6 Marca7
p 0.50 0.30 0.10 0.10 0.50 0.20 0.20
2p 1.00 0.60 0.20 0.20 1.00 0.40 0.40
2pq 0.50 0.42 0.18 0.18 0.50 0.32 0.32

12.1 Parametrizagio mais Indicada

A matriz de incidéncia dos valores genéticos aditivos W é dada por:

SeMM; 2 —52-2p=2q
SeMm; 1 —1-2p=q-p
Semm; 0 —»0-2p=-2p

W =

Matriz de Incidéncia W

Marca 1 Marca 2 Marca 3 Marca4 Marca5 Marca 6 Marca 7
2-1 0-0.6 0-0.2 0-0.2 2-1 0-0.4 0-0.4
1-1 1-0.6 0-0.2 0-0.2 1-1 1-0.4 0-0.4
0-1 2-0.6 0-0.2 0-0.2 0-1 0-0.4 2-04
1-1 0-0.6 1-0.2 0-0.2 1-1 0-0.4 0-0.4
1-1 0-0.6 0-0.2 1-0.2 1-1 1-0.4 0-0.4

Matriz de Incidéncia W
Marca 1 Marca2 Marca3 Marca4 Marca5 Marca6 Marca7
1 -0.6 -0.2 -0.2 1 -04 -0.4
0 0.4 -0.2 -0.2 0 0.6 -04
-1 14 -0.2 -0.2 -1 -04 1.6
0 -0.6 0.8 -0.2 0 -04 -04
-0.6 -0.2 0.8 0.6 -04

Os efeitos genéticos aditivos dos marcadores sdo obtidos resolvendo-se
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X'X XW A X'X XwW A
WX Wwel— % [E’}{qu ou |\ W'W+I717_ha H:{xly]
(021)2pq,) | L] WYY (/Y 2pg) LM WY

i=1 i=1

No presente exemplo iZPiQi — 242 . Assumindo uma herdabilidade individual no
i=1

sentido restrito igual a 0.71 tem-se ~ 1-h? 1

: -
(h213 2p,q;)
i=1

[ 11.4900 |
-0.3526
Resolvendo-se o sistema tem-se os resultados 0.2761 | em que 11,4900 é a média
1.4467
-1.3701
-0.3526
0.5436
| -1.63765)

geral e os demais valores s3o as estimativas dos efeitos genéticos aditivos dos

1
3 o
| E— |

marcadores.

O valor genético gendmico dos individuos de uma populacido de selegio
podem ser obtidos por VGG = ¥, = Z:Wijrﬁi . No caso, as predi¢des para os 5 individuos
i

-0.4486
sdo 1.0763
VGG =| -1.7612
1.7033

-0.5699

12.2 Parametrizagio Alternativa

Considerando-se W =W tem-se as seguintes matrizes:

2 0 0 0 2 0 0 9.87 1
1 1 0 0 1 1 0 14.48 ; 1 .
W=|0 2 0 0 0 0 2| y= (891 X=11
1 0 1 0 1 0 0 14.64 1
1 0 0 1 1 1 0 9.55 1
Efetuando-se as multiplica¢Ges e tendo-se 1-h? _»tem-se
= -
(hi /X 2pa;)
i=1
X'X=[5]; XW=[5 3 1 1 5 2 2;WX=(XW)=[6 3 1 1 5 2 2]
8 1117 2 0] I 58.41007
1600114 223000
102010 0|Xy-=I[57.45] 14.6400
WW+1 = 1 00 2110 W'y=| 9.5500
7 11 1820 58.4100
21 012 30 24.0300
04000 0 5 | 178200
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Assim, tem-se:
53115 57.4500
58.4100
32.3000 | .
14.6400
9.5500
58.4100
24.0300

5| | 17.8200 |

o © © o » O

2
2
1
0
1
2
3
0

1
3 o>
| S|
Il
NN O R R oo ol

8 1
1 6
10
10
71
2 1
0 4

ooHONoI—\

17
01
01
2 1
18
1 2
00

12.4519
-0.3526
Os resultados s3o 0.2761 | em que 12,4519 é a média geral e os demais valores
b 1.4467
M -1.3701
-0.3526
0.5436
-1.63765

sdo as estimativas dos efeitos genéticos dos marcadores.

O valor genético gendmico dos individuos de uma populacido de selegio
podem ser obtidos por VGG = 9, = Z\T\/ijrﬁi . No caso, as predi¢des para os 5 individuos

1
-1.4104
sao 0.1145 |-
VGG =| -2.7230
0.7415
-1.5317

Verificam-se que os valores genéticos aditivos de marcas (m) foram iguais
para as duas parametrizagdes (itens 11 e 11.2). Isto ocorre devido ao fato de as duas
parametrizacGes manter a mesma proporcionalidade entre os elementos regressores
de m. No entanto, a estimativa da média geral diferiu nas duas abordagens,
produzindo interceptos diferentes. A diferenca entre as duas estimativas foi de

12,4519 — 11,4900 = 0,9619.

Os valores genéticos aditivos de individuos (VGG) diferiram entre as duas
parametrizagdes (itens 1.1 e 11.2). Isto ocorre devido ao fato da mudanca de
intercepto. Os VGGs produzidos no item 11.2 equivale dqueles produzidos no item
1.1 menos o valor (0,9619) da diferenga entre interceptos. Assim, as diferentes
parametrizac¢Ges afetam o viés de predi¢do, sendo aquela do item 11.1 a preferida.
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13. Coeficiente de Endogamia Genémicos

Os coeficientes de endogamia genémicos podem ser obtidos de trés maneiras,
conforme a seguir.

(a) coeficientes de endogamia gendmicos via matriz de parentesco G

- os coeficientes de endogamia por individuo s3o dados por Fj; = Gj-1
- o coeficiente de endogamia médio F da popula¢io é dado pela media de Fj
Gijj: sdo os elementos da diagonal de G .

- A matriz G é dada por W
Zzpiqi
i=1
1

- O tamanho efetivo populacional na geragio anterior é dado por N =~ .
2F

(b) coeficientes de endogamia genémicos elemento por elemento

- os coeficientes de endogamia por individuo em um dado loco sio dados por
e W—2p)°
' 2p, a- pi)
- os coeficientes de endogamia por individuo, médio em todos os locos, sdo
dados por >, - ; a média desses fornece F.
por g ~Wn3F

Os elementos diagonais de G sio dados G, :(Un)z":(wij —2p)Wy —2p;) e
i=1 2p;(1-p;)
equivalem a G; =1+ |fjj .

(c) coeficientes de endogamia gendmicos via frequéncia de heterozigotos

As frequéncias genotipicas associadas aos trés gendtipos de um SNP em uma
espécie  diploide sio dados  por pf+p(L-p)F; [2p@A-p)]L-F)e
(1-p?)+p,(1-p)F, para MM, Mm e mm, respectivamente. Assim, a estrutura
populacional é dada por [p’+p(Q-p)FIMM + {[2p,Q1-p)]Q-F)IMm +
[@-pf)+pi(L-p)FImm.

O coeficiente de endogamia (F) multilocos estimado de todos os marcadores é

dado por F-@n)3E> Ou seja, pela média das estimativas através de todos os SNPs.
i=1

Na matriz G o parentesco ndo é uma probabilidade (conforme definigdo cldssica de

IBD), mas sim uma correlagio entre valores genéticos aditivos. E F também nio ¢

uma probabilidade, mas uma correlacio entre gametas que se unem.

Com base na estrutura populacional o célculo de F pode ser realizado via
frequéncia de heterozigotos, conforme derivagio a seguir. Nessa estrutura a
frequéncia de heterozigotos equivale a [2p(1- p)]1-F) e, portanto, a heterozigose

(het) observada ¢ dada por het =[2p(1- p)](1—F) . Assim, o coeficiente de endogamia F
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é dado por _[2p(-p)l-het_,  het . Se het=2p(l-p), F = o, ou seja, se as
2p(l-p) 2p(l-p)
heterozigoses observada e esperada forem iguais a endogamia é nula. Se computada

para cada individuo, tem-se  _[2PA-P)]-Net; ¢ 3 endogamia média F ¢ obtida como
! 2p(-p)
a média de F;. O F médio atual permite calcular tamanho efetivo (Ne) da geracio

reprodutora anterior via Ne =1/(2F).

Ne Atual e Endogamia Futura

Conforme Resende (2002), em uma populagio estruturada com N, familias e

k; individuos por familia a expressio para o Ne é dada por | _ Nk

= —1y2F) €™
@-r)+k,r

que F:i[(l_r)Jrkfr] , sendo o coeficiente de parentesco de Wright entre os
2N

individuos de uma familia. Com desconhecida estruturagio em familias, pode-se
tomar um coeficiente r médio vélido para todos os N = N¢k¢ = k¢ individuos e,
portanto, tem-se y —___ N . Sendo o parentesco entre os genitores, determinante
© (@-r)+Nr
da endogamia dos filhos, tem-se o F da geragdo seguinte dado por F = 1/(2 Ne). A
endogamia da geracio corrente em relagio a4 populacio base é dada por Fst =
(tr(G)/N) - 1. O valor de r é dado pela média dos elementos fora da diagonal de G,
divididos pelos produtos das raizes quadradas de seus correspondentes elementos da

diagonal de G. G é dada por:

= \MNI
2 (na)
g . , G,
O parentesco entre os individuos j e k, é dado por r, = 1/2“‘ -
TR+ R)
Com N grande, a quantidade p - N tende a N _N portanto, a N 1
® (@-r)+Nr °ONr o

Sendo N, :%, vé-se que 2F = r e, portanto, F = (1/2) r, ou seja, a endogamia dos

filhos é igual 2 metade do parentesco de Wright entre os genitores, ou seja, é igual ao
coeficiente de coancestria (kinship) ou coeficiente de parentesco de Malecot entre os
genitores.

14. Eficiéncia Comparativa no Uso de G Gendomica vs A Genealdgica

A matriz G calculada utilizando marcadores moleculares pode ser mais
eficiente do que a matriz de parentesco A baseada em pedigree, uma vez que
considera a amostragem mendeliana dentro de familia e também a distor¢io de

~ ~ I ,os . 2 .- .
segregacio. A proporgio da variagio fenotipica explicada (RR), utilizando a matriz

G (nas equagdes do modelo misto) pode ser maior do que usando a matriz A.

A comparagio de modelos usando A ou G pode ser baseada nos valores de

2 ~ .. . | o~ s .
Rk, o qual representa uma razio de verossimilhanga associada a variagio fenotipica

explicada. O RER é dado por R’ =1-exp[(-2/N)(logL, —log L,)], em que log L éo
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méximo da log-verossimilhanga pelo ajuste do modelo via as equagdes de modelo
misto; l0g L, é o méximo da log-verossimilhanca pelo ajuste de um modelo com
apenas o intercepto (a obtencio de log L, pelo Selegen Gendémica é realizada via
opc¢io BLUP com h* e todos os demais coeficientes de determinagio c* fixados em
zero) e N é o ntimero de individuos. Os fundamentos estatisticos associados i essa

definicdo podem ser encontrados em Magee (1990) e Sun et al. (2010). A quantidade
RER é calculada para o ajuste com G (RER_G )ecomA ( RER—A)' Se RER_G > RER—A’ )
modelo com G é selecionado. No Selegen genémica é obtido log L, . e no Selegen

, . . , 2 2 ~
Reml/Blup ¢ obtido log L, ,. Assim, obtém-se Rz 5 e R’z o para comparagio e
também para inferéncia sobre a propor¢do da variagio fenotipica explicada pelos
QTL marcados por meio de um coeficiente de determinacdo baseado em LR.

A quantidade -2 log L, refere-se & deviance do modelo com o ajuste apenas do

intercepto e pode ser comparada com -2 log L, , de um modelo com apenas efeitos

aditivos visando verificar a significincia dos efeitos aditivos.

15. indice de Selegao via BLUP fenotipico + BLUP GWS

Essa situa¢do ocorre quando estdo disponiveis os valores genéticos preditos
para o cariter com base em dados fenotipicos (a, usando a matriz A) e genotipicos de
marcas (g, usando a matriz G). Um indice de selecio pode ser estabelecido usando

. ~ . A . 2
essas duas informagBes, cuja covaridncia equivale a TFglZ, em que ry ¢ a
confiabilidade da selegdo gendmica e 1’ é a confiabilidade da predigio dos valores

genéticos usando dados fenotipicos.

Tal indice é dado por (Resende et al., 2014):
Il =bg§+b,a

Os coeficientes de ponderacio (b;) do indice sdo dados por:
b=P'C, em que:
2 2.2
r Moo I
P— 99 g9 'aa ] d A Lo 1 Lo
=122 2 €= |= vetor de covaridncia genética entre o valor genético
s A i

gg "aa a ia

e as duas fontes de informagio.

Resolvendo o sistema de equacdes, obtém-se os seguintes coeficientes de
ponderacio:

b=|:b1:|= (1_réza)/(l_rgzgré2a .
b,| |@A-rg)/A-rgrs)
O aumento na confiabilidade (quadrado da acuricia) pela inclusio da
2

2 242

. ~ , rg”g (l_réa)

informag¢io molecular é dado por I, :W
el P §

99 "aa

. Assim, usando os valores

genéticos e as acurdcias pelos dois BLUPs, preditos pelo Selegen, esse indice A-

BLUP+G-BLUP pode ser obtido e usado na prética.
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LES VACHES / COWS

Lourdaise Froment du Léon Salers

P 22N

Simental francaise Charolaise Holslein

Limousine

Bretonne pie noire

Highlands Abondance

34




