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RESUMO

CORREA, FELIPE JOSE DE CARVALHO, M. S., UNIVERSIDADE FEDERAL
DE VIGOSA, MARGO DE 2001. AVALIACAO DE METODOS DE
SELECAO TRADICIONAIS, ASSISTIDA POR MARCADORES
MOLECULARES, E POR GENES CANDIDATOS, COM DADOS
SIMULADOS. ORIENTADOR: RICARDO FREDERICO EUCLYDES.
CONSELHEIROS: PAULO SAVIO LOPES E ROBLEDO DE ALMEIDA
TORRES.

Como o objetivo do melhoramento animal é o aumento da freqiéncia
dos alelos favoraveis relacionados com caracteristicas de importancia
econémica, os melhores individuos sdo selecionados, de forma a transmitir
esses alelos favoraveis & geragdes futuras. Para este objetivo, varios métodos
de selecdo foram propostos e aperfeicoados, como a selecdo individual, o
indice de selecdo e a sele¢cdo baseada na melhor predicdo linear nao-viesada,
BLUP. Porém, nos ultimos anos, avangos observados na biotecnologia tém
indicado revolugdo nas metodologias de selecdo. Isto é feito pela selecdo
assistida por marcadores (MAS) e selegdo por genes candidatos (CGS).
Apesar da selecdo ser importante ferramenta, o tempo e a necessidade de
animais e laboratérios que aumentam os custos, se tornam fatores limitantes,
dificultando a realizacdo de alguns trabalhos. Assim, pesquisadores utilizam

técnicas de simulagdo, permitindo a obtengdo de grande volume de dados em



um curto periodo de tempo, sem os elevados custos de animais e de
laboratorios. Este trabalho visou verificar, na condicio de dez marcas
moleculares polimorficas, uma caracteristica quantitativa de herdabilidade
baixa (0,10), durante 20 geragdes; os desempenhos dos métodos de selegdes
tradicionais (individual e baseada no BLUP), dos métodos de sele¢des
moleculares (assistida por marcadores moleculares e por genes candidatos) e
da combinagdo dos dois (associagdo da sele¢do individual e a assistida por
marcadores), na tentativa de apresentar a superioridade dos métodos de
selecdo moleculares. Foi simulado um genoma (GENESYS 2000) composto de
200 locos. Seis populagbes-base de 1000 animais cada (500 machos e 500
fémeas) foram criadas, a partir do mesmo genoma, com alteragbes nos efeitos
aditivos (aleatérios no intervalo de —1,258 a 1,258, fixados nos valores -2 e 2 e
fixado nos valores -5 e 5) dos genes préximos aos marcadores, e da
transformacdo dos marcadores em candidatos. Para cada populacdo base, foi
construida uma populagdo inicial, na qual teve inicio o processo de avaliagcdo
genética. Os parametros avaliados foram: ganho fenotipico, porcentagem de
homozigotos, varidncia genética aditiva, porcentagem de alelos desfavoraveis e
favoraveis fixados e limite de selecdo. Com o uso do BLUP, obtiveram-se, para
os trés grupos de efeitos aditivos dos genes, os maiores ganhos fenotipicos,
apés as 20 geragdes simuladas. A medida que se fixaram os valores dos
efeitos aditivos dos genes, o desempenho dos métodos de selegéo
moleculares (selecdo assistida por marcadores e selecdo por genes
candidatos), melhorou, sendo superior as respostas dos métodos de selegao
tradicionais até a quinta geragdo. Em todas as respostas analisadas, as
variancias genéticas aditivas decresceram, sendo que, a maior queda foi
observada quando foram usados métodos de selecdo moleculares. Os
resultados das porcentagens de locos fixados com alelos desfavoraveis e
favoraveis, mostraram que o0s métodos de selecdo moleculares foram
semelhantes para os grupos de efeitos aditivos dos genes e superiores aos
demais métodos tanto na fixacdo dos locos com alelos favoraveis quanto
desfavoraveis. Conclui-se que o0s métodos de selecdo tradicionais sao
melhores que os de selegcdo moleculares, durante 20 geragdes, sem genes de
grande efeito aditivo. Entretanto, aumentando o efeito aditvo dos genes, os

métodos de sele¢do moleculares sdo as melhores op¢des até cinco geragoes.



ABSTRACT

CORREA, FELIPE JOSE DE CARVALHO, M. S., UNIVERSIDADE FEDERAL
DE VICOSA, MARCH 2001. EVALUATION OF TRADITIONAL
SELECTION METHODS, MOLECULAR  MARKERS  ASSISTED
SELECTION, AND CANDIDATE GENES SELECTION, WITH SIMULATED
DATA. ADVISER: RICARDO FREDERICO EUCLYDES. COMMITTEE
MEMBERS: PAULO SAVIO LOPES AND ROBLEDO DE ALMEIDA
TORRES.

AS THE AIM OF ANIMAL IMPROVEMENT IS TO INCREASE THE
FREQUENCY OF FAVORABLE ALLELES RELATED TO ECONOMICALLY
RELEVANT CHARACTERISTICS, THE BEST INDIVIDUALS ARE SELECTED
IN ORDER TO TRANSMIT THESE FAVORABLE ALLELES TO FUTURE
GENERATIONS. SEVERAL METHODS HAVE BEEN PROPOSED AND
IMPROVED FOR THIS OBJECTIVE, SUCH AS THE INDIVIDUAL
SELECTION, THE SELECTION INDEX AND THE BEST LINEAR UNBIASED
PREDICTION (BLUP) BASED SELECTION. IN THE RECENT YEARS,
HOWEVER, BIOTECHNOLOGICAL ADVANCES HAVE ALLOWED A
BREAK-THROUGH IN SELECTION METHODS. THIS IS THE CASE OF THE
MARKERS ASSISTED SELECTION (MAS) AND THE CANDIDATE GENES
SELECTION (CGS). SELECTION IS INDEED AN IMPORTANT TOOL,
HOWEVER ITS TIME DEMAND AND THE HIGH COST RELATED TO THE



NEED OF ANIMALS AND LABORATORIES BECOME LIMITING FACTORS,
MAKING IT HARDER FOR SOME WORKS TO BE CARRIED ON.
THEREFORE, RESEARCHERS MAKE USE OF SIMULATION TECHNICS,
ALLOWING THE OBTENTION OF A LARGE AMOUNT OF DATA WITHIN A
SHORT PERIOD OF TIME, AS WELL AS AVOIDING THE COST
ASSOCIATED TO THE USE OF ANIMALS AND LABORATORIES. FOR A
GIVEN CONDITION OF TEN POLYMORPHIC MOLECULAR MARKS AND A
LOW HERITABILITY (0,10) QUANTITATIVE CHARACTERISTIC, THIS
WORK EVALUATED THE PERFORMANCE OF TRADITIONAL SELECTION
METHODS (INDIVIDUAL AND BASED ON BLUP), MOLECULAR
SELECTION METHODS (MARKER ASSISTED SELECTION AND
CANDIDATE GENE SELECTION) AND THE COMBINATION OF BOTH
(INDIVIDUAL  SELECTION ASSOCIATED TO MARKER ASSISTED
SELECTION), IN THE ATTEMPT OF PRESENTING THE SUPERIORITY OF
THE MOLECULAR SELECTION METHODS, DURING 20 GENERATIONS. IN
ORDER TO ACCOMPLISH THIS TASK, A GENOME WAS SIMULATED
(GENESYS 2000) COMPOSED BY 200 LOCUS. SIX BASE-POPULATIONS
OF 1000 ANIMALS EACH (500 MALES AND 500 FEMALES) WERE
CREATED FROM THE SAME GENOME, WITH CHANGES ON THE
ADDICTIVE EFFECTS (RANDOMIZED IN THE INTERVAL FROM -1,258 TO
1,258, FIXED ON VALUES -2 AND 2 AND FIXED ON VALUES -5 AND 5) OF
THE GENES CLOSE TO THE MARKERS AND OF THE CONVERSION OF
MARKERS INTO CANDIDATES. FOR EACH BASE-POPULATION AN
INITIAL POPULATION WAS BUILT IN WHICH THE GENETIC EVALUATION
PROCESS BEGAN. THE EVALUATED PARAMETERS WERE: PHENOTYPIC
GAIN, HOMOZYGOUS PERCENTAGE, ADDICTIVE GENETIC VARIANCE,
FIXED FAVORABLE AND UNFAVORABLE ALLELES PERCENTAGE AND
SELECTION LIMIT. WITH THE USE OF BLUP, THE HIGHER PHENOTYPIC
GAINS WERE ACHIEVED FOR THE THREE GROUPS OF GENES
ADDICTIVE EFFECTS, AFTER THE 20 GENERATIONS SIMULATED. WHEN
THE VALUES OF THE GENES ADDICTIVE EFFECTS WERE FIXED THE
PERFORMANCE OF THE MOLECULAR BASED SELECTION METHODS
(MARKERS ASSISTED SELECTION AND CANDIDAT E GENES SELECTION)
IMPROVED, THESE METHODS BEING BETTER THAN THE TRADITIONAL



SELECTION METHODS UNTIL THE FIFTH GENERATION. FOR ALL
EVALUATED RESPONSES THE ADDICTIVE GENETIC VARIANCE
DECREASED, AND THE BIGGEST DECREASE WAS OBSERVED WHEN
THE MOLECULAR SELECTION METHODS WERE APPLIED. THE FIXED
FAVORABLE AND UNFAVORABLE ALLELES PERCENTAGE RESULTS
OBSERVED DURING THE GENERATIONS SHOWED THAT THE
MOLECULAR SELECTION METHODS WERE SIMILAR CONCERNING THE
DIFFERENT GROUPS OF GENES ADDICTIVE EFFECTS AND MORE
EFFICIENT CONCERNING LOCUS FIXATION WITH FAVORABLE
ALLELES. THE MOLECULAR SELECTION METHODS, NEVERTHELESS,
WERE BETTER THAN THE OTHER METHODS CONCERNING LOCUS
FIXATION WITH UNFAVORABLE ALLELES. THE CONCLUSION WAS THAT
TRADITIONAL SELECTION METHODS ARE BETTER THAN MOLECULAR
SELECTION METHODS, DURING 20 GENERATIONS AND IN THE
ABSENCE OF MAJOR GENES. NEVERTHELESS, AS THE GENES EFFECT
IS INCREASED THE MOLECULAR SELECTON METHODS BECOME THE
BEST OPTIONS UNTIL THE FIFTH GENERATION.



1. INTRODUGAO

O sucesso dos programas de melhoramento depende de rigorosas
pesquisas (HETZEL e MOORE, 1995; EUCLYDES, 1996). Um dos objetivos
principais do melhoramento animal é o aumento da produtividade
mediante o progresso genético, que se resume no aumento da frequiéncia
dos alelos favoraveis relacionados com as caracteristicas de importancia
econdmica desejada. Assim, os programas de melhoramento buscam
selecionar os melhores individuos, de forma a transmitir esses alelos
favoraveis as geragoes futuras.

Para atingir este objetivo, a principal ferramenta que os
melhoristas possuem é a sele¢do. Varios métodos de selecdo foram
propostos e aperfeicoados ao longo dos anos, como a sele¢ao individual,
o indice de selecao e a selegao baseada na melhor predigao linear nao-
viesada (BLUP), dentre outros. Esses métodos buscam predizer os
valores genéticos de forma mais precisa, para a identificacido dos
melhores animais para uma ou varias caracteristicas.

Porém, nos Uultimos anos, avangos observados na biotecnologia,
tém sugerido uma revolugao nas metodologias de selecdo (EUCLYDES e
GUIMARAES, 1997). Como principal proposta cita-se do “melhoramento
molecular”’, que visa selecionar os reprodutores que possuem os alelos
favoraveis a determinada caracteristica, diretamente pela avaliagdo do
seu genoma. A selegdo assistida por marcadores (MAS) e a selegao por
genes candidatos (CGS) sdao os principais métodos utilizados no
“melhoramento molecular’”. Entretanto, os trabalhos sobre a eficiéncia
relativa desses métodos ainda ndo sado conclusivos.

Apesar da selecao ser uma importante ferramenta para os
melhoristas, o tempo e a necessidade de animais e laboratérios que
aumentam os custos, se tornam fatores Ilimitantes no estudo do
melhoramento animal, dificultando muitas vezes a realizagcdo de
determinados trabalhos de pesquisa. Para contornar este problema,
muitos pesquisadores utilizam técnicas de simulagdao, que permitem a
obtengdo de um grande volume de dados em um curto periodo de tempo,
sem os elevados custos de animais e de laboratérios.

Este trabalho visou verificar, em populagées simuladas, os
desempenhos dos métodos de selegoes tradicionais (individual e



baseada no BLUP), dos métodos de selecbes moleculares (assistida por
marcadores moleculares e por genes candidatos) e da combinagdo dos
dois (associagao da sele¢dao individual e a assistida por marcadores), na
tentativa de apresentar a superioridade dos métodos de selegao
moleculares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Simulacao de dados

No estudo do melhoramento animal, o tempo se torna um fator
limitante, visto que, algumas das caracteristicas a serem melhoradas somente
sd0 observadas em animais adultos, que geralmente possuem longo intervalo
de geracdo. Além do tempo, a necessidade de animais e laboratérios
aumentam os custos, dificultando muitas vezes a realizacdo de determinados
trabalhos de pesquisa.

Para contornar este problema, muitos pesquisadores utilizam técnicas
de simulagdo, que permitem a obtencdo de um grande volume de dados em
um curto periodo de tempo, sem os elevados custos de animais e de
laboratérios. Estas técnicas vao desde a utilizagdo de animais com menor
intervalo de geragdo a utiizagdo de dados simulados por computadores e
devem ser utilizadas em estudos nos quais a obtencdo de dados reais seja
dificl ou em casos onde se queira comparar metodologias utilizando dados
reais e dados simulados.

A simulagdo pode ser em nivel de individuo ou em nivel de gene. No
primeiro caso, as informagbes dadas sdo as médias e varidncias do valor
fenotipico dos individuos da populagédo e o sistema se encarrega de fazer a
selecdo dos melhores individuos e acasala-los ao acaso até a geracdo

desejada. No segundo caso, o sistema recebe as caracteristicas de um



genoma, e € responsavel pelos processos de formagdo do mesmo,
gametogénese, zigotogénese e como anteriormente, a selecdo dos melhores
individuos para posterior acasalamento até a geracao desejada.

FRAZER (1957) foi o pionero no uso de computadores para
investigacdo de problemas tedricos da genética quantitativa. Ele usou “bits” de
memoria, como genes, e simulou todos os passos da reprodugdo, da
recombinagédo, da fertilizagdo, efeitos de ambiente e selegdo baseada no
fendtipo.

A simulagdo, em nivel de gene, foi usada por ROBERTSON (1970),
num estudo sobre efeitos das ligagdes génicas no limite da selecdo e por
NICHOLAS e ROBERTSON (1980), num estudo sobre o conflito entre as
selecbes natural e artificial.

MADALENA e HILL (1972), trabalhando com simulagdo, compararam a
resposta a selegdo de uma grande populagdo com uma série de pequenas
populacdes, parcialmente, ou totalmente isoladas.

ZHANG e SMITH (1992) utilizaram a simulagdo, em nivel de genes, em
um estudo de selegédo assistida por marcadores. Eles simularam um genoma,
contendo 20 cromossomos, cada um com 100 centimorgans de comprimento,
100 locos quantitativos com efeitos aditivos e 100 locos marcadores. Desse
genoma, foram simuladas populagdes, que permitram comparar as selegdes:
1) baseada em marcadores, 2) baseada no BLUP e 3) baseada nos dois
meétodos combinados.

SORENSEN e KENNEDY (1984), BELONSKY e KENNEDY (1988),
ROBINSON et al. (1989) e WOOD et al. (1991) utiizaram-se de populagdes
simuladas, por meio de médias e varidncias, para compararem métodos de
selecao.

Na comparagdao de estratégias, para obtencdo do BLUP do valor
genético de coelhos, executada por MARTINS (1995), foram simuladas
populagbes, com base em informagdes em nivel de gene. Segundo o mesmo
autor, dados simulados a partir de modelos genéticos, definidos por meio de
média e variancia genética, isto €, simplificacbes de modelos em nivel de gene,
exigem menor esforco computacional. Entretanto, esta simplificagdo pode
alterar possiveis diferencas entre métodos a serem testados em populagdes,

submetidas aselegéo por determinado numero de geragoes.



EUCLYDES (1996) utilizou a simulacdo em nivel de gene (Sistema
GENESYS), para avaliar os desempenhos de métodos de selegdo classicos e
associados a marcadores moleculares: 1) com uma caracteristica quantitativa
com duas herdabilidades (0,10 e 0,50), 2) com duas caracteristicas
quantitativas, cujas herdabilidades foram combinagbes de 0,10 e 0,50,
considerando os casos de correlagdes positiva e negativa e 3) com duas
caracteristicas quantitativas, ambas de herdabilidade 0,10, considerando os
casos de correlagbes positiva e negativa e influenciadas pelos efeitos fixos de
meio.

CARNEIRO (1998), CARNEIRO (1999) e FONSECA (1999) utilizaram
o sistema GENESYS (EUCLYDES, 1996) para verificar o efeito de erros de
pedigree, o efeito do grau de conexidade dos dados e o efeito da violagdo de
pressuposicoes da metodologia de modelos mistos, na avaliagdo genética

animal, respectivamente.

2.2. Métodos de selegao tradicionais

2.2.1. Selecao individual

Na selecdo individual, os individuos sao selecionados apenas de
acordo com seus valores fenotipicos. Este método €, usualmente, o mais
simples para operar e, em muitas circunstancias, produz rapida resposta.

QUINTON et al. (1992), em um estudo que comparava métodos de
selegdo, com mesma taxa de endogamia, mostraram que a selecdo pelo
fendtipo, apresenta melhor resposta que os demais métodos de selecdo
estudados, quando o objetivo € manter uma baixa taxa de endogamia (1% por

geragao).



2.2.2. Melhor predigao linear nao-viesada (BLUP)

Na Melhor Predicdo Linear Nao-Viesada (BLUP), pressupde-se apenas
0 conhecimento das varidncias e co-varidncias populacionais. As médias sao
obtidas, por meio de estimativas de quadrados minimos generalizados (GLS).
Os valores genéticos sao considerados aleatdrios, uma vez que existe
segregacao génica. As solugdes dos efeitos fixos sdo obtidas pelo método dos
quadrados minimos generalizados e as correlagdes entre os valores genéticos
sdo consideradas. Caso estas correlacdes nado fossem consideradas, as
estimativas obtidas para a esperanga dos valores fenotipicos, seriam
distorcidas, comprometendo assim, as predi¢cdes dos valores genéticos.

O BLUP é naotendencioso e utiliza em seus calculos vetores e
matrizes de modo a minimizar o quadrado médio do erro de predicdo e
maximizar a correlagéo entre as predigbes dos valores genéticos e os valores
genéticos verdadeiros, quando os animais sao avaliados nas mesmas
condi¢cdes ambientais (MARTINS et al., 1997).

O BLUP pode avaliar individuos sem observacdes, com observacoes
perdidas ou com observagbes em apenas algumas caracteristicas (no caso de
andlises multivariadas), por meio de modelos mistos. A selegdo de animais
pelo valor genético, obtido por meio de modelos mistos, seria 0 método de
selecdo mais eficiente, uma vez que leva em conta o parentesco entre os
individuos pelo uso da matriz de parentesco (TORRES, 1998).

HENDERSON (1990) ja afirmava que o BLUP pela metodologia de
modelos mistos era 0 método padrao de avaliagdo em rebanhos bovinos (leite
e carne) e suinos em varias nagoes.

BELONSKY e KENNEDY (1988) analisaram os efeitos dos métodos de
selecdo no mérito genético, na endogamia e varidncia genética, em dados
simulados de rebanhos fechados de suinos. Os métodos de sele¢do foram: 1)
individual, 2) individual combinada com um descarte adicional (IND-C), 3)
baseada no BLUP, 4) baseada no BLUP combinado com um descarte adicional
(BLUP-C), e 5) o controle (acasalamento ao acaso). Para o mérito genético, os
menores ganhos foram os do controle e os maiores foram conseguidos com
BLUP-C, em consequéncia do descarte adicional. Para a variancia genética, a

menor queda da varidncia foi com o controle e a maior foi apresentada pelo



BLUP-C. O BLUP-C também foi o que apresentou maior taxa de endogamia. A
endogamia apresentou maiores valores para caracteristca de baixa
herdabilidade (0,10).

ROBINSON et al. (1989) em uma simulagdo de selegdo e estratégias
de acasalamento para rebanhos de gado de corte, compararam O progresso
genético atingido apds 20 geragbes, através da avaliagdo dos animais pelo
BLUP e por dois indices de selecdo (um “modelo” animal com informagdes do
proprio animal, dos meio-irmaos paternos e maternos, pai, mae, e progénie
quando disponivel € um “‘modelo” com efeito materno com informacdes do
proprio animal e seus irmaos e irmas-completas, de todos os sobrinhos e
sobrinhas e tias paternas e maternas, e das bisnetas quando disponivel). Os
resultados mostraram que o BLUP obteve melhores resultados que o indice de
selecdo para as caracteristicas estudadas (faciidade de parto, peso ao
nascimento, a desmama e ao ano). O BLUP foi 18,7% geneticamente melhor
no ganho econdmico total que o indice de sele¢cdo. Entretanto, o indice de
selecdo e o BLUP, conferiram somente 42,7 e 50,6%, respectivamente, da
resposta a sele¢do do verdadeiro ganho econémico.

ARMERO et al. (1995) em um estudo de selecdo para tamanho de
ninhada em coelhos, mostraram que a selegcdo baseada no BLUP reduzido
(com informagbes apenas de duas geragdes) ou de um indice de familia
apresentaram resultados semelhantes, porém, com perdas de 8% em relagdo a

selecdo baseada no BLUP completo (com informagdes de todas as geragdes).

2.3. Métodos de selecao moleculares

Desde a redescoberta dos trabalhos de Mendel, no inicio do século XX,
os geneticistas e melhoristas tém procurado estabelecer regras simples que
expliguem a transmissdo dos caracteres em animais e plantas. O termo
"Melhoramento Molecular" foi usado segundo RAFALSKI e TINGEY (1993)
para descrever programas de melhoramento de plantas e animais que usam,
como suporte, diagnosticos, baseados no DNA.

A maioria das caracteristicas de importancia econdmica nos animais €&
controlada por mais de um gene (heranca quantitativa). A diferenca entre

caracteristicas qualitativas e quantitatvas € consequéncia da magnitude



relativa do efeito da substituicdo de um alelo. Grandes efeitos da substituicdo
de um alelo por outro significam que se trata de heranga qualitativa. Por outro
lado, pequenos efeitos, em relacdo a variacado total, podem ser consequéncias
de efeitos de numerosos genes ou porque grande porcdo da variagdo
fenotipica € causada pelo ambiente. Os procedimentos biométricos classicos,
de modo geral, fornecem informagbes sobre as caracteristicas quantitativas,
mas pouco contribuem na determinagdo do numero de locos envolvidos na
expressdo da caracteristica, na localizagdo desses locos nos cromossomos e
na quantificacdo da contribuicdo individual de cada loco na expressao
fenotipica (EUCLYDES, 1996).

A variagdo nas caracteristicas quantitativas € consequéncia da agéo de
varios genes ou locos de caracteristicas quantitativas (QTL's) e em alguns
casos, aos efeitos ambientais (HETZEL et al,, 1997). O objetivo dos métodos
de selecdo moleculares ¢é selecionar os animais superiores através da
identificacdo de genes de médio e grande efeito, associados a determinada
caracteristica de interesse, o que facilitara a selegcdo, a introgressdao dos
mesmos dentro de outras linhas (HETZEL e MOORE, 1995) e o monitoramento
da presengca desses genes, incorporando-0s em esquemas de avaliagéo
genética e programas de melhoramento (BECKMAN, 1990).

Técnicas de genética molecular podem ser usadas na identificacdo de
genes associados com caracteristicas de importdncia econémica, onde os
mesmos sdo marcados e usados na selecdo de animais geneticamente
superiores; e na construgdo de perfis genéticos para diferentes populagoes,
permitindo assim explicar suas similaridades genéticas, mesmo se, diferentes
fenotipicamente (HETZEL e MOORE, 1995). Recentemente, novos
marcadores, que prometem sistematizar os diagndsticos genéticos, tém sido
propostos (EUCLYDES, 1996).



2.3.1. Marcadores moleculares

Os primeiros estudos de marcadores para localizacdo de caracteristicas
quantitativas datam do inicio do século XX (Sax, 1923; citado por EUCLYDES,
1996). O principio basico € tornar o marcador molecular, um ponto de
referéncia de um segmento cromossdmico e acompanhar esse segmento por
geragdes. O uso de marcadores morfolégicos, ndo € apropriado para este
objetivo, sendo os marcadores moleculares mais vantajosos pelas seguintes
razdes: 1) os marcadores moleculares s&o fenotipicamente neutros,
dificultando o surgimento de interagdes epistaticas desfavoraveis (exceto se a
marca € o gene); 2) podem ser avaliados em varios tipos de tecido; 3) podem
apresentar alelos multiplos; 4) apresentam codominancia (com excegéo dos
obtidos por RAPD); e 5) o numero de marcadores morfolégicos possiveis de
serem acompanhados, dentro da populacao, € limitado.

As grandes metas dos estudos de marcadores moleculares sdo mapear
e, a0 mesmo tempo, manipular locos associados com a expressdo das
caracteristicas qualitativas e quantitativas (EUCLYDES e GUIMARAES, 1997).
Se as herdabilidades dessas caracteristicas s&o baixas ou moderadas, o uso
de marcadores genéticos podem aumentar a resposta a selegdo (BECKMAN,
1990).

Marcadores genéticos, para alelos de interesse econdmico, incluindo
QTL's, ttm potencial para aumentar a eficiéncia do ganho genético (Soller e
Beckmann, 1982; Weller et al.,1990; citados por WOMACK, 1996 e SMITH e
SIMPSON, 1986). A marca ideal para um programa de melhoramento, seria um
gene diretamente ligado acaracteristica.

Existem dois grupos de marcadores moleculares: os protéicos e o0s
gendmicos. Dentre os mais representativos entre os protéicos, estdo os grupos
sanguineos e as izoenzimas. Os grupos sanguineos foram os primeiros
marcadores moleculares estudados, e tém seus fatores diagnosticados por
reagdo antigeno-anticorpo. Os antigenos eritrocitarios sao geneticamente
determinados, e apresentam heranca Mendeliana simples, sendo portanto, sua
identificagdo equivalente ao fendtipo do individuo, revelando assim, o possivel
gendtipo. A variagdo molecular revelada pela eletroforese das izoenzimas pode

ser considerada como correspondente a variagdo genética, baseando-se em



duas suposi¢des: 1) as alteragdes na mobilidade eletroforética das proteinas
refletem as modificagdes ocorridas na sequéncia de DNA; e 2) os genes cujas
proteinas estdo sendo analisadas tém expressdao codominante, de forma que a
partir dos fendtipos eletroforéticos pode-se inferir os gendtipos dos individuos
(GUIMARAES e EUCLYDES, 1997).

Os marcadores genbmicos, ao contrario dos protéicos, revelam a
variagdo existente no gendtipo, ndao sendo necessario para isso fazer-se
inferéncias a partir do fendtipo protéico, e sdo divididos em marcadores
gerados por DNA (RFLP-“Restriction Fragment Length Polymorphism”, RAPD-
‘Random Amplification of Polymorphic DNA” e microssatélites, entre outros) e
por RNA.

A técnica do RFLP desenvolvida na década de 80, resulta da digestao
especifica do DNA gendmico. Os fragmentos sdo separados por tamanho
através de eletroforese em géis de agarose ou poliacrilamida. Esses
fragmentos obtidos da segregacdo de um grande numero de locos
possibilitaram a construgdo de mapas densos de numerosas especies animais.

A identificacdo das diferencas é feita por desnaturacdo e imobilizacdo
do DNA em papel e posterior hibridizacdo com sonda marcada. Os marcadores
sdo codominantes, isto €, o heterozigoto pode ser diferenciado do homozigoto,
o que fornece informagdes genéticas completas de um simples loco. A
quantidade de DNA exigida para andlise, € relativamente alta (de 5 a 10 pg),
porém detecta variacdes nucleotidicas presentes nos sitios de restricido e
grandes inserc¢des e dele¢cdes (BECKMANN e SOLLER, 1983).

Essa técnica tem apresentado alguns problemas: 1) existe a
necessidade de laboratorios modemos e sondas radioativas; 2) o procedimento
€ demorado; 3) poucas amostras podem ser analisadas no mesmo gel; 4) ndo
detecta pequenas variagcdes nucleotidicas; 5) a automatizacdo é dificil; 6) os
polimorfismos, quando encontrados, sdo frequentemente limitados e di-alélicos
e; 7) a tipificacdo de grande numero de locos €& muito dificii (EUCLYDES,
1996).

Ainda assim, com o sucesso do desenvolvimento dos mapas genéticos
com base na técnica de RFLP, ficou demonstrado que os marcadores

moleculares podem ser de grande utilidade no melhoramento dos animais.



Pelas técnicas baseadas em marcadores moleculares, tem-se
aumentado consideravelmente o entendimento das bases genéticas da
variagdo observada nas caracteristicas quantitativas. Marcadores localizados
lateralmente a genes que determinam caracteristicas de interesse econdémico
podem ser usados para acompanhar estas caracteristicas em cruzamentos
(EUCLYDES e GUIMARAES, 1997).

RAPD, também chamada de “Arbitrarily-primed polymerase chain
reaction” (AP-PCR) e "DNA amplification fingerprint" (DAF), é uma técnica que
se tornou popular pela simplicidade e n&o necessitar de laboratdrios muito
equipados. Sua andlise é executada do DNA gendbmico com o uso de "primers"
de oligonucleotidios, produzindo varias sequéncias de DNA distintas
(EUCLYDES, 1996).

O uso do RAPD é muito atrativo, ja que é facilmente automatizado, em
funcdo da pequena quantidade de DNA exigida (15 a 25 ng); os "primers" sdo
obtidos facilmente; ndo ha uso de radioatividade e apresenta os resultados
rapidamente.

Como os marcadores, obtidos por esta técnica, sdo dominantes, isto é,
o alelo é identificado pela presengca ou auséncia da banda no zimograma, nas
aplicagbes de diagndstico e nos mapas genéticos, deve-se levar em
consideracdo o fato de os marcadores estarem em fase de aproximagéo ou de
repulsdo, em relagdo aos genes, ou outros marcadores, procurando sempre
maximizar as informagbes para o uso nos programas de melhoramento
(EUCLYDES, 1996).

Na década de 90, foram identificados os microssatélites, também
chamados de seqléncias simples repetidas (SSR); que sdo sequéncias de
DNA constituida de mono-, di-, tri-, tetra-, penta- ou hexanucleotideos repetidos
em tandem, amplificados por PCR utilizando como "primers" as regides
flanqueadoras (BOICHARD et al., 1998). No caso particular, os dinucleotidios
(AC)n, (AG)n e (AT)n, ttm sido apresentados como abundantes e com alto
grau de polimorfismo. A utilizagdo dos mesmos como marcadores genéticos,
tem sido proposta como ferramenta para o mapeamento molecular de
organismos eucariotos. A grande variabilidade apresentada pelas SSR, faz
desses elementos, marcadores ideais para estudos genéticos de populacdes

(EUCLYDES, 1996). Além disso, sdao amplamente espalhados pelo genoma;



apresentam multi-alelismo e heranga Mendeliana, apresentando altas taxas de
heterozigozidade e sao faciimente encontrados e rapidamente tipificados.

Porém, a correta identificacdo dos alelos € feita em eletroforese em
géis de poliacrilamida, necessitando muitas vezes de analisadores
automaticos, que s&o caros (EUCLYDES e GUIMARAES, 1997).

As pesquisas, envolvendo o estudo de microssatélites, de modo geral,
tém sido basicamente conduzidas, usando-se trés métodos: banco de dados,
sondas radioativas e genotipagem automatica.

Os marcadores gendmicos de DNA, podem ser indiretos e diretos. Nos
indiretos, a sequéncia marcadora encontra-se fora dos limites dos genes,
estando entretanto, ligada a eles (linkage), sendo entdo o gene conhecido e
marcado pela heranga do marcador (como exemplo os microssatélites). Ja para
as caracteristicas monogénicas, pode-se trabalhar diretamente com o gene e
seus alelos (marcador direto), pois nestas caracteristicas ha, na maioria das
vezes, um produto bioquimico e um mRNA definido, o que possibilita a
clonagem e a identificagdo das mutagoes.

Os marcadores de DNA, além de gerarem maiores valores de
polimorfismo que os protéicos, contam ainda com a facilidade de manipulagéo
e a estabilidade do DNA, o que o esta transformando no material de eleigao,
nado apenas para comparagdes bioldégicas, mas também para uso como
marcador de produgdo (GUIMARAES e EUCLYDES, 1997).

A eficiéncia da selegdo assistida por macadores (MAS), pode ser
aumentada pela identificagdo de marcas flanqueadoras a caracteristica de
importancia econémica desde que a recombinacdo na regido flanqueada pelas
duas marcas possa ser detectada (WOMACK, 1996).



2.3.1.1. Selegao assistida por marcadores

LANDE e THOMPSON (1990) mostraram uma maior eficiéncia da
selecdo assistida por marcadores em relagdo ao indice de selegdo, para
caracteristicas de baixa herdabilidade e grande efeito comum de familia. Neste
mesmo trabalho, os autores mostraram a existéncia de uma formula para
obtengdo do numero minimo de locos marcadores localizados em todo
genoma.

Segundo ZHANG e SMITH (1992 e 1993), a resposta a selecéo
assistida por marcadores € melhor que a resposta apresentada pelo BLUP
quando a selecao do marcador era combinada com informagdes do fendtipo.

De acordo com HETZEL et al. (1997), alguns QTL’s significativos para
as caracteristicas de carcaca e qualidade de carne em rebanhos tropicais,
utilizando microssatélites, SSCP (“Single Strand Conformational Polimorphism”)
e RFLP; foram observados quando o marcador esta a 20 cM do QTL.

GIMELFARB e LANDE (1994), estudando o efeito de diversos fatores
(numero de marcadores, tamanho de populagdo, herdabilidade, etc) na
efetividade da selegdo assistida por marcadores (proposta por LANDE e
THOMPSON, 1990), comparado com selegdo individual, mostraram que a
selecdo assistida por marcadores € mais eficiente que a selegdo individual
para, pelo menos, as 10 primeiras geragdes, quando o coeficiente de regressao
é re-estimado a cada geracgéao.

HABERFELD et al. (1993), trabalhando com gado leiteiro e a técnica de
“‘DNA fingerprint’, utilizaram cinco sondas de DNA na descoberta de
caracteristicas quantitativas importantes. Das cinco sondas avaliadas, todas
marcaram determinados locos independentes de interesse , porém, trés delas
marcaram 0s mesmos locos além dos independentes. Porém, os autores
concluiram que o numero de marcas proporcionadas pelas sondas e o nivel de
polimorfismo das mesmas foram baixos.

EUCLYDES (1996) no estudo da avaliagdo de métodos de selegao
classicos e associados a marcadores moleculares, com dados simulados, em
nivel de gene, mostrou que na auséncia de genes com grandes efeitos aditivos,
a selecdo assistida por marcadores moleculares apresentou as menores

respostas para ganho fenotipico em relacdo aos demais métodos analisados.



Segundo BOECKLEN e HOWARD (1997), ao analisar o numero de
marcas € o poder de resolugdo desse numero, concluiu que quatro ou cinco
marcas sao suficientes para documentar a existéncia de hibridizagcdo ou,
grosseiramente, classificar os animais em pais, F1 e simples retrocruzamentos.
Porém se o objetivo € discriminar a diferenca entre retrocruzamentos
avangcados e linhas puras, entdo € requerido maior numero de marcas
(podendo chegar a mais de 70).

ROCHA e BARATA (1997), fizeram uma revisdo sobre a implicagao
dos marcadores moleculares no melhoramento animal e estratégias para
deteccdo de locos quantitativos, e concluiram, que este tipo de investigacdo
requer a agao conjunta de diversos cientistas das mais variadas e sofisticadas

areas, 0 que nao sera uma tarefa facil.

2.3.2. Genes candidatos

Genes candidatos para uma determinada caracteristica sdo genes
sequenciados de acdo bioldgica conhecida que estdo envolvidos com
caracteristicas de desenvolvimento ou de fisiologia e alvos dos estudos de
marcadores. Estes genes podem ser estruturais ou de uma via regulatéria ou
bioquimica que afetam a expressdo das caracteristicas. A hipotese do gene
candidato afirma que uma proporgdo significante do QTL que afeta a variagdo
da caracteristica em uma populagdo compreende genes candidatos associados
com aquela caracteristica (ROTHSCHILD e SOLLER, 1997).

Entretanto, com base nesta suposicdo, a probabilidade que um
determinado gene candidato venha de um QTL, parece ser muito pequena. As
razdes para isto, segundo ROTHSCHILD e SOLLER (1997) sdo as seguintes:

1) Dependendo da sua herdabilidade, apenas 10 QTL’s segregantes
provavelmente deverdo contribuir para a existéncia de variagdo genética
apreciavel em uma caracteristica;

2) O numero total de genes em um genoma de vertebrado foi estimado
em aproximadamente 30.000;

3) E aceito como evidéncia por muitos geneticistas que, por causa de
pleiotropismo, todos os genes poderiam afetar potencialmente todas as

caracteristicas. Entdo, um gene candidato provavelmente faz conexdo com a



fisiologia de uma caracteristica de importancia econémica. Combinados os
primeiros dois argumentos, a probabilidade que um gene candidato seja um
dos 10 QTLs segregantes ¢ 10 X 1/30.000, isto €&, aproximadamente 0,0003.
Com este argumento, um gene candidato na identificagdo de um QTL mostra
ser difuso e raro.

Independente das justificativas tedricas a priori, a utilizagdo dos genes
candidatos € uma proposta interessante, porque pode dar uma rapida resposta
no ganho genético. As conclusdes operacionais dos resultados experimentais
acumulados sado que uma significante propor¢do da variagdo dentro da
populagédo de caracteristicas genéticas, pode realmente conduzir a presenca
de um gene candidato, o que é extremamente importante. A metodologia do
estudo do gene candidato ndo € onerosa e tem muitas vantagens, em relacdo
ao mapa de ligacdo, para identificacdo de QTL’'s dentro de uma populagédo com
selecao assistida por marcador.

LANDE e THOMPSON (1990), mostraram teoricamente que a
eficiéncia da selegdo pode aumentar mais de 400% com MAS. As suposigbes
utilizadas para esta eficiéncia sdo: 1) A geracdo e a manutengdo de uma
populagdo com grande desequilibrio de ligagdo, 2) QTL's com altos efeitos
ainda segregando na populagdo, 3) acdo do gene aditivo, 4) auséncia de
efeitos pleiotropicos negativos do QTL em outras caracteristicas de importancia
econdmica, 5) falha na comparagdo do ganho genético, dependendo do
método de selegao, para caracteristicas limitadas ao sexo (tais como o BLUP).

Além das ja citadas, uma das limitagdes principais do MAS em selegéo
dentro de familia, estd no grande numero de progénie necessaria de cada
acasalamento. VAN DER BECK e VAN ARENDONK (1996) relataram outros
fatores que influenciam a MAS: 1) a quantidade da variagdo explicada pelo
QTL, 2) distdncia no mapa entre o marcador e QTL, 3) polimorfismo dos
marcadores, 4) estrutura do programa de melhoramento e 5) caracteristica de
selecao (limitada pelo sexo ou n&o).

Em contraste, a selegdo por genes candidatos (CGS) ndo possui as
mesmas limitagbes da MAS porque o desequilibrio de ligagdo nao é
necessario. Portanto, CGS pode ser aplicada a amostras da populagdo e em
familias de pequeno tamanho. Entretanto, CGS assume que existem QTL's

com grande efeito, segregando na populagdo, e que estes QTL's podem ser



localizados. Em alguns casos CGS é uma otima perspectiva para a MAS; em
si, CGS pode ser visto como um refinamento da MAS (MUIR, 1997).

Algumas das vantagens dos genes candidatos sdo: poder estatistico,
ampla aplicabilidade, baixo custo, simplicidade operacional e aplicacdo
conveniente para MAS (ROTHSCHILD e SOLLER, 1997).

Desde que, uma andlise de gene candidato, esteja baseada no estudo
de uma ampla populacdo, esta analise tem todo o poder estatistico de uma
geragdo F2, derivada de um cruzamento entre duas linhas isoladas, sem
qualquer perda de poder devido a recombinagdo (existente na MAS). As
andlises de genes candidatos sdo feitas em uma uUnica geragdo, e assim
podem ser implementadas em qualquer populagdo que possa ser fenotipada,
sem o requerimento de duas ou trés geragoes.

Uma andlise para investigacdo de gene candidato € aceita como mais
cara que uma anadlise baseada em marcadores gendmicos de microssatélite
(principalmente devido ao custo dos “primers’ e identificacdo dos sitios
polimérficos dentro do gene candidato)), embora ndo seja verdade
(ROTHSCHILD e SOLLER, 1997).

A unidade de investigacdo, em andlise de gene candidato, € um unico
gene em lugar de um genoma. A grande virtude de uma andlise de gene
candidato € que pode ser incluida dentro de uma populacdo comercial.

Apesar das vantagens anteriormente apresentadas, o0s genes
candidatos também possuem algumas limitagbes. Somente uma pequena
proporcdo da variagdo génica devido aos genes candidatos € atualmente
conhecida. Alguma fragdo desconhecida de variagdo genética, pode ainda ser
derivado de genes candidatos que ndo foram identificados e sequenciados.
Porém, esta limitagdo serda removida rapidamente com o projeto genoma
humano e o de rato, sendo uma fonte abundante de genes candidatos novos
para estudos na préoxima década (ROTHSCHILD e SOLLER, 1997).

Embora ja tenha sido relatado que o custo de investigagdo do gene
candidato seja baixo, o custo do desenvolvimento de “primers’ para
amplificacdo e identificagdo de sitios polimérficos dentro de um gene candidato
pode ser o0 mesmo ou consideravelmente maior que o custo para descobrir e
mapear um novo marcador. Estes “primers” e sitios polimérficos para um gene

candidato, uma vez descoberto, podem ser usados para andlises de gene



candidato em muitas populagbes, reduzindo o custo em andlises posteriores. A
identificacdo de um efeito de gene candidato pode ser possivel para genes
maiores, mas em casos de genes com efeitos quantitativos secundarios, a
identificacdo das diferencas de sitios, associada com um determinado efeito do
gene candidato, pode n&o ser possivel (ROTHSCHILD e SOLLER, 1997).

Andlises de genes candidatos podem também ser efetuadas através de
andlises de ligagbes de QTL’s. Uma vez que os QTL’s estdo mapeados em
regidbes cromossémicas, possiveis genes candidatos podem ser identificados
por genes ja mapeados naquela regido ou utiizando informagbes sobre os
genes presentes em regidbes do cromossomo com sintenia conservada em
outra espécie. O procedimento posterior, denominado de analise posicional
comparativa de gene candidato, confia na comparagao de espécies com mapas
ricos (como de humano e de rato) com mapas de animais domésticos,
objetivando a identificacéo dessas regides sinténicas.

Porém, de acordo com MUIR (1997), existem trés importantes
questbes que necessitam ser respondidas: 1) Os QTL's com "major effects" séo
encontrados faciimente?, 2) Qual o método ideal para incorporar "major genes"
em programas de melhoramento? e 3) Qual é a real vantagem de incorporar
genes candidatos em programas de melhoramento quando comparada com a
selecao tradicional?

Em resposta a primeira pergunta, LIN et al. (1992) e SEHESTED e
MAO (1992) concluiram que ndo se espera encontrar algum loco com "major
effects" para uma caracteristica que tenha sofrido selecdo a longo prazo. Com
a selecado fenotipica, genes com grandes efeitos, sdo fixados mais rapidamente
que aqueles com pequenos efeitos, e apds varias geragbes de selegdo, a
probabilidade de encontrar genes com "major effects" é muito baixa. A
presenca de locos com “major effects”, apds selegao por varias geragoes,
somente existra se o0 gene possuir efeito pleiotropico negativo (LIN et al.,
1992). Assim, se sdo encontrados genes com grandes efeitos segregando em
populacdes, altamente selecionadas, ha probabilidades de que a selegdo do
gene possa ter efeito negativo sobre toda produtividade. Entretanto, ligagao,
mutagao, correlagdes genéticas, e efeitos genéticos nao-aditivos (como sobre-

domina ncia) podem manter genes segregando na populacao (MUIR, 1997).



Porém, outros trabalhos mostram o contrario. DENTINE (1994) e
MOODY et al. (1994) obtiveram sucesso em suas pesquisas, observando que
um unico QTL ou agrupamentos de QTL's com “major effects” ainda estdo
segregando até mesmo em rebanhos leiteiros e rebanhos destinados a
producao de carne altamente selecionados.

ROTHSCHILD et al. (1996), analisando a associagdo do loco para
receptores de estrogeno (gene ERS) como um "major gene" para tamanho de
leitegada, observaram que em ambas as ragas utilizadas (Meishan e Large
White), as fémeas homozigotas para o alelo, obtiveram 2,3 e 1,2 leitdes a mais
nascidos vivos, respectivamente, na primeira paricdo. No total de parigbes das
fémeas analisadas as médias observadas foram 1,2 e 0,9 leitbes a mais
nascidos vivos. Concluiram que o gene ERS é um "major gene" eficiente
associado acaracteristica de tamanho de leitegada.

Ainda neste mesmo estudo, o gene ERS foi associado com
caracteristicas de performance de crescimento e desenvolvimento (ganho
médio diario, espessura de toucinho e numero funcional de tetas), nado
apresentando nenhum resultado significativo, sendo no entanto, o numero de
dados muito pequeno para se obter uma conclusdo. E, de fato, observou-se
que gendtipos homozigotos para o0 gene apresentaram redugdo da média de
ganho de peso diario e aumento da espessura de toucinho.

Similarmente, Webb e Jordan (1978) citados por MUIR (1997)
encontraram que o0 gene do halotano, um "major gene" em suinos, possui efeito
antagbnico com percentagem de carne magra, qualdade de carne e
mortalidade. Estes resultados demonstram que, QTL's de grande efeito podem
ser mantidos segregando na populagéo devido aos efeitos pleiotropicos
negativos.

Para a andlise de uma caracteristica em linhagens de poedeiras,
segregando para dois alelos para horménio de crescimento, KUHNLEIN e
ZADWORNY (1994) descobriram que a resisténcia a doenga Marek foi co-
selecionada com caracteristicas de producdo. Entretanto, o alelo para
resisténcia foi associado com a tardia maturidade sexual e alta taxa de
producao de ovos, assim como a susceptibilidade a doenca, foi associada com

a idade precoce a primeira postura e abaixa taxa de producao de ovos.



Com relagdo a segunda pergunta, isto €, qual o método ideal para
incorporar genes importantes em um programa de melhoramento; HILLEL
(1994) afirma que apds um alelo favoravel ser identificado, esforcos devem ser
feitos para aumentar sua freqiéncia na populacdo a ser melhorada ou mesmo
levado a fixagdo, rapidamente. Em seguida, esforcos devem ser feitos para
localizar alelos melhores nestes locos em particular, em diferentes linhagens
genéticas e para marcadores ligados a outro loco que controle a mesma
caracteristica.

Contrariamente, Muir e Stick (1997) ctado por MUIR (1997) mostram
que a fixagdo do alelo favoravel o mais rapido possivel, ndo é a solugéo
adequada. Os autores examinaram a CGS usando a estratégia de
melhoramento genético sugerida por HILLEL (1994) em uma simulagdo de
Monte Carlo para uma caracteristica que podia ser medida em ambos os
sexos. Os autores em um conjunto de simulagdo, na selegdo por genes
candidatos (CGS), selecionaram o alelo com o maior efeito para fixagéo. Isto foi
comparado a outro conjunto de simulagdes baseadas na selecdo fenotipica.
Em uma simulacao final, CGS e a seleg¢éo fenotipica foram combinados usando
um indice irregular, dando 100 vezes mais peso para 0 gene candidato do que
para o fenétipo. Cada conjunto de simulagdes foi conduzido para cada uma das
trés herdabilidades, 1, 10 e 40%.

Os resultados apresentados, mostraram que com herdabilidade muito
baixa (1%) a combinagdo dos métodos foi superior a sele¢do fenotipica, que foi
superior ao CGS em todas as geragdes. Com uma herdabilidade de 10 e 40%,
a selegao fenotipica foi superior a combinagdo dos métodos que foi superior ao
CGS. Estes resultados mostram que colocar muita énfase nos genes
candidatos é prejudicial ao programa de melhoramento. Além disto, a
comparagdo do numero de alelos favoraveis perdidos devido a oscilagao
genética aleatdria era sempre maior com CGS, seguido pelo combinado e por
ultimo a selecdo fenotipica. Finalmente, para herdabilidades de 1 e 10% a taxa
de consanguinidade era sempre maior com CGS e menor para a selecéo
fenotipica. Na herdabilidade de 40% foram pequenas as diferencas na
consanguinidade entre os métodos.

De acordo com os resultados obtidos, resultados reais seriam piores. O

estudo dos autores indica que quando os genes candidatos sdo identificados, o



programa ideal ndo é fixar o gene o mais rapido possivel. Fazendo isto,
animais com muitos alelos favoraveis também ser&o descartados.

O programa ideal para selecdo de gene candidato ainda esta para ser
demonstrado, contudo, a teoria genética quantitativa classica indicaria que
deveria ser usado um indice que estime o valor do gene candidato proporcional
ao seu valor genético e asua correlagdo com o melhoramento geral. Este valor
sera aproximadamente a propor¢do da variagdo genética que € estimada pelo
QTL. Contudo, tal estimativa é apenas uma aproximagdo, pois parametros
genéticos associados com o gene candidato mudardo rapidamente a medida
que as frequéncias génicas mudarem (MUIR, 1997).

Para a terceira questdo, Muir e Stick (1997) e Smith e Webb (1981)
ctados por MUIR (1997) obtiveram resultados semelhantes quando
compararam a eficiéncia da selecdo direta nos "major genes", da selegéo
fenotipica, e de um indice combinando os dois. Os autores concluiram que a
eficiéncia depende da relacdo entre a varidncia genética aditiva devido ao loco
principal e a varidncia genética aditiva total. Quando a selegcdo fenotipica é
efetiva (alta herdabilidade), a longo prazo, as informagdes de "major genes"
poderao pouco adicionar a taxa de melhoramento. Se a selecdo fenotipica nao
é muito efetiva (caracteristicas com baixa herdabilidade), ou a selecdo indireta
deve ser usada (selecdo de caracteristicas correlacionadas com a
caracteristica de interesse); entdo a selegdo por genes candidatos pode
melhorar a taxa de melhoramento genético (Smith e Webb, 1981; citado por
MUIR, 1997). Estes resultados ndo podem ser levados em consideragéo se os
efeitos do gene sdo antagbnicos para diferentes caracteristicas. Em cada caso
podem existir pequenas respostas se a sele¢cdo para duas caracteristicas é
balanceada, ou existe uma indesejavel correlagdo na resposta a selegéo (Smith
e Webb, 1981; citado por MUIR, 1997).

Os resultados de Muir e Stick (1997) citado por MUIR (1997) séo
contrastados com os de GIBSON (1994). Este, conduziu simula¢gdes usando
um modelo aditivo infinitesimal adicionado a um simples loco dialélico. MAS
obteve a melhor resposta a curto prazo, enquanto a selegdo fenotipica obteve a
melhor resposta a longo prazo. Semelhantemente, Ruane e Colleua (1995)

citado por MUIR (1997) observaram em suas simulagdes que, MAS resultou



em uma melhora substancial na presenga do gene candidato em relagdo a
selecdo pelo BLUP, mas com baixa resposta poligénica.

MEUWISSEN e VAN ARENDONK (1992) concluiram que a selegdo
individual pode ser superior a MAS a longo prazo, porque a sdegdo individual
designa menor diferencial de selecdo a fixagdo dos "major genes" e maior

diferencial de selegéo a poligenes com pequenos efeitos.

2.3.2.1. Selegao por genes candidatos

VISSCHER e HALEY (1995) constataram que o0 numero de genes
candidatos disponiveis para programas de introgressdo, era relativamente
pequeno; embora "major genes" para cor de pele, tamanho de leitegada,
qualidade de carne e gordura intramuscular tenham sido relatados para suinos.

CASAS-CARRILO et al. (1997) examinaram a contribuicdo de regides
do cromossomo ligados ao hormdnio do crescimento (GH) e IGF-1, na variagao
do crescimento e composicdo de carcagca em suinos. As caracteristicas
estudadas foram: ganho médio diario pré-desmame e pds-desmame, para
crescimento; e peso da carcaca, espessura de toucinho, area de olho de lombo
e pH do musculo (came), para caracteristicas de carcaga. Nao foi observada
nenhuma associacdo do GH com qualquer das caracteristicas, porém algumas
evidéncias sugerem a ligagdo do IGF-1 com ganho médio pds-desmama e com
a espessura de toucinho.

De acordo com YU et al. (1995), o PIT1 pode vir a ser um gene
candidato para caracteristicas de importancia econémica em suinos. O PIT1 é
um gene responsavel pela regulagdo do horménio de crescimento, prolactina e
horménio (3 estimulador tireotréfico. No estudo dos polimorfismos de PIT1 como
gene candidato associado com crescimento e caracteristicas de carcaga em
suinos, os autores isolaram e testaram trés polimorfismos do PIT1 (BamHI,
Mspl e Rsal), cada qual com as caracteristicas do estudo (peso ao nascimento,
21, e 42 dias; média de ganho diario aos 42 dias; medidas de espessura de
toucinho; area de olho de lombo; cor do musculo; marmoreio; firmeza da
camne). Dos trés polimorfismos o que apresentou melhor resultado foi o PIT1-
Mspl, e dentro dele o gendtipo CC (o alelo C é melhor que o alelo D) que foi

melhor para o gendtipo DD, que por conseguinte foi melhor que o CD. O



gendtipo CC representa primariamente, alelos de ragas chinesas, que podem
ser muito usados no futuro para ganhos genéticos em linhas sintéticas

envolvendo suinos de racas chinesas e americanas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Simulacao dos dados

Os dados utilizados neste trabalho foram simulados com o sistema
computacional GENESYS 2000. Esta é uma versdo atualizada do GENESYS
(EUCLYDES, 1996), utilizada em varias teses na Universidade Federal de
Vigosa. O novo sistema é constituido de 11 programas, escrito para o
compilador FORTRAN e permite a simulagdo de genomas para estudos de
métodos de selecdo, testes de pressuposicbes, avaliagbes de novas
metodologias de selegdo, etc, sem os elevados custos de animais e
laboratorios. Maiores detalhes sobre o programa GENESYS sdo apresentados
por EUCLYDES (1996).

3.1.1. Simulagao do genoma

Para este estudo, foi simulado um genoma que possuia 0s seguintes
parametros:

a) quinze pares de cromossomos de tamanhos aleatorios;

b) dois mil centimorgans de comprimento;

C) uma caracteristica quantitatva de baixa herdabilidade (0,10),
governada por 200 locos;

d) dez marcadores moleculares;



e) os efeitos aditivos dos locos quantitativos foram simulados, segundo
a distribuicdo normal;

f) os locos quantitativos foram dialélicos € ndo possuiram desvios de
dominancia nem interac¢des entre si;

g) 0 genoma nao possuia cromossoma sexual e as frequéncias génicas
iniciais foram diferentes entre os sexos;

h) a distribuicdo matematica usada para a simulagdo das frequéncias
iniciais dos locos quantitativos nas populagbes foi a uniforme, com média de
0,50;

i) as frequéncias génicas iniciais para os marcadores moleculares
seguiam distribuicdo uniforme;

j) os marcadores moleculares foram simulados com dois alelos;
k) um efeito fixo foi utilizado, possuindo 10 niveis ou classes;
l) os efeitos de ambiente ndo controlaveis foram simulados conforme a

distribuicdo normal.

3.1.2 Simulagao das populagoes-bases

Seis populagbes base de 1000 animais cada (500 machos e 500
fémeas) foram criadas, a partir do mesmo genoma, com alteragbes nos valores
dos efeitos aditivos (todos simulados aleatoriamente no intervalo de —1,258 a
1,258, 10 genes com efeitos aditivos fixados nos valores -2 e 2 e os demais
simulados aleatoriamente entre —1,258 e 1,258 e 10 genes com efeitos aditivos
fixados nos valores -5 e 5 e os demais simulados aleatoriamente entre —1,258
e 1,258) dos genes proximos aos marcadores, e na transformagdo dos
marcadores em candidatos (as marcas eram os genes). Com base no numero
de machos e fémeas, simularam-se os gametas (espermatozoides e 6vulos),
os quais foram pareados para a formagao dos zigotos.

N&o existiu parentesco entre os membros de cada populagdo base, uma
vez que os gametas foram gerados num processo diferente do que ocorre em
animais; os gametas ndo foram resultados de segregacdes mendelianas e sim,
produzidos ao acaso.

A definicio do sexo destes animais foi determinada pela geracdo de

um numero aleatdrio, uniformemente distribuido e dentro de um intervalo de



zero a um, sendo declarado como macho, o zigoto cujo numero aleatério
simulado estava no intervalo de 0 a 0,5, e como fémea, valores simulados

maiores que 0,5.
3.1.3. Simulagao das populagoes iniciais

Para cada populacdo base, foi construida uma populagéo inicial
escolnendo-se, de forma aleatéria 10 machos, 10 fémeas/macho e 5
filnos/fémea, resultando em populagdes de 500 animais. Neste caso, o0s
gametas foram produzidos segundo a segregacéo mendeliana.

Escolhidos os pais, iniciava-se o processo de gametogénese, e

posteriormente a zigotogénese para formagao das novas geragoes.

3.1.4. Populagoes selecionadas

A PARTIR DAS POPULACOES INICIAIS, TEVE INICIO O PROCESSO
DE AVALIACAO GENETICA DOS ANIMAIS, SENDO SELECIONADOS 10
MACHOS E 100 FEMEAS. ESTE PROCESSO SE ESTENDEU AO LONGO DE
20 GERACOES E FORAM FEITAS 20 REPETICOES PARA REDUZR O
EFEITO DA FLUTUACAO GENICA.

3.2. Calculo dos componentes de variancia
Os componentes de varidncia genética e fenotipica para a

caracteristica estudada foram calculados a cada geragdo (componentes de

variancia reais), com base nos valores genéticos e fenotipicos, segundo a

Zai2—§aig/n
G2== T U
n—1

em que G representa o estimador da varidncia genética aditiva; a, € o

formula:

valor genético do individuo i; e n € o numeo total de individuos na populagéo.



As estimativas das variancias fenotipicas (0‘127) foram obtidas pela substituicdo

dos valores de a, por p, (valor fenotipico).

3.3. Métodos de selegcao

3.3.1. Selegao assistida por marcadores (MAS)

A selegdo dos reprodutores neste método, foi baseada no
estabelecimento de regressdes lineares simples dos valores fenotipicos, em
fungéo dos gendtipos identificados por marcadores:

P =a+bGy +e;

em que P representa o fendtipo do individuo i; a € o intercepto; b, é
o coeficiente de regressdo para o gendtipo do individuo i, medido no marcador
k (G,), e e, € o erro experimental. Os gendtipos foram identificados pelos
caodigos 0, 1 ou 2, para as combinagdes alélicas aa, Aa e AA, respectivamente.

Apds o ajustamento das k regressdes, foram escolhidas somente
aquelas que apresentavam a significAncia minima de 5% pelo teste F da
andlise de varidncia da regressdo. Os valores dos coeficientes de regresséo

padronizados (B ) foram, entdo, usados como ponderadores dos valores dos

gendtipos dos marcadores moleculares na construgdo de um indice (1S):
1S, = > (B Gy) e
; kMik

Bk :bk (O-k /O-p)
em que, n representa 0 numero de marcadores moleculares
selecionados para ponderar os valores de G,; b, € o coeficiente de regressdo

para o marcador k; 0, € o desvio padrao para os valores de G,;e 0,6 €0

desvio padrao fenotipico.
Os valores de IS foram calculados para todos os machos e fémeas da
populagédo. Os dez machos e as 100 fémeas que apresentaram 0s maiores

valores de IS foram selecionados para produzirem a proxima geragao.

3.3.2. Selecgao individual (IND)



A ESCOLHA DOS INDIVIDUOS, POR ESTE METODO, FOI
BASEADA SIMPLESMENTE NOS SEUS VALORES FENOTIPICOS. A
ESCOLHA DOS CANDIDAT OS A REPRODUGCAO FORAM BASEADAS NUM

iNDICE (7,) QUE CONTINHA O VALOR FENOTIPICO PADRONIZADO (X’)
DESTA CARACTERISTICA DA SEGUINTE MANEIRA:

L =X E X’ _X-X)
GX

EM QUE X, REPRESENTA O VALOR FENOTIPICO DO INDIViDUO
i; X, A MEDIA FENOTIPICA PARA A CARACTERISTICA; E o,, O

DESVIO-PADRAO FENOTIPICO PARA A CARACTERISTICA.

OS VALORES DE ; SERAO CALCULADOS PARA CADA MACHO E
CADA FEMEA E ORDENADOS DE FORMA DESCENDENTE. OS DEZ
PRIMEIROS MACHOS E AS 100 PRIMEIRAS FEMEAS SERAO
SELECIONADOS E ACASALADOS PARA FORMAREM A PROXIMA
GERAGAO.

A PADRONIZAGAO DOS VALORES FENOTIPICOS FOI REALIZADA
PARA CORRIGIR POSSIVEIS PROBLEMAS DE ESCALA DESTES
VALORES. APOS, A SELECAO DOS REPRODUTORES, PROCEDEU-SE A
GAMETOGENESE E ZIGOTOGENESE, OBTENDO-SE ASSIM A
POPULAGAO DA GERAGAO SEGUINTE.

3.3.3. Selegao individual com marcadores moleculares (MAS+IND)

Para avaliar a combinacdo da selecido com base no fendtipo do
individuo (selegdo individual) e a selegio com o uso de marcadores

moleculares, foi construido o seguinte indice:
® n
I; =cX; +ZBkGik
em que, /,, € o valor do individuo i, ap6s a ponderagdo pelo valor

fenotipico e pelos efeitos de marcadores moleculares; ¢, € o valor de

ponderagdo da caracteristica quantitativa; X,;, é o valor fenotipico padronizado



do individuo i; [,, é o coeficiente de regressdo padronizado para o marcador
molecular k, conforme definido anteriormente; e G,, € o valor do marcador

molecular (0, 1 ou 2) observado no individuo i para o marcador % .
Os valores de | foram ordenados do maior para o0 menor. Os machos
gue obtiverem os dez primeiros maiores valores deste indice e as 100

primeiras fémeas com maiores valores foram selecionados para formarem a

geragao seguinte.
3.3.4. Selegcao baseada na melhor predigao linear nao-viesada (BLUP)

Para selegcdo baseada no BLUP, foi utiizada a metodologia dos
modelos mistos (“Mixed Model Methodology”). Foi considerado o seguinte
modelo estatistico:

y=XPB+Zgte

em que, y, é vetor da observagbes das caracteristicas; X, € a matriz
de incidéncia de efeitos fixos; [, € o vetor dos efeitos fixos; 7z, € a matriz

diagonal de incidéncia dos valores genéticos, contendo 1 ou 0 se a

caracteristica foi medida ou ndo no individuo;, g, é o vetor dos valores
genéticos; e e, é o vetor de residuos. Assumindo que y, g e e tenham
distribuicdo normal multivariada, os valores de B e g foram obtidos pela

resolucao do sistema de equacgoes:
0 —_
0- 0. XR'X  X'R'Z BD{‘R‘WS
Eg E ZRX ZRZ+GTHEZRyD



B’ = [X'R‘IX— X'RZ(Z'R"Z +G‘1)‘1Z'R‘1X]'

[X'R_'y—X'R'IZ(Z'R_'Z +G“)“Z'R“y]

g=(Z'R'Z+G")H'ZRT(y-XB")

em que, G=A4c); R=Ic}; A4, € a matriz do numerador dos
coeficientes de parentesco entre os individuos; o2, é a varidncia genética
aditiva da caracteristica; o, € a varidncia residual da caracteristica; e 7, é
uma matriz identidade. As variancias ¢} e o’ foram obtidas utilizando-se os

valores genéticos e de ambiente para cada individuo. O vetor y, no modelo

univariado, foi montado da seguinte forma:

y=yyi,]

sendo y;, o valor fenotipico da caracteristica medida no individuo .
MARTINS et. al. (1997) apresentaram uma descricdo completa dos algoritmos
usados para obtengdo da matriz de parentesco, bem como a sua inversa (47").
Estes algoritmos, propostos por HENDERSON (1976) e desenvolvidos por
QUAAS (1976), foram usados neste trabalho. Na escolha dos reprodutores,

sera adotado o seguinte indice (/b ):

n A

Ib, = chi
=1

em que, c, representa os valores de ponderagdo para a caracteristica,

A

fornecidos ao GENESYS, sendo inicializados como ¢ =1, e g, o valor genético

doindividuo i medido na caracteristica.
3.3.5. Selecao por genes candidatos (CGS)

Neste método, o que foi utilizado para sele¢do € o proprio gene. Todos
os animais foram analisados quanto ao numero de alelos favoraveis existentes
no genoma, independente se 0s mesmos se encontravam em homozigose ou
heterozigose. O animal que possuia maior numero de alelos favoraveis foi

selecionado.



Existindo empate, quanto ao numero de alelos favoraveis entre dois
animais, o critério utilizado como desempate era o numero de gendtipos
heterozigotos. O animal, em heterozigose para determinado gene, possui a
chance de passar a seus descendentes o maior niumero de alelos favoraveis.

Persistindo o empate, o animal era escolhido aleatoriamente.

3.4. Parametros avaliados

Para comparagdo dos métodos de selegdo, usaram-se 0s seguintes
parametros:

a) Valor fenotipico — € a media dos valores fenotipicos dos individuos de
cada populagéo;

b) Varidncia genética aditva — é a medida da variabiidade causada
pelos efeitos aditivos dos alelos;

c) Percentagem de alelos desfavoraveis fixados — € a relagdo entre o
numero locos com alelos desfavoraveis fixados e o numero total de locos
quantitativos para a caracteristica, em percentagem;

d) Percentagem de alelos favoraveis fixados — € a relagdo entre o
numero locos com alelos favoraveis fixados e o numero total de locos
quantitativos para a caracteristica, em percentagem;

e) Percentagem de homozigotos — € a relagdo entre o numero de locos
com um dos alelos fixados (seja desfavoravel ou favoravel) e o numero total de
locos quantitativos para a caracteristica, em percentagem; e

f) Limite de selecdo — limite genético de selecdo sdo os valores
genéticos maximos que podem ser obtidos, representando portanto, a fixagdo
de todos os alelos favoraveis.

Estes parametros foram obtidos pela média das 20 repeticdes, medidas

a cada uma das 20 geragoes.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de valores fenotipicos, apresentados pelo uso da selecédo
com base no fendtipo dos individuos (IND), em marcadores moleculares
(MAS), nos genes candidatos (CGS), no BLUP e no fendtipo dos individuos e
informacdes de marcadores (IND+MAS), para os valores dos efeitos aditivos
dos genes proximos aos marcadores, simulados aleatoriamente no intervalo de
-1,258 a 1,258, 10 genes fixados nos valores -2 e 2 e 10 genes fixados nos
valores -5 e 5, sao apresentados na Figura 1 (A, B e C, respectivamente).

Como pode ser observada, a selecdo baseada no BLUP apresentou,
para os trés grupos de efeitos aditvos dos genes, os maiores valores
fenotipicos, ao final das 20 geragbes simuladas. Este fato pode ser explicado
pela eficiéncia do BLUP, para caracteristicas de baixa herdabilidade (0,10), na
escolha dos melhores individuos para a reprodugdo. Para o segundo e o
terceiro lugar houve uma alternancia entre a sele¢cdo individual e selecéo
individual associada a marcadores, seguida dos genes candidatos e pela

selecdo baseada em marcadores moleculares.
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Figura 1 - Valores fenotipicos das populagdes submetidas aos métodos de selegio, baseados
em marcadores (MAS), individual (IND), BLUP, genes candidatos (CGS) e individual
e marcadores (IND+MAS) por geracdo, para (A) todos os genes com valores dos
efeitos aditivos simulados aleatoriamente, (B) 10 genes com valores dos efeitos
aditivos fixados nos valores -2 e 2 e demais simulados aleatoriamente e (C) 10
genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores -5 e 5 e demais
simulados aleatoriamente.



Pela Figura 1A, observa-se que a MAS apresentou 0s menores valores
fenotipicos em comparagdo com os demais métodos de selegdo, em qualquer
uma das 20 geragbes simuladas, quando os valores dos efeitos aditivos dos
genes foram simulados aleatoriamente (todos os genes com pequenos efeitos
aditivos). Isto, se deve ao fato dos genes marcados possuirem pequena
expressao na caracteristica e/ou a grande distancia entre a marca e o gene,
possibilitando assim a ocorréncia de “crossing-over’, levando ao equilibrio de
ligacdo. Outra possivel explicagdo para estes valores, seria 0 numero de
marcas utilizadas no estudo (dez marcas). Entretanto, resultados semelhantes
foram obtidos por EUCLYDES (1996), trabalhando com 50 e 200 marcas.

Pode-se observar também que para CGS, apesar da selegdo ser o
préprio gene (ndo ocorre a possibilidade de “crossing-over’), o incremento na
resposta foi maior somente a selecdo por marcadores, mostrando que valores
dos efeitos aditivos simulados aleatoriamente (todos os genes com pequenos
efeitos), ndo sao detectados por este método de selegao.

IND+MAS apresentou resposta inferior a selecdo individual. Uma
explicagdo para essa resposta seria que, com “crossing-over’, alguns genes
marcados sao desfavoraveis a caracteristica; e mesmo assim, animais sao
selecionados pelo seu alto valor fenotipico, devido ao efeito positivo de
ambiente, e ndo ao genético.

Na Figura 1B, o efeito aditivo de dez genes foi fixado nos valores -2 e 2
e 0os demais simulados aleatoriamente. Com isso, ocorreu a presenga de médio
efeito afetando a caracteristica estudada. Observa-se que, a selegdo assistida
por marcadores, também apresentou 0s menores resultados no aumento do
valor fenotipico, porém, os resultados foram melhores que os apresentados
pelos efeitos aditivos simulados aleatoriamente (Figura 1A). Assim, a marcagao
de genes com médio efeito fazem com que a selecdo para marcadores seja
mais eficiente, uma vez que o0s genes selecionados afetam de forma
significativa a caracteristica.

IND+MAS apresentou incremento na resposta, sendo melhor que a
selecdo individual, ao final das 20 geragdes simuladas, mostrando que os
genes com médios efeitos tornam-se uma importante ferramenta de auxilio,

guando associada & informacdes do proprio individuo (selegao individual).



Pode-se notar que, a selegdo por genes candidatos apresentou
resultados semelhantes aos resultados apresentados pelo BLUP até a quinta
geracdo, onde se estabilizou. Estes resultados mostram que os animais
selecionados sdo aqueles que possuem o0s genes favoraveis para a
caracteristica, no caso, genes com médios efeitos. Os valores fenotipicos se
estabilizaram, apdés a quinta geragdo, provavelmente, como consequéncia da
fixacdo dos genes com médios efeitos.

A Figura 1C mostra o valor do efeito aditvo de dez genes fixados nos
valores 5 e 5 e os demais simulados aleatoriamente. MAS, neste caso, foi
melhor que IND+MAS e BLUP até a quinta geragdo, e melhor que IND até a
nona geragao, onde se estabilizou. A presenca de genes de grande efeito
aditvo foi a causa dessa melhora. A selecdo individual, ao final das 20
geracdes, foi melhor que a selegdo individual associada com marcadores,
mostrando que a partir deste ponto, este método tende a se estabilizar. CGS foi
a que apresentou as melhores respostas até a sétima geragédo, porém, se
estabilizou na quinta geracao.

Provavelmente, a estabilizagdo precoce dos valores fenotipicos,
produzida pela sele¢do assistida por marcadores moleculares e genes
candidatos, €& consequéncia da acentuada percentagem de homozigose
observada (Figura 2), fixacdo de alelos (Figuras 4 e 5) e também pelo equilibrio
alcancado entre os locos, no caso da selegdo assistida por marcadores.
Resultados semelhantes foram obtidos por EUCLYDES (1996).

Pode-se observar que a medida que os valores dos efeitos aditivos dos
genes aumentam, a resposta a MAS e CGS melhoram, sendo melhores que os
métodos de selegdo tradicionais e suas combinagbes, nas geragdes iniciais.
Entretanto, MAS ndo foi semelhante a selecdo por genes candidatos, devido a:
1) possibiidade de ocorrer “crossing-over” na selecdo assistida por
marcadores, consequéncia da distancia entre a marca e o gene, 2) o marcador
ou o QTL estar em homozigose na populagdo e 3) o gene selecionado néo ser
referente acaracteristica (SMITH e SIMPSON, 1986).
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Figura 2 — Percentagem de homozigotos das populagdes submetidas aos métodos de selegao,
baseados em marcadores (MAS), individual (IND), BLUP, genes candidatos (CGS) e
individual e marcadores (IND+MAS) por geracdo, para (A) todos os genes com
valores dos efeitos aditivos simulados aleatoriamente, (B) 10 genes com valores dos
efeitos aditivos fixados nos valores -2 e 2 e demais simulados aleatoriamente e (C)
10 genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores -5 € 5 e demais
simulados aleatoriamente.
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Figura 3 — Variancia genética das populagbes submetidas aos métodos de selegdo, baseados
em marcadores (MAS), individual (IND), BLUP, genes candidatos (CGS) e individual
e marcadores (IND+MAS) por geracdo, para (A) todos os genes com valores dos
efeitos aditivos simulados aleatoriamente, (B) 10 genes com valores dos efeitos
aditivos fixados nos valores -2 e 2 e demais simulados aleatoriamente e (C) 10
genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores -5 e 5 e demais
simulados aleatoriamente.
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Figura 4 — Percentagem de alelos desfavoraveis fixados das populagdes submetidas aos
métodos de selegdo, baseados em marcadores (MAS), individual (IND), BLUP,
genes candidatos (CGS) e individual e marcadores (IND+MAS) por geracdo, para
(A) todos os genes com valores dos efeitos aditivos simulados aleatoriamente, (B)
10 genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores —2 e 2 e demais
simulados aleatoriamente e (C) 10 genes com valores dos efeitos aditivos fixados
nos valores -5 e 5 e demais simulados aleatoriamente.
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Figura 5 — Percentagem de alelos favoraveis fixados das populagdes submetidas aos métodos
de selegcdo, baseados em marcadores (MAS), individual (IND), BLUP, genes
candidatos (CGS) e individual e marcadores (IND+MAS) por geracédo, para (A) todos
os genes com valores dos efeitos aditivos simulados aleatoriamente, (B) 10 genes
com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores —2 e 2 e demais simulados
aleatoriamente e (C) 10 genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores —
5 e 5 e demais simulados aleatoriamente.



As percentagens de homozigotos para os trés grupos de efeitos aditivos
dos genes s&o apresentadas na Figura 2. A selecdo assistida por marcadores
foi a que apresentou maior resposta, provavelmente devido a fixagdo nao
somente dos alelos favoraveis, mas também, dos alelos desfavoraveis e de
menores efeitos.

A Figura 3 mostram o comportamento das varidncias genéticas aditivas
para os métodos de selecido estudados e os diferentes valores dos efeitos
aditivos dos genes. As varidncias genéticas aditivas decresceram, em uma
tendéncia linear para o efeito aditvo de todos os genes simulados
aleatoriamente (Figura 3A) e em uma tendéncia exponencial para os efeitos
aditivos de 10 genes fixados nos valores -2 e 2 e os demais simulados
aleatoriamente e para os efeitos aditivos de 10 genes fixados nos valores -5 e 5
e os demais simulados aleatoriamente (Figuras 3B e 3C).

O decréscimo naodinear da varidncia genética aditiva, no passar das
geragbes, para as Figuras 3B e 3C, também foi observado por BELONSKY e
KENNEDY (1988) e MARTINS (1995). Possivelmente este fendmeno é
causado pela intensidade de fixacdo de delos produzida pela selegdo, uma vez
que o comportamento das varidncias aditivas foi o inverso do observado para
as percentagens de homozigose (Figura 2). Na Figura 3A, a linearidade do
decréscimo da variancia aditiva para os efeitos aditivos dos genes simulados
aleatoriamente, provavelmente é decorrente da baixa expressdo que os alelos
possuem, retardando a sua fixacdo. O decréscimo da varidncia genética
aditiva, também foi relatado por EUCLYDES (1996), CARNEIRO (1998),
CARNEIRO (1999), FONSECA (1999), entre outros.

Outras observagdes que podem ser feitas na Figura 3A, em relagdo aos
métodos de selecdo, sdo que, o BLUP se apresenta semelhante & selecdes
assistida por marcadores e selegdo por genes candidatos. Os métodos de
selecdo moleculares, apresentam a diminuicido da varidncia genética aditiva,
devido o aumento rapido da taxa de homozigose e da fixagcdo de alelos
(Figuras 2, 4 e 5). Para o BLUP, é devido ao alto grau de parentesco entre os
animais selecionados. Além disso, pode-se notar que o resultado para
IND+MAS se apresentou semelhante a selegdo individual, devido a pequena

expressdo dos genes marcados. A medida que alguns destes genes foram



aumentando seus valores dos efeitos aditivos (Figuras 3B e 3C), esse método
foi se assemelhando aos métodos de selegdo moleculares.

Pode-se ver na Figura 3, que IND é o que apresenta menor queda na
varidancia genética aditiva, devido ser o método com menor homozigose e
fixacdo de alelos (Figuras 2, 4 e 5). MAS e CGS foram as que possuiram
maiores quedas, visto que o0s mesmos tendem a aumentar, a taxa de
homozigose, e a fixar, rapidamente, os alelos favoraveis para a caracteristica
(Figuras 2 e 5). Além disso, com a presenca de genes de médio e grande
efeito, a queda era mais acentuada. ROBERTSON (1986), relatou que linhas,
cuja selegao é aplicada para aumentar o valor fenotipico, terao uma redugéo na
variancia genética aditiva, devido afixagao dos alelos favoraveis.

Nas Figuras 4 e 5, sdo apresentadas as perdas por fixagdo em razdo da
percentagem de locos fixados com alelos desfavoraveis e favoraveis,
respectivamente, para todos métodos de selecdo e grupos de efeitos aditivos
dos genes estudados.

Na Figura 5, observa-se que o0s métodos de selecdo moleculares,
apresentam-se de forma semelhante para os diferentes grupos de efeitos
aditivos do gene, exceto para os valores dos efeitos aditivos de 10 genes
fixados nos valores —5 e 5 e os demais simulados aleatoriamente, onde MAS
foi melhor ao final das 20 geracdes, provavelmente pela fixacdo de alelos com
pequenos efeitos, além dos com grandes efeitos. Como era de se esperar, 0s
métodos de selecdo moleculares foram os mais eficientes na fixagdo dos locos
com alelos favoraveis. Entretanto, foram também aqueles que superaram os
demais métodos na fixagéo de locos com alelos desfavoraveis (Figura 4).

Este fendbmeno, parece estar bastante associado a percentagem de
homozigose. Como podem ser verificados na Figura 2, os métodos de selegéo
moleculares, foram os métodos de maior percentagens de homozigose; assim
como os de maior fixagdo de alelos desfavoraveis e favoraveis (Figuras 4 e 5).
Segundo FALCONER (1981), durante a selecdo, em termos tedricos, a
endogamia tende a aumentar a frequéncia de fixagao de alelos desfavoraveis.

Outra explicagdo para este fenbmeno, seria a existéncia de correlagdes
genéticas entre alelos favoraveis e desfavoraveis. Quando se fixam alelos
favoraveis, que possuem correlagdes genéticas positivas com alelos

desfavoraveis, estes também sao fixados.



Os resultados dos limites de selecdo e suas redugdes percentuais,
para todos métodos de selegdo e grupos de efeitos aditivos dos genes
estudados, s&o apresentados na Figura 6 e Tabela 1, respectivamente.

Na figura 6 (A, B e C) nota-se que, para os trés grupos de efeitos
aditivos dos genes, todos os métodos de selecdo estudados apresentam as
mesmas tendéncias, embora os valores maximos do Ilimite de selegédo
alcangcados aumentaram com a passagem de pequenos para grandes efeitos
aditivos dos genes. Os métodos de selecdo moleculares, apresentaram os
menores limites de selegdo ao final das 20 geragdes simuladas. A selegao
individual foi o0 método de maior limite de sele¢do, acompanhado da associagao
MAS+IND e da selecdo baseada no BLUP. A queda acentuada do limite de
selecdo nos métodos de selecdo moleculares ocorreu a partir da quinta
geracgao, provavelmente pela fixagdo dos alelos (Figuras 4 e 5).

As observagbes feitas na Figura 6 podem ser confirmadas na Tabela 1.
Para pequenos efeitos aditivos dos genes, o valor maximo alcangado pela
MAS, ao final das 20 geragdes simuladas, foi apenas 20,70% do limite de
selecdo inicial da populacdo. Para CGS, o valor maximo do limite de selegéo foi
de 27,32%. Para IND, BLUP e MAS+IND os valores maximos do limite de
selegcdo foram 87,24, 67,60 e 82,56%, respectivamente, mostrando que para
estes meétodos, ainda existe um grande potencial de melhoramento. Com o
aumento dos efeitos aditivos dos genes estes valores também aumentam,

entretanto, possuem as mesmas tendéncias.
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Figura 6 — Limites de selegdo das populagbes submetidas aos métodos de selegdo, baseados
em marcadores (MAS), individual (IND), BLUP, genes candidatos (CGS) e individual
e marcadores (IND+MAS) por geracdo, para (A) todos os genes com valores dos
efeitos aditivos simulados aleatoriamente, (B) 10 genes com valores dos efeitos
aditivos fixados nos valores -2 e 2 e demais simulados aleatoriamente e (C) 10
genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores -5 e 5 e demais
simulados aleatoriamente.



Tabela 1 — Redugbes percentuais do limite de selegdo das populagdes submetidas aos

métodos de selegdo, baseados em marcadores (MAS), individual (IND), BLUP,
genes candidatos (CGS) e individual e marcadores (IND+MAS) por geragdo, para
todos os genes com valores dos efeitos aditivos simulados aleatoriamente, 10
genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores -2 e 2 e demais
simulados aleatoriamente e 10 genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos
valores -5 e 5 e demais simulados aleatoriamente.

EFEITOS ADITIVOS ALEATORIOS
Geragoes MAS (%) IND (%) BLUP (%) CGS (%) MAS+IND (%)
1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 98,66 9939 9640 99,66 9955
3 95,79 98,72 96,90 98,67 9859
7 8831 9788 95,20 %665 9798
5 7985 9731 9357 94,39 9728
6 7140 96,78 90,14 90,72 96,51
7 6498 9589 87,30 34,01 95,17
) 59,70 9494 85,19 7429 9441
9 55,51 0417 8290 61,62 9362
10 50,33 9374 8145 54,53 9269
T 1546 2958 7943 2984 9148
12 4126 253 7760 4752 90,17
13 38,85 9163 7595 26,04 8963
4 3562 9094 7450 274 8838
15 227 9023 73,19 3899 87,12
16 2815 8951 7202 3678 86,19
17 2572 8891 7069 342 8462
18 2373 8835 69,20 3193 83,87
19 241 87,66 68,39 2967 83,14
20 20,70 8724 67,60 2732 5256

EFEITOS ADITIVOS FIXADOS EM 2 E 2
MAS (%) IND (%) BLUP (%) CGS (%) MAS+IND (%)
1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 99,12 9993 9658 99,62 9932
3 %78 9954 9704 99,70 9817
2 9329 99,02 0427 9891 97,00
5 8932 96,13 9117 9773 %525
B 85,10 9720 8833 93,78 9423
7 7824 %% 8664 8629 92,80
B 241 9498 8446 77,18 91,66
9 67,03 9393 8254 66,38 9038
10 6306 9324 81,15 5877 8692
11 5772 92,16 8007 54,69 8748
12 52,77 9142 7885 51,55 86,62
13 1887 91,08 7745 50,17 85,83
14 2629 9038 76,19 18,16 84,86
15 1348 89,74 7504 25,11 34,03
16 2073 8942 7448 1345 8321
17 38,11 89,12 7302 72 8222
18 3590 38,69 72,10 39,39 81,70
19 3391 8786 7136 3740 81,38
20 3247 8754 7053 3643 80,64
EFEITOS ADITIVOS FIXADOS EM 5E 5
MAS (%) IND (%) BLUP (%) CGS (%) MAS+ND (%)

1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 99,78 99,81 99,89 99,99 99,75
3 9686 9961 9942 99,71 99,07
1 98,05 99,14 98,60 9936 98,01
5 96,62 9851 9771 9831 96,31
B 9430 9783 96,18 5 %5.72
7 90,17 9738 %471 90,88 9468
B 8241 9661 ] 8143 94,00
9 75,73 A 90,34 56,99 93,05
10 6942 9463 89.23 G347 9198
11 6520 9389 8795 50,86 o117
12 60,65 9346 86,28 5825 054
13 58,20 291 85,26 56,75 8938
14 56,37 258 84,00 54,20 88,71
15 5341 204 82,77 53,14 8806
16 51,4 9167 81,78 5245 37,03
17 50,16 9132 8049 5125 86,57
18 1882 9084 7989 2989 8583
19 1744 9038 7937 1821 8554
20 15,14 89,81 78,18 4761 8498
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Figura 7 — Comparagdo das populagbes submetidas a selegdo por genes candidatos,
por geragdo, para todos os genes com valores dos efeitos aditivos
simulados aleatoriamente (CGS), 10 genes com valores dos efeitos aditivos
fixados nos valores —2 e 2 e demais simulados aleatoriamente (CGS - 2) e
10 genes com valores dos efeitos aditivos fixados nos valores -5 e 5 e
demais simulados aleatoriamente (CGS - 5).

Comparando os desempenhos do CGS, para os diferentes grupos de
efeitos aditivos dos genes (Figura 7), observa-se que os valores fenotipicos
estabilizaram, aproximadamente, na quinta geracdo de selegdo, independente
do efeito aditivo dos genes (seja com pequeno, médio ou grande efeito). Isto &,
um indicativo de que a sele¢cdo por genes candidatos s deve ser usada nas
primeiras geragdes. Entretanto, com o aumento dos efeitos aditivos, os valores
fenotipicos na estabilizagdo também aumentaram, devendo ser feitos maiores
estudos com relagdo ao tamanho da populagdo, o niumero de geragdes e o
numero de marcas, para se obter uma melhor conclusdo sobre o ponto de

estabilizacdo dos métodos de selecdo moleculares.



5. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de avaliar os métodos de selegdo tradicionais (IND e
baseada no BLUP), os métodos de selegdo moleculares (MAS e CGS) e uma
combinagdo dos dois (IND+MAS) foram utiizada a técnica de simulagao
génica, através do sistema computacional GENESYS 2000.

Para tal, foi simulado um genoma composto de 200 locos, distribuidos
em 15 pares de cromossomos. Seis populacdes base de 1000 animais cada
(500 machos e 500 fémeas) foram criadas, a partir do mesmo genoma, com
alteracdes nos valores dos efeitos aditivos (simulados aleatoriamente no
intervalo de —1,258 a 1,258, 10 genes fixados nos valores 2 e 2 e demais
simulados aleatoriamente e 10 genes fixados nos valores -5 e 5 e demais
simulados aleatoriamente) dos genes proximos aos marcadores, € na
transformagado dos marcadores em candidatos. Um efeito fixo foi utilizado, e os
efeitos de ambiente foram simulados conforme a distribuicdo normal. Para cada
populacdo base, foi construida uma populacdo inicial onde teve inicio o
processo de avaliagdo genética. As populagbes submetidas aos métodos de
selecdo possuiam 500 individuos (10 machos acasalando com 10 fémeas
cada, produzindo cinco descendentes). Este processo foi conduzido durante 20
geragdes consec utivas com 20 repeti¢cdes cada.

Os parémetros avaliados foram: ganho fenotipico, varidncia genética
aditiva, percentagem de alelos desfavoraveis e favoraveis fixados, e

percentagem de homozigotos.



O BLUP apresentou, para os trés grupos de efeitos aditivos dos genes, os
maiores ganhos fenotipicos, ao final das 20 geracbes simuladas. Para os
efeitos aditivos dos genes proximos aos marcadores simulados aleatoriamente
no intervalo de -1,258 a 1258 MAS e CGS possuiram os piores resultados,
devido ao pequeno efeito de cada gene (auséncia de genes com grande
efeito).

A medida que se fixaram os valores dos efeitos aditivos de dez genes nos
valores —2 e 2 e nos valores -5 e 5, a resposta dos métodos de selegéo
moleculares, melhoraram, sendo melhores que as respostas dos métodos
tradicionais e suas combinag¢des nas geragdes iniciais.

Notou-se também que, a presenca de genes com grande efeito tornaram-
se uma importante ferramenta de auxilio, quando associada & informacgdes do
préprio individuo (sele¢ao individual).

Para todos os métodos analisados, as varidncias genéticas aditivas
decresceram, entretanto, o decréscimo foi maior para os métodos de selegéo
moleculares. As variancias genéticas aditivas dos métodos moleculares de
selecdo, assemelham-se & do BLUP. Além disso, com a presenga de genes
com médio e grande efeito, a queda era mais acentuada. A medida que os
efeitos aditivos dos genes eram modificados (de aleatdrios para fixados nos
valores -2 e 2 e valores -5 e 5), IND+MAS, que se mostrava semelhante a
selegéo individual, passa a se mostrar semelhante aos métodos moleculares
de selecdo.

Os resultados, durante as 20 geragdes simuladas, da percentagem de
locos fixados com alelos desfavoraveis e favoraveis, mostram que os meétodos
de selecdo molecular apresentam-se de forma semelhante para os diferentes
grupos de efeitos aditivos do gene, exceto para os efeitos aditivos fixados nos
valores -5 e 5, e foram as mais eficientes na fixagdo dos locos com alelos
favoraveis. Entretanto, foram também aqueles que superaram os demais
métodos na fixagao de locos com alelos desfavoraveis.

Com base nestes resultados, concluiu-se que, os métodos de selecao

tradicionais sdo melhores que os métodos de selecdo moleculares, durante as
20 geragbes, na auséncia de “major genes’. Entretanto, a medida que se
aumenta o efeito dos genes, os métodos de selegdo moleculares, sdo as
melhores op¢des acurto prazo.
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