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Resumo

FERREIRA, Carlos Eduardo Ranquetat. Marcadores associados a caracteristicas
reprodutivas de touros. 2017. 81f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de
Pos-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

A fertilidade dos reprodutores € de suma importancia para a maximizagao das taxas
de prenhez e melhoramento genético. O exame andrologico € uma importante
ferramenta para a identificacdo de reprodutores sub férteis e para o monitoramento
da qualidade seminal. Porém, poucas -caracteristicas do exame estao
correlacionadas com a fertilidade in vivo. Assim, € fundamental a identificacdo de
métodos que possam auxiliar na selegcdo mais precisa dos futuros reprodutores. Os
objetivos do primeiro trabalho foram avaliar as acuracias e o viés das predicdes
gendmicas, utilizando diferentes métodos, para a caracteristica perimetro escrotal
ajustado a idade e ajustado a idade e peso em touros das racas Hereford e Braford.
Os valores estimados para a herdabilidade apresentaram magnitude moderada a
alta (0,39 a 0,48), demonstrando que é possivel a obtencdo de ganhos genéticos a
partir da selecdo. A predicdo de valores genéticos utilizando informagfes gendmicas
pelos métodos indice de selecdo e single-step possibilitou 0 aumento de acuracia
(em torno de 30%) para as caracteristicas estudadas. Os ganhos de acuracia
obtidos com os métodos, combinando as informacdes tradicionais com a gendémica
em relagdo ao método BLUP tradicional indicam que as predi¢cdes genémicas podem
ser usadas como ferramenta para melhorar os ganhos genéticos e reduzir o intervalo
de geracdes. J4 o segundo artigo teve como objetivos: determinar a expressao de
RNAmM das paraoxonases (PON) 1, 2 e 3 no parénquima testicular, vesiculas
seminais e epididimo de touros, avaliar a atividade de PON1 na circulagdo
sanguinea e no plasma seminal; e correlacionar esta atividade com caracteristicas
avaliadas durante o exame androldgico. A caracterizacdo da expressao dos genes
foi realizada por gRT-PCR e a determinacao da atividade de PONL1 foi realizada em
amostras de soro e plasma seminal provenientes de 110 touros. As PON 1, 2 e 3
foram expressas no parénquima testicular dos animais analisados. Observou-se
uma correlacdo positiva entre a atividade sérica e seminal de PON1 com diversos
indicadores de fertilidade.

Palavras-chave: exame androlégico; fertilidade; paraoxonase; perimetro escrotal;
selecdo gendmica



Abstract

FERREIRA, Carlos Eduardo Ranquetat. Markers associated with the reproductive
characteristics of bulls. 2017. 81f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa
de Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2017.

Male fertility is important to optimize pregnancy rates and genetic improvement.
Breeding soundness evaluations are key tools to identify sub fertile males and to
survey characteristics of sperm quality. However, few sperm quality traits are
correlated with fertility in vivo. Thus, it is essential to identify methods that can assist
in more precise selection of future bulls. The goals of the first study were to evaluate
the accuracy and the bias of the genomic predictions, using different methods, for the
characteristic scrotal perimeter adjusted to age and adjusted to age and weight in
Hereford and Braford bulls. The estimates for the heritability showed moderate to
high magnitude (0.39 to 0.48), demonstrating that it is possible to obtain genetic
gains from selection. The prediction of genetic values using genomic information by
methods of selection index and single-step made possible the increase of accuracy
(around 30%) for the characteristics studied. The gains in accuracy obtained with the
methods, combining the traditional with the genomic information compared to
traditional BLUP method indicate that the genomic predictions can be used as a tool
to improve the genetic gains and reduce the range of generations. The second article
had as its objectives: to determine the mRNA expression of paraoxonases (PON) 1,
2 and 3 in the testicular parenchyma, seminal vesicles, and epididymis of bulls, to
evaluate the activity of PON1 in the bloodstream and in seminal plasma; and to
correlate that activity with characteristics of breeding soundness. Characterization of
gene expression by gRT-PCR and the determination of PON1 activity were
performed in serum and seminal plasma from bulls 110. The PON 1, 2 and 3 were
expressed in testicular parenchyma of the animals examined. There was a positive
correlation between activity and serum PON1 seminal with different breeding
soundness estimators.

Keywords: breeding soundness evaluations; fertility; genomic selection;
paraoxonase; scrotal perimeter
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1 Introducéo

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial bovino do mundo composto por
aproximadamente 215 milhdes de cabecas (IBGE, 2015). Esses volumes
demonstram a importancia desta espécie para o agronegécio do pais.

Conforme a Associacéo Brasileira de Inseminacao Artificial (ASBIA), no ano
de 2014, o total de fémeas bovinas aptas a reproducdo era de 56 milhdes de
cabecas. No mesmo periodo, foram comercializadas 12 milhdes de doses de sémen
bovino (59% corte e 41% leite). Observa-se que a inseminacao artificial (1A) foi
empregada em 11,9% das matrizes. O restante do rebanho de vacas é acasalado
através do sistema de monta natural, por mais de trés milh6es de touros,
considerando uma relacao de um touro para 25 vacas (MENEGASSI et al., 2012).
Conforme as informacfes expostas, a gestdo da fertilidade dos reprodutores é de
suma importancia para a maximizacdo das taxas de prenhez (CHENOWETH e
BALL, 1980; PARKINSON, 2004) e melhoramento genético (FORTES et al., 2013).

O EA em touros € realizado por médicos veterinarios com o objetivo de
identificar individuos aptos a produzir bezerros em sistema de MN, (CBRA, 2013)
além de identificar animais sub férteis (PALMER, 2016). O androlégico tem por
objetivo a avaliacdo dos fatores que contribuem para a fungéo reprodutiva do touro,
consistindo basicamente no exame clinico geral; exame do sistema genital interno e
externo; medicdo da circunferéncia escrotal; avaliacdo dos aspectos fisicos e
morfolégicos do sémen e avaliacdo do comportamento sexual (MENEGASSI et al.,
2012; PARKINSON, 2004). Cabe ressaltar, que apesar do EA se apresentar como
Unica ferramenta disponivel para estimar a fertiidade, poucas de suas
caracteristicas estdo correlacionadas com a fertilidade in vivo. Denota-se a
necessidade pela busca de marcadores capazes de esclarecer os eventos
associados a fertilidade e que possam ser utilizados para auxiliar na selecao dos
reprodutores (THUNDATHIL et al., 2016).
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Durante a realizacdo do EA, uma importante variavel avaliada € o PE. A
caracteristica € medida com o auxilio de fita métrica na regido do maior diametro dos
testiculos sendo de facil execucdo e de alta repetibilidade (r > 0,90) (KASTELIC,
2014).

O PE apresenta correlacdes fenotipicas e genéticas com caracteristicas
qualiguantitativas de machos e fémeas como: maior percentual de espermatozoides
normais, motilidade e concentracdo espermatica (FOOTE, 2003; WALDNER et al,
2010), maior producdo de bezerros (VAN MELIS et al., 2010), antecipagcdo da
puberdade e machos e fémeas (PARKINSON, 2004; CORBET et al., 2013) e
caracteristicas de crescimento (KEALEY et al., 2006). Devido a facilidade de
avaliacédo, herdabilidade e correlagbes com caracteristicas econdémicas de interesse,
esta medida, € utilizada como critério de selecdo em programas de melhoramento
genético (BOLIGON et al., 2010).

Tradicionalmente, nos programas de melhoramento genético de bovinos, a
selecao de caracteristicas de importancia econémica, como o PE, depende da coleta
de fendtipos e de informacdes do pedigree para a predicdo dos valores genéticos
(EBV) (SAATCHI et al., 2011). Nos Uultimos anos, principalmente apés o
sequenciamento completo do genoma bovino, os programas de avaliacdo genética
passaram a contar com informag8es disponiveis no genoétipo dos animais (ELSIK et
al., 2009).

Com base nas informacfes fornecidas pelos marcadores moleculares, foi
proposta a SG que utiliza marcadores do tipo SNP. Estes marcadores estdo
densamente distribuidos por todo genoma com o objetivo de estimar os efeitos de
todos os loci e prever os valores genéticos genémicos para os fenétipos de interesse
(MEUWISSEN et al., 2001). Desta forma, a SG combina dados genotipicos,
fenotipicos, e de pedigree para predizer os EBV. Esta metodologia tem possibilitado
ganhos em acuracia, reducdo do intervalo de geracdes e dos custos com testes de
progénie (SCHAEFFER, 2006; VANRADEN et al. 2009; HAYES et al., 2013).

Aléem da importancia da avaliacdo andrologica e dos programas de
melhoramento animal, diversos estudos tém avaliado proteinas presentes no plasma
seminal e membrana dos espermatozoides, com o intuito de identificar possiveis
marcadores associados a fertilidade (BYRNE et al., 2012; REGO et al., 2014).



14

As PON sdo enzimas antioxidantes que degradam os peroxidos lipidicos
(BARRANCO et al., 2015a). A familia de genes PON é formada por trés diferentes
membros (PON1, PON2 e PON3) que apresentam propriedades antioxidantes
(PRECOURT et al., 2011). A PON1 ¢ uma lipoproteina de fase aguda negativa
produzida especialmente pelo figado e liberada na corrente sanguinea (BIONAZ et
al., 2007). ApGs a sintese, algumas moléculas desta proteina ficam nos hepatécitos
e outras sao liberadas na circulacdo, onde por associacdo com apolipoproteina (A1)
se ligam a lipoproteina de alta densidade (HDL) (MACKNESS et al., 1998). Desta
forma, atua prevenindo modificacdes oxidativas em lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) (VERIT et al., 2009).

Recentemente, a PON foi alvo de estudos associados a fertilidade masculina,
sendo detectada nos espermatozoides e no plasma seminal de humanos e suinos
(VERIT et al., 2009; MARSILLACH et al., 2011; LAZAROS et al., 2011; BARRANCO
et al., 2015a). A PON1 demonstrou efeito protetivo contra o estresse oxidativo,
sendo associada com a fertilidade in vivo de amostras de sémen (BARRANCO et al.,
2015b).

Até o presente momento, ndo foram relatados estudos avaliando a expressao
das PON, bem como correlacdes com caracteristicas de fertilidade em bovinos.

Com base nas informacgdes expostas e considerando o impacto da gestao dos
reprodutores na cadeia de bovinocultura, se elaborou o presente trabalho, que tem
por objetivos:

- Avaliar a acuracia e o viés das predicdes genbmicas para a caracteristica
PE em touros das racas Hereford e Braford;

- Determinar a expressao de RNAm de PON1, 2 e 3 no parénquima testicular,
nas vesiculas seminais e no epididimo de touros, avaliar a atividade de PON1 na
circulacdo sanguinea e no plasma seminal e sua correlagdo com indicadores de

fertilidade avaliados durante o exame androldgico.



2 Revisao da Literatura

2.1 Exame androlégico em touros

O androldgico tem por objetivo a avaliacdo dos fatores que contribuem para a
funcéo reprodutiva do touro, consistindo basicamente no exame clinico geral; exame
do sistema genital interno e externo; medi¢cdo da circunferéncia escrotal; avaliacao
dos aspectos fisicos e morfolégicos do sémen e avaliagdo do comportamento sexual
(KASTELIC e THUNDATHIL, 2008; MENEGASSI et al., 2012; PARKINSON, 2004).
A fertilidade dos animais € composta por diversas etapas, exigindo que machos e
fémeas sejam capazes de realizar todas as fases criticas a cada ciclo reprodutivo.
Portanto, os reprodutores devem produzir e ejacular certa concentracdo de
espermatozoides normais e férteis (FOOTE, 2003). Cabe ressaltar que a fertilidade
inerente a cada individuo contribui para as taxas de reproducdo do rebanho
(CORBET et al., 2013). Desta forma, a avaliacdo androldgica dos reprodutores nos
periodos que antecedem a estacdo de monta e comercializacdo é indispensavel
para a selecdo dos animais (HANCOCK et al., 2016).

O EA é realizado por médicos veterinarios com o objetivo de identificar
individuos aptos a produzir bezerros em sistema de monta natural e doadores de
sémen em centrais (CBRA, 2013; KASTELIC e THUNDATHIL, 2008) e identificar
individuos sub férteis (PALMER 2016). A conduta adequada durante cada etapa do
exame permite que médicos veterinarios, compradores de touros, proprietarios e
gestores possam tomar as decisdes mais adequadas sobre cada individuo avaliado
(FORDYCE et al., 2006).

Atualmente, o EA se apresenta como a Unica ferramenta capaz de estimar a
fertilidade dos reprodutores mantidos a campo. O EA é constituido por diferentes
etapas, incluindo o exame fisico, clinico, avaliacdes da circunferéncia escrotal, da
qualidade seminal, da libido e de capacidade de acasalamento (WALDNER et al.,
2010). O EA segue uma sequéncia légica, sendo que os parametros desejaveis em
cada etapa sao definidos por colegiados formados por médicos veterinarios e
especialistas em reproducdo animal (KASTELIC e THUNDATHIL, 2008). Nos
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Estados Unidos estes parametros sdo definidos pela American Society for
Theriogenology (www.therio.org) e no Brasil pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo
Animal (CBRA, 2013).

Considerando a complexidade dos eventos que envolvem a fertilizacao,
nenhum critério ou medicéo isolado é capaz de predizer com acuracia a fertilidade
dos individuos, sendo necessario avaliar varias caracteristicas em conjunto
(KASTELIC e THUNDATHIL, 2008; OLIVEIRA et al., 2012). Entre as caracteristicas
avaliadas durante o EA, as que apresentam maior correlacdo com a fertilidade in
vivo sdo o PE e os parametros de motilidade e morfologia espermatica
(PARKINSON, 2004; FORDYCE et al., 2014).

2.2 Componentes do EA e sua correlacdo com fertilidade in vivo

2.2.1 Avaliacdo do perimetro escrotal (PE)

O PE é medido com o auxilio de uma fita métrica na altura do maior diametro
dos testiculos. E uma técnica ndo invasiva, rapida, de facil execucdo e alta
repetibilidade (r > 0,90), com herdabilidade de moderada a alta (KASTELIC, 2014).

O PE é um componente crucial do EA (MCGOWAN et al., 2002) pois animais
com maior PE apresentam correlacdes fenotipicas e genéticas com caracteristicas
reprodutivas em machos e fémeas: maior concentracdo esperméatica, motilidade e
percentual de espermatozoides normais (FOOTE, 2003); maior producdo de
bezerros em rebanhos Bos indicus (VAN MELIS et al., 2010); e puberdade mais
precoce em machos e fémeas (PARKINSON, 2004; CORBET et al.,, 2013). Esta
medida é utilizada como critério de selecdo em programas de melhoramento
genético, buscando individuos com maior PE (BOLIGON et al., 2010).

Coe e Gibson (1993) avaliaram 264 touros de 13 racas, para verificar se o PE
ajustado aos 200 dias de idade poderia predizer o PE aos 365 dias de idade. Os
autores observaram que bezerros com PE > 23 cm (aos 200 dias) tinham uma
probabilidade de 95% de apresentar PE > 34 cm aos 365 dias de idade. Ao passo
gue animais com PE < 23 cm (aos 200 dias) tinham apenas 54% de probabilidade
de alcancar PE > 34 cm aos 365 dias. O estudo destaca que a avaliagao aos 200
dias pode auxiliar na selecdo dos reprodutores com PE desejavel aos 365 dias de
idade.
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O PE é considerado bom indicador da producéo diaria de espermatozoides,
especialmente em touros jovens, nos quais a producao diaria é bastante constante
entre 9 a 12 x 10° espermatozoides por grama de testiculo (FORDYCE et al., 2014).
O tamanho dos testiculos esta altamente associado com a producdo diaria de
espermatozoides e com a puberdade dos machos, sendo recomendado que touros
em atividade reprodutiva apresentem PE de no minimo 30 cm (PARKINSON, 2004).

O PE apresenta relagcdo com a morfologia espermatica (WALDNER et al.,
2010). Neste estudo, os autores observaram que a percentagem de
espermatozoides morfologicamente normais foi menor em touros com PE < 34 cm
quando comparados com touros que apresentavam >34 cm. Os touros com PE < 34
cm foram considerados pré-puberes, pois ndo produziram espermatozoides
maduros.

Corbet et al. (2013) avaliaram caracteristicas de producéo e reproducao de
touros jovens totalizando 1639 animais da raca Brahman e 2424 animais composto
tropical. Aos 18 meses de idade, para a ragca Brahman foram estimadas
herdabilidades de 0,75, 0,24, 0,15 e 0,25 para PE, turbilhonamento, motilidade
progressiva e total de espermatozoides normais, respectivamente, enquanto que
para animais composto tropical foram obtidas herdabilidades de 0,43, 0,13, 0,15 e

0,20, para as mesmas caracteristicas.

2.2.2 Motilidade espermatica

A motilidade espermética (Mot) € uma medida indireta da qualidade seminal,
importante para a avaliacdo da qualidade do sémen em diferentes espécies animais
(CHENOWETH e BALL, 1980). A estimativa visual do percentual de
espermatozoides moveis em uma amostra de sémen é provavelmente o ensaio mais
realizado em nivel de campo (NOTHLING e Santos, 2012). O exame é realizado
através da observacgdo subjetiva do movimento espermatico, em uma gota de sémen
entre lamina e laminula aquecidas a 37°C, por microscopia 6ptica, com aumento de
200 ou 400x (KASTELIC e THUNDATHIL 2008; CBRA, 2013).

A partir de diversos estudos, existe consenso de que touros utilizados em
regime de monta natural devem apresentar Mot progressiva de no minimo 30%
(PARKINSON, 2004). Esta variavel apresenta correla¢des positivas com a fertilidade
in vivo de touros (GILLAN et al., 2008) e com a taxa de concep¢do em vacas
(OLIVEIRA et al., 2013).
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Gillan et al. (2008) avaliaram a performance in vitro do sémen congelado de
touros e sua correlacdo com a fertilidade in vivo. O conjunto de correlaces de varias
avaliacbes espermaticas in vitro (Mot, concentragdo, morfologia normal, integridade
do acrossoma e da cromatina e migragdo no muco cervical) explicou dois tercos da
variacdo da fertilidade in vivo nos individuos avaliados Andlise de regresséo
stepwise identificou testes que, quando combinados, produziram modelos com uma
forte correlacdo (R2 > 0,9) com a fertilidade in vivo (GILLAN et al., 2008).

Oliveira et al. (2013) utilizaram um modelo de regressdo para estimar as
associacdes de caracteristicas seminais in vitro com a taxa de concepc¢ao. Foram
avaliadas 191 vacas Nelore, submetidas a IA em tempo fixo com doses de sémen
provenientes de trés touros. Os preditores mais importantes da taxa de concepgao
foram a Mot total e progressiva, avaliadas pelo sistema Computer-assisted sperm
analysis (CASA), aléem da funcdo da membrana plasmatica, avaliada pelo teste

hiposmotico, e da integridade da membrana e do acrossoma.

2.2.3 Morfologia espermatica

A avaliacdo da morfologia espermatica é realizada a partir do preparo de uma
camara Uumida utilizando uma aliquota de 10 ul de sémen fixado (corado ou n&o)
colocada entre lamina e laminula. Sao avaliados 200 espermatozoides ao
microscépio de contraste de fase ou oOptico (1000 x), determinando a propor¢éao de
células normais e com defeito (BARTH e OKO, 1989). Outra forma de avaliacao da
morfologia espermatica, consta da utilizacdo de esfregacos em lamina associados
(eosina-nigrosina), posteriormente avaliadas em microscopio 6ptico em aumento de
1000x (CBRA 2013).

A avaliacdo da morfologia espermatica € de grande importancia fornecendo
uma indicacdo da normalidade da funcdo testicular e do epididimo. Fatores
hereditarios ou ambientais durante a espermatogénese e a maturacdo dos
espermatozoides se refletem na producdo de espermatozoides morfologicamente
anormais (ATTIA et al., 2016).

A morfologia espermética pode ser classificada quanto a regido do
espermatozoide onde ocorrem as alteracdes (cabeca, peca intermediaria, cauda)
(BARTH e OKO 1989). O total de espermatozoides normais apresenta correlagao
positiva com a producédo de bezerros (HOLROYD et al., 2002; FITZPATRICK et al.,
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2002), sendo que a sua reducdo esta associada a reducdo da fertilidade (AL-
MAKHZOOMI et al., 2008).

Utilizando um modelo de regresséo em 138 touros das ragas Santa Gertrudis
e Brahman, o total de espermatozoides normais apresentou uma correlagéo positiva
com o total de bezerros nascidos (HOLROYD et al. 2002).

Em estudo realizado por Fitzpatrick et al. (2002) foram avaliadas as
correlacdes entre as analises seminais e fertilidade. Foram utilizados 363 touros
distribuidos em 12 propriedades e acasalados em uma propor¢ao entre 2,5 a 6,0%,
sendo a paternidade dos bezerros avaliada através de microssatélites. O percentual
de células espermaticas normais foi correlacionado ao total de bezerros/touro. Os
touros com < 50% de espermatozoides normais apresentaram as menores taxas de
paternidade, enquanto touros com as maiores taxas de paternidade apresentavam >
70% de espermatozoides normais.

Al-Makhzoomi et al. (2008) realizaram um estudo retrospectivo para
determinar se a morfologia espermatica de touros utilizados em teste de progénie
era correlacionada a fertilidade apds a IA. Os resultados do estudo indicam que
defeitos de cabeca (espermatozoides delgados na base ou piriformes), quando
superiores a 10%, estao correlacionados a menor fertilidade.

Nagy et al. (2013), avaliando 46 touros utilizados em 256.000 IA durante oito
anos, observaram que a percentagem de espermatozoides normais apresentou uma
correlacdo significativa com a fertilidade in vivo avaliada a partir de taxas de nao
retorno ao estro e taxa de prenhez. Estudo recente (ATTIA et al., 2016), demonstrou
efeito da morfologia espermética normal sobre a taxa de pari¢do, indicando que
guanto maior a proporcdo de espermatozoides normais, maiores eram as taxas de
paricdo. Um aumento de 10% na propor¢cdo de espermatozoides normais resultou
em um aumento de 0,73 unidades na taxa de prenhez.

Ainda que o EA seja considerado o Unico método capaz de estimar a
fertilidade dos touros, sua utilizagdo permite identificar apenas animais com baixa
fertilidade, sendo estimado que 20 a 40% dos reprodutores utilizados apresentam
fertilidade reduzida ou séo inférteis (KASTELIC; THUNDATHIL 2008). Desta forma, é
necesséria a identificacdo de métodos complementares que possam auxiliar na

selecéo mais precisa dos futuros touros (FORTES et al., 2012).
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2.3 Melhoramento genético e selecdo genémica de bovinos

O melhoramento genético tem como um dos objetivos a selecdo de
reprodutores com melhores meéritos genéticos, que serdo utilizados como pais da
proxima geracao. Tradicionalmente, a selecdo de caracteristicas de importancia
econbmica depende da acumulacdo e andlise fenotipica e de informac6es do
pedigree para predizer os EBV (SAATCHI et al., 2011).

Programas de melhoramento genéticos convencionais tendem a prorrogar as
avaliacbes das medidas fenotipicas dos candidatos a selecdo para incluir
caracteristicas de interesse, ou entdo, atrasar as decisdes de selecdo além da
puberdade quando o desempenho fenotipico pode ser observado na progénie ou em
outros parentes (GARRICK, 2011). Estender o intervalo de geragdes para aumentar
a acuracia de selecao reduz as taxas de ganho anuais, quando comparado, a
disponibilidade de animais jovens com EBV associados a maiores acuracias que
possibilitaria seu uso como pais da proxima geracdo no momento imediato de
atingirem a idade de reproducdo (GARRICK, 2011).

Programas de melhoramento de bovinos de corte tém dificuldades para
alcancar a melhoria equilibrada de todas as caracteristicas de interesse. A causa
deste problema é que o modelo misto utilizado para as predicbes de mérito genético
utilizam a matriz de parentesco e, quando aplicada para animais jovens com dados
histéricos suficientes € capaz de prever os efeitos dos pais. Entretanto € incapaz de
prever os efeitos de amostragem mendeliana quando observacdes fenotipicas sobre
o individuo ou seus descendentes ndo estdo disponiveis (VANRADEN; WIGGANS
1991).

Nos ultimos anos, os programas de melhoramento genético bovino passaram
a utilizar informacgdes contidas no gendtipo dos animais, principalmente apdés o
sequenciamento completo do genoma bovino (ELSIK et al, 2009). O
sequenciamento possibilitou o desenvolvimento de chips de DNA contendo milhares
marcadores moleculares do tipo SNP que permitem a genotipagem dos animais em
larga escala (MATUKUMALLI et al., 2009).

Com base nas informacgbes fornecidas pelos marcadores moleculares, foi
proposta a SG que utiliza painéis de marcadores SNP densamente distribuidos por
todo genoma para estimar os efeitos de todos os loci e prever os valores genéticos

gendmicos dos animais (MEUWISSEN et al. 2001). Desta forma, a SG combina
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dados genotipicos, fenotipicos, e de pedigree para estimar os valores genéticos
(VANRADEN et al. 2009). Os marcadores de DNA distribuidos em todo o genoma se
encontram em desequilibrio de ligacdo com as mutagcbes causais podendo ser
utilizados para capturar o efeito de todos estes loci (MEUWISSEN et al., 2001). A SG
visa reduzir erros de predicdo de EBV dos candidatos em idade de reproducéo,
explorando as informacg@es sobre a transmissdo de fragmentos do cromossomo de
pais dos candidatos a selecdo em conjunto com o conhecimento sobre o valor de
cada fragmento de cromossomo (GARRICK, 2011).

A SG pode ser explicada como um processo contendo duas etapas: a
primeira etapa consiste na estimativa dos efeitos dos marcadores em uma
populacdo de animais (populagdo de treinamento) que possuem informacéo de
genotipagem e fendtipos coletados. Na segunda etapa sé@o estimados os efeitos dos
marcadores que serdo utilizados na predicdio genbmica de outros animais
(populacéo de predicdo) que pertencam a mesma populacao, tal que o desequilibrio
de ligacdo entre marcadores e QTL persista da populacdo de treinamento para a
populacao de predicao.

A soma dos efeitos estimados de todos os marcadores vai compor o DGV
(MONTALDO et al., 2014). A acuracia da predicdo do DGV esté relacionada: a) ao
nivel de desequilibrio de ligacdo entre os marcadores e os QTL; b) ao numero de
animais na populagdo de treinamento que serdo utlizados para estimagdo dos
efeitos dos marcadores; c) a herdabilidade da caracteristica e d) a distribuicdo dos
efeitos dos QTL (HAYES et al., 2009).

Seja qual for a espécie doméstica, o ganho genético anual depende de quatro
parametros: variabilidade genética da caracteristica, intensidade de selecéo,
acuracia das predicdes dos EBV e intervalo de geracdo. Os trés ultimos podem ser
modificados através da SG (BOICHARD et al., 2016). Com a abordagem da SG
ampla, os ganhos genéticos sdo obtidos devido a maior acuracia de selecdo e a
reducao do intervalo de geracdes (GODDARD & HAYES, 2007). Na SG, a partir da
utiizacdo de marcadores moleculares sdo gerados o0s valores genéticos
aprimorados pela gendmica (GEBV) sendo reportados aumentos de acuracia entre
20 a 50% em relagdo aos métodos tradicionais (VANRADEN et al. 2009). Além do
ganho em acuracia, a SG pode contribuir com a reducéo do intervalo de geracao,
pois decisbes de selecdo podem ser feitas antes que os candidatos a selecéo
tenham seu fendtipo avaliado (HAYES et al.,, 2013). O uso dos SNP possibilita
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predicbes genéticas mais acuradas e mais cedo na vida dos animais permitindo
economia substancial na conducdo de testes de progénie (SCHAEFFER, 2006;
HAYES et al., 2009).

Desta forma, métodos que combinam informac¢des tradicionais com a
gendmica indicam que as predi¢cdes genbmicas podem ser usadas como ferramenta

para melhorar o ganho genético e reduzir o intervalo de geracgdes.

2.4 Proteinas e marcadores de fertilidade

Os mecanismos moleculares que determinam o potencial fertilizante de uma
amostra de sémen ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Assim, 0
entendimento sobre estes eventos se torna essencial para a obtengao da eficiéncia
reprodutiva (THUNDATHIL et al., 2016). Desta forma, estudos sobre proteinas que
compdem o plasma seminal tém contribuido para a compreensdo dos eventos
associados com a fertilidade dos individuos (PEDDINTI et al., 2008).

O plasma seminal € uma mistura complexa de secrecdes produzidas nos
testiculos, epididimos e glandulas acessorias, que fornece suporte aos
espermatozoides durante os processos de ejaculacdo, migracado no trato reprodutivo
feminino e fertilizacdo (REGO et al., 2014). As proteinas do plasma seminal
modulam fungdes e processos vitais para a atividade reprodutiva, como motilidade e
capacitacao espermatica, protecao celular, reacdo acrossomica e fertilizacao.

As relacdes entre indices de fertilidade e proteinas seminais em determinadas
espécies indicam que estas proteinas tém o potencial de serem identificadas como
marcadores da capacidade reprodutiva do macho (MOURA et al., 2011).

2.5 Paraoxonases

A familia de genes PON é composta por trés membros (PON1, PON2 e
PON3). O membro mais estudado € a PON1, uma lipoproteina de alta densidade
com atividade esterase/lactonase, com capacidade de hidrolisar compostos
organofosforados, porém as trés proteinas podem evitar 0 estresse oxidativo e
combater processos inflamatérios (PRECOURT et al., 2011).



23

PONL1 é uma esterase de calcio-dependente que foi descrita pela primeira vez
por sua capacidade de hidrolisar organofosforados e pesticidas, incluindo o
paraoxon (que inspirou o nome das trés enzimas). A PON1 é uma glicoproteina de
43-45 kDa, expressa em uma variedade de tecidos (MARSILLACH et al., 2008). A
PON2 e 3 sdo semelhantes a PON1 em termos de expressao, funcéo e localizagcéo
(NG et al., 2001; MARSILLACH et al., 2008).

A expressdo de proteinas da PON1, 2 e 3 foi observada em diversos tecidos
de ratos como: epitélios da pele, lingua, estdmago, intestino, traqueia, bronquiolos,
retina, glandulas sebaceas, hepatoécitos, pancreas, enceéfalo, medula espinhal,
musculo esquelético e cardiaco, adipdcitos, fluido folicular, tdbulos seminiferos,
espermatozoides e tubulo renal (MARSILLACH et al., 2008). Neste mesmo trabalho,
0s autores observaram maior imunomarcacdo da PON1 e 3 em relagdo a 2, sendo
esta ausente em alguns dos tecidos avaliados. Ja a PON2 foi detectada em diversos
tecidos humanos, com maior expressdo no figado, pulméo, placenta, testiculos e
coragao (NG et al., 2001).

De modo geral, a PON1l tem sido relacionada com a hidrolise de
organofosforados e a reducdo dos valores séricos associada com a patogénese de
uma série de distdrbios incluindo arteriosclerose, desordens cardiovasculares,
diferentes tipos de cancer, sindromes metabdlicas e neurologicas (GOSWAMI et al.,
2009; PRECOURT et al., 2011). Nos udltimos anos, além das associagdes com a
patogénese de diversas doencas, a PON1 vem sendo alvo de diversos estudos
associados a fertilidade masculina, sendo detectada nos espermatozoides e plasma
seminal de humanos e suinos (VERIT et al., 2009; MARSILLACH et al., 2011;
LAZAROS et al., 2011; BARRANCO et al., 2015a).

A PON1 parece desempenhar funcbes no sistema reprodutivo masculino,
uma vez que, foi localizada por imonohistoquimica nas espermatogonias,
espermatoécitos, espermatides, células de Sertoli e Leydig de ratos e humanos
(MARSILLACH et al. 2008; MARSILLACH et al. 2011). Além disso, foi verificada
baixa atividade de PON1 no plasma seminal de homens subférteis ou inférteis
(VERIT et al., 2009; LAZAROS et al., 2011; TAVILANI et al., 2014).

Em estudo conduzido por Verit et al., (2009) foi avaliada a atividade de PON1
e as correlagcbes da PON1 com parametros seminais de homens normais e
subférteis. Os autores observaram que o nivel antioxidante total e o nivel de

estresse oxidativo foram significativamente mais elevados e que a atividade de
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PON1 e o status antioxidante seminal foram significativamente menores em homens
subférteis. Além disso, a atividade de PON1 apresentou forte correlacdo com a
concentracdo, motilidade e morfologia espermética. Assim, o estudo sugere que a
PONL1 pode desempenhar uma importante fonte de estudos quanto a patogénese da
subfertilidade.

Na espécie suina, Barranco et al., (2015a) caracterizaram a presenca de
PON1 e PON2 no sémen e células espermaticas de suinos e sua correlacdo com
parametros seminais. A atividade de PON1 no plasma seminal foi negativamente
correlacionada com o volume ejaculado e positivamente correlacionado com a
concentracdo espermatica. Além disto, os autores detectaram, pela primeira vez na
espécie suina, a presenca de PON2 na cabeca e cauda de espermatozoides com
membrana intacta.

Barranco et al., (2015b) avaliaram a variabilidade na atividade de PON-1 no
plasma seminal de diferentes reprodutores suinos e nas diferentes fracbes do
ejaculado. A atividade plasmatica de PON1 foi correlacionada com parametros
esperméticos de qualidade e funcionalidade e com a fertilidade in vivo dos
ejaculados. Os autores observaram variacbes na atividade plasmatica de PON1
entre os reprodutores e maior atividade na porcdo rica em espermatozoides. A
atividade foi positivamente correlacionada com a motilidade espermatica e
negativamente associada com a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Além disso, as maiores taxas de atividade de PON1 foram observadas em
reprodutores que geraram as maiores taxas de paricao.

Na espécie bovina, Dedeoglu et al (2014) realizaram o isolamento da PON1
do sémen de touros e avaliaram sua atividade frente a diferentes metais pesados.
Os autores concluiram que diversos metais pesados inibem a atividade da PON1
sendo capazes de aumentar o risco do desenvolvimento de estresse oxidativo e
reduzir a qualidade seminal. Entretanto, nesta espécie, sdo escassos 0s estudos
confirmando a presenca das paraoxonases nos tecidos reprodutivos assim como a
atividade da PONL1 e sua associagao com caracteristicas reprodutivas em touros.

Embora a PON1 ja tenha sido detectada em amostras de células
espermaticas e no plasma seminal de algumas espécies, ainda sao escassos 0S
estudos sobre a expressao e atividade das PON nas diferentes por¢gbes do trato

reprodutivo de bovinos.
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ACURACIA DE PREDIGAO GENOMICA PARA PERIMETRO ESCROTAL EM BOVINOS
HEREFORD E BRAFORD

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as acuracias e o viés das predicdes gendmicas,
utilizando diferentes métodos, para a caracteristica perimetro escrotal em bovinos das racas
Hereford e Braford. Foram utilizados dados fenotipicos de 18.172 animais pertencentes ao
programa de melhoramento Conexado Delta G, e um conjunto de 3.545 animais genotipados
com o chip de 50K e 131 touros pais com o de 777K. Os fendtipos foram ajustados por
modelo animal para estimac¢do dos componentes de (co) variancias, parametros genéticos e
predizer os valores genéticos. Posteriormente, estes valores foram usados para calcular os
valores genéticos desregredidos (DEBV). Os animais genotipados foram divididos em quatro
grupos por duas estratégias de validacao cruzada, K-médias e aleatoriamente. A acurdcia foi
calculada como a correlagdo genética entre o fendtipo ajustado e as predicdes genOmicas
em uma analise bi-caracteristica. De forma geral, as acuracias dos valores genomicos diretos
(DGV) variaram de 0,23 a 0,78, porém os métodos genémicos foram inferiores ao BLUP
tradicional. Em relacdo aos métodos de aprimoramento genOGmico, que combinam as
informacdes de fendtipos e pedigree com o DGV podemos verificar que quase todos os
métodos possibilitaram ganhos em acuracia. Os maiores ganhos foram observados nos
métodos indice de selecdo (IS_GBLUP e IS _BayesB) e no método single step (ssGBLUP). O
método com o melhor ganho em relagdao ao BLUP, foi o IS_GBLUP, para a caracteristica PEi
com o agrupamento k-médias, de 68,75%. Os valores de acuracia para os métodos de
estimagao dos efeitos de marcadores foram menores quando utilizado o agrupamento k-
médias, indicando que as predi¢cdes gendmicas diminuem a medida que o parentesco entre
0s animais no conjunto de treinamento é mais distante. Os ganhos obtidos com os métodos
combinando as informacgdes tradicionais com a gendmica em relagdo ao método BLUP
tradicional indicam que as predicdes gendmicas podem ser usadas como ferramenta para
aumentar a acuracia e, como consequéncia, melhorar os ganhos genéticos e diminuir o

intervalo de geracdo em relacdo ao método tradicional.

Palavras chave: bovinos de corte; reproducdo; selecdo gendmica; touro.
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INTRODUCAO

A avaliacdo do perimetro escrotal (PE) é uma etapa fundamental do exame androldgico
(MCGOWAN et al., 2002). Devido a facilidade de medicdo, herdabilidade moderada e
apresentar correlagdes favoraveis com varias caracteristicas de interesse econémico, o PE é
utilizado como critério de sele¢do em programas de melhoramento genético (BOLIGON et
al., 2010).

O PE é facilmente aferido com o auxilio de uma fita métrica, na regido do maior didametro
dos testiculos, apresentando alta repetibilidade (r > 0,90) (KASTELIC, 2014). A herdabilidade
do PE varia de 0,36 a 0,71, em touros da raca Hereford (KNIGHTS et al., 1984; EVANS et al.,
1999; KEALEY et al., 2006). Varias caracteristicas reprodutivas qualiquantitativas de machos
e fémeas apresentam correlacdes fenotipicas e genéticas favoraveis com o PE, como o
percentual de espermatozoides normais, motilidade e concentracdo espermatica (FOOTE
2003; WALDNER et al, 2010), producdo de bezerros (VAN MELIS et al., 2010), antecipacado da
puberdade em machos e fémeas (PARKINSON 2004; CORBET et al., 2013) e caracteristicas de
crescimento (KEALEY et al.,, 2006). Tradicionalmente, a selecdo de caracteristicas de
importancia econ6mica, como o PE, depende da acumulacdo e da andlise fenotipica e de
informacdes do pedigree para predizer os valores genéticos (EBV) (SAATCHI et al., 2011). Nos
ultimos anos, os programas de avaliacdo genética de bovinos passaram a utilizar
informacgdes contidas no gendtipo dos animais, principalmente apds o sequenciamento
completo do genoma bovino (ELSIK et al., 2009). O sequenciamento possibilitou o
desenvolvimento de chips de DNA contendo milhares de marcadores moleculares do tipo
Polimorfismo de um Unico Nucleotideo (SNP) que permitem a genotipagem dos animais em
larga escala (MATUKUMALLI et al.,, 2009). Com base nas informagdes fornecidas pelos
marcadores moleculares, foi proposta a Selecdo Gendmica (SG) utilizando marcadores SNP
densamente distribuidos por todo o genoma, para estimar os efeitos de todos os loci e para
prever os valores genéticos genOmicos para fendtipos de interesse (MEUWISSEN et al.
2001). Desta forma, a SG combina dados genotipicos, fenotipicos e de pedigree para predizer
os valores genéticos (VANRADEN et al. 2009).

Quando utilizados mapas densos, alguns SNP podem estar proximos a Quantitative Trait Loci
(QTL) de interesse e em desequilibrio de ligacdo com este. Assim, a variancia genética pode
ser explicada por estes marcadores (GODDARD & HAYES 2007). Na SG, a partir da utilizacdo

de marcadores moleculares sdo gerados os valores genéticos aprimorados pela gendmica
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(GEBV), sendo reportados aumentos de acurdcia entre 20 a 50% em relacdo aos métodos
tradicionais (VANRADEN et al. 2009).

Além do ganho em acurdcia, a SG pode contribuir com a reducdo do intervalo de geracao,
pois decisOes de selecdo podem ser feitas antes que os candidatos a selecdo tenham seu
fendtipo avaliado (HAYES et al., 2013). O uso dos SNP possibilita predicdes genéticas mais
acuradas e mais precoces na vida dos animais, permitindo uma economia substancial na
conducdo de testes de progénie (SCHAEFFEr, 2006; HAYES et al., 2009). O objetivo deste
trabalho foi avaliar a acuracia e o viés das predicdes gendmicas através de diferentes
métodos para o PE ajustado para a idade e ajustado para a idade e peso em bovinos das

racas Hereford e Braford.

MATERIAIS E METODOS

ARQUIVO DE DADOS FENOTIPICOS, PEDIGREE E GENOTIPICOS

Foram utilizados registros fenotipicos de 18.172 animais das racas Hereford e Braford,
nascidos entre os anos de 1991 a 2012. Estes reprodutores fazem parte do programa de
melhoramento Conexdo Delta G, estando alojados em fazendas localizadas no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. O PE foi medido com fita métrica, na regido da maior circunferéncia
escrotal, no sobreano (aproximadamente aos 550 dias de idade), sendo ajustado para a
idade do animal na mensuracao (PEi) e para a idade e peso do animal na mensuracdo (PEip).
Para a avaliacdo genotipica, 3.545 animais foram genotipados utilizando o Illlumina
BovineSNP50 Bead Chip (50K; lllumina, San Diego, CA) e 131 touros pais foram genotipados
com o /llumina High-Density Bovine Bead Chip Array (HD; Illumina). O controle de qualidade
foi realizado com auxilio do software R/SNPStats package (Clayton, 2014). Foram removidas
amostras com taxa de genotipagem (Call Rate — CR) < 0,90, heterozigocidade com trés
desvios acima ou abaixo da média observada, com erros de identificacdo de sexo ou com
registros duplicados. Para os SNPs mapeados em autossomos, os critérios adotados para
inclusdo foram: equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 107); CR > 0,98; alelo menos frequente
(MAF) > 0,03; correlagdo entre SNPs > 0,98; e SNPs na mesma posi¢ao.

Os dados do chip de alta densidade (HD) foram filtrados para selecionar somente SNPs que
também estavam presentes no painel de 50K. Apds a edigdao, um total de 41.045 marcadores

SNPs e 3.552 amostras foram utilizadas nas analises. Dados perdidos em gendtipos (0,86%
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de todos os gendtipos) foram imputados usando o software FImpute (Sargolzaei et al.,
2011).
ANALISES E MODELO ESTATISTICO
Os componentes de (co)varidncias e parametros genéticos foram estimados usando
inferéncia bayesiana, através de amostragem de Gibbs, utilizando métodos de Monte Carlo
via Cadeias de Markov (MCMC), através do programa Gibbs1f90 (Misztal et al., 2002). Foram
considerados 800.000 ciclos, com descarte inicial de 200.000 ciclos e intervalo de
amostragem de 20. Os componentes de (co)variancias estimados foram utilizados na
predicdo dos valores genéticos com o uso do software BLUPF90 (Misztal et al., 2002)
conforme o modelo estatistico abaixo:

y=Xb+Zu+e [1]
em que: y é o vetor de observacdes que representa a caracteristica de interesse (variavel
dependente); b sdo os efeitos fixos; u é o efeito aleatdrio aditivo do animal (genético); e sdo
efeitos ndo genéticos ou residuos do modelo (ambiente); X e Z sdo matrizes de incidéncia
para os efeitos fixos (b) e aleatdrios (u).
Foram considerados efeitos fixos de grupos contemporaneos (GC), formados por mesmo
ano, fazenda, estacao de nascimento, grupo de manejo, data de avaliacdao do PE e um total
de 15 classes de idade das maes, em que a classe 1 correspondia a vacas com 2 anos de
idade e a classe 15 correspondia a vacas com mais de 16 anos de idade. Além disso, foram
incluidas, como covariaveis, os efeitos linear e quadratico da idade do animal na mensuracao
e os efeitos lineares aditivos e maternos da proporcdo de Nelore na composicao racial e da
heterozigose individual. Foram eliminados GC com menos de cinco animais e com medidas
de 3,5 desvios-padrdo acima ou abaixo da média de seu respectivo GC. Na Tabela 1 observa-
se a estrutura geral do arquivo de dados.

Tabela 1. Estrutura dos dados para avaliacdo de perimetro escrotal (PE) em touros das racas

Hereford e Braford.

Caracteristica Observagdes Média + DP GC* Touros (n) Vacas (n)
(n) (cm)
PE 18.172 30,44 + 3,75 1.246 1.611 12.912

* GC- grupos contemporaneos
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PREDIGAO GENOMICA

Foi utilizada a abordagem proposta por Garrick et al. (2009) para calcular os valores
genéticos desregredidos (deregression breeding values - DEBV) e correspondentes
ponderadores (w) = {w;} para todos os animais, livres do efeito médio dos pais, a partir dos
valores genéticos e respectivas confiabilidades. Os DEBVs ponderados foram usados como
variaveis respostas para estimar os efeitos dos marcadores SNP através de diferentes

métodos. Em todos os casos, o seguinte modelo linear foi ajustado:
K
DEBV, = 11+ ) Mg, +¢; [2]
k=1

em que: DEBV; é o DEBV do animal j, u € a média geral, k = 41.045 é o total de marcadores

SNPs no painel, M i € a covariavel que representa o gendtipo do animal j no marcador k pelo

numero de alelos B na codificagdo llumina A / B (ILLUMINA, 2006), J, é o efeito aleatério do

marcador k e &;é o componente residual com distribuicdo normal e variancia heterogénea,

12 2, A . . ~
&~ N(O,Wj 0.), em que O, é a variancia residual e W; é o ponderador como uma fungdo

da confiabilidade do DEBV; (GARRICK et al., 2009).

Devido ao fato de que o numero de marcadores com efeito sobre as caracteristicas
excede o numero de observagdes fenotipicas disponiveis, restricdes foram aplicadas no
modelo, para tornar estimaveis os efeitos dos marcadores (GIANOLA et al., 2009).

As diferencas nos métodos empregados na SG decorrem de diferentes
pressuposicoes adotadas a respeito das distribuicdes dos efeitos dos marcadores: 1)
SNP_BLUP (MEUWISSEN et al., 2001): os efeitos dos marcadores sdo considerados como

pertencendo a uma mesma distribuicdo normal e assumindo-se que todos os marcadores
possuem a mesma variancia 0'g2, istoé, g, ~ N (0,05) para todo k; 2) BayesB (MEUWISSEN et

al.,, 2001): assume um modelo com distribuicdes misturadas, em que uma fracdo dos
marcadores tem efeito nulo (t = 0,95), enquanto que a outra fracdo de marcadores restante
(1- n), diferente de zero, sdo elaboradas a partir de uma distribuicio normal,

O, ~ N(O,o-sk) com variancia especifica o2 , derivada de uma distribuicdo qui-quadrado
invertida escalonada, isto é, O';k ~ ;((’stz)); 3) BayesC (HABIER et al., 2011): também é um

modelo com distribuices misturadas similar ao BayesB, porém assume varidancia comum
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homogénea para distribuicdo dos efeitos dos marcadores ndao nulos (1- m), isto &,
2
gk - N(O’Gg) .

Os valores gendmicos diretos (DGV) foram obtidos como:

k A

DGV, =) M, g,,

k=1

sendo as estimativas dos efeitos dos SNPs representadas por sua média a posteriori nos
métodos bayesianos.
O método SNP_BLUP foi implementado empregando seu equivalente BLUP gendmico
(GBLUP) (STRANDEN & GARRICK, 2009) usando os softwares da familia BLUPf90 (MISZTAL et
al.,, 2002). Os métodos bayesianos Bayes B e Bayes C foram implementados usando o
software Gensel (FERNANDO & GARRICK, 2009). Para os métodos bayesianos, foi utilizado
um tamanho de cadeia de 42.000 amostras depois de 2.000 ciclos de burn-in e
hiperparametros para distribuicdo dos parametros foram especificados com base nos
componentes de variancia estimados no modelo [1].
INCORPORAGAO DA INFORMAGAO TRADICIONAL COM A GENOMICA
Foram usadas trés abordagens alternativas para combinar o DGV com os dados de pedigree
e desempenho para obtenc¢ao dos GEBV.
A primeira abordagem foi realizada com base no indice de selegdo de VanRaden et al.
(2009). O primeiro conjunto do indice sdo os DGVs, o segundo conjunto foi calculado para
um subconjunto dos animais genotipados usando o parentesco tradicional e seu DEBV,
excluindo os dados dos animais ndo genotipados e o terceiro conjunto, é o EBV tradicional
obtido a partir do modelo [1]. Esta abordagem permite calcular o GEBV de cada animal como
a diferenca entre as predicées genbmicas e tradicionais adicionados a média dos pais com o

seguinte INDICE (VANRADEN et al., 2009):

GEBV =b,DGV +hb,SPA + b,PA

em que, b= [b1 bz b3] = C'Vfl, e ¢’ é um vetor com as confiabilidades correspondentes aos

3 termos do indice e V é um matriz simétrica 3x3 com os elementos de ¢ na diagonal e a

seguinte funcdo das 3 confiabilidades fora da diagonal:

_ L2
V12 —st =lspa, €

2 2 2 2 2 2
V13 =Tgpp + (I‘DGV - rspA)(rPA - rSPA)/(l_ rSPA) :
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N 2 2 . .
Para todos os animais, Vi1 (Ipgy ) € Va3 (Ipy) foram construidas para serem maiores do que

Voo ( I’SZPA) para garantir matrizes positivas definidas (VANRADEN et al., 2009).

Em uma segunda abordagem, o GEBV foi obtido com base em uma analise bi-caracteristicas
entre o fendtipo e o DGV usando o pedigree tradicional (MACNEIL et al., 2010). O mesmo

modelo [1] foi usado para os dados fenotipicos, enquanto que para o DGV, o seguinte

modelo foi assumido DGV = i+« + ¢, em que, 1 é a média geral, @; ¢ o efeito genético

aditivo do j-ésimo animal e &; é o efeito residual. Nesse modelo bivariado assumiu-se para

os efeitos genéticos aditivos dos fenétipos (a) e para a = {a;} a seguinte distribuigdo:

a -N 0| Ac? Ao,
0 0/|Ac,, Ac?|/)

2 A - . . A -
em que: 0, é a variancia genética aditiva para o DGV e 0,, é a covariancia genética entre o

DGV e o registro fenotipico. No entanto, assumiu-se para os efeitos residuais aleatdrios para

o fendtipo (e) e para o DGV ¢ = {&j} a seguinte distribuicdo:

MR HIpay)

em que: neste modelo bi-caracteristica , hd um empréstimo de informagdes entre o valor
genético tradicional e o DGV através da covariancia (0,, ) e ambas as estimativas de a; e q;

sao valores candidatos para representar o GEBV do animal j.

A terceira e ultima metodologia utilizada foi combinando diretamente as informacgdes
fenotipicas, de pedigree e gendbmicas usando o single step GBLUP (ssGBLUP) (MISZTAL et al.,
2009; AGUILAR et al., 2010; CHRISTENSEN & LUND, 2010). Na metodologia ssGBLUP, foi
utilizado o mesmo modelo linear [1], porém a matriz de parentesco tradicional (A) foi
substituida pela matriz H, que inclui a informagdao genémica. Embora H seja complexa
(LEGARRA et al., 2009), sua inversa tem forma simples (AGUILAR et al., 2010):

H‘1=A‘l+[0 _10 _1}'
0 G -A,

em que: G é a matriz de parentesco genémica construida como em VanRaden (2008) usando
frequéncias alélicas e Ay, é a matriz do numerador do parentesco somente para os animais

genotipados. As analises foram realizadas usando o software da familia BLUPf90 e o ssGBLUP
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foi implementado usando o programa preGSf90, com as opc¢Oes padrdo para ajuste das
matrizes G e A,; e tornando G positiva definida (AGUILAR & MIZSTAL, 2014).

VALIDAGCAO CRUZADA E ACURACIA DE PREDIGAO

Os animais genotipados para as caracteristicas estudadas foram divididos em quatro grupos,
por duas estratégias de validacdo cruzada, usando o programa R (R Core Team, 2013):
agrupamento em fun¢do do parentesco gendmico, pelo método K-médias, e de forma
aleatdria, de acordo com Saatchi et al. (2011) com a finalidade de formar grupos de
treinamento e validacdo independentes. Essas estratégias foram utilizadas para representar
dois cendrios de selecdo genémica, para que os animais tenham parentesco mais distante ou
mais préximo ao conjunto de treinamento. O método K-médias agrupou os individuos em
funcdo do parentesco genémico, de forma que o relacionamento genético dentro de cada
grupo fosse maior que entre grupos. A outra estratégia particionou os animais selecionando-
se os individuos ao acaso (SAATCHI et al., 2011).

A validagao cruzada foi realizada no grupo nao usado no treinamento, ou seja, em cada
analise foram excluidos os dados de um grupo como conjunto de treinamento para estimar
as predicbes dos grupos restantes (conjunto de valida¢do), além dos efeitos dos marcadores
para os métodos de aprimoramento gendmico. A mesma estratégia de valida¢do cruzada foi
aplicada usando o pedigree tradicional (BLUP), como forma de comparacdo com as
predices gendmicas e também para gerar os GEBVs nos métodos de aprimoramento
genomico.

As acuracias de predicdao dos animais genotipados a partir dos conjuntos de validacdo foram
derivadas como a correlacdo genética entre o fendtipo ajustado (y*) para os efeitos fixos e o
valor gendmico direto (DGV) ou o valor genético genémico (GEBV), estimadas em um

modelo animal bi-caracteristicas, como demonstrado a seguir:

y* Xy 0 || B, Z, 0 |a €
DGVIGEBV | | 0 X, |B, "o Z, | a, i g,

em que: B1 e B2 sdo os vetores de efeitos fixos (mesmos efeitos usados em [1] para By e

efeito de classe dos grupos usados na validacdo para B;); a; e a, sdo os vetores de efeitos

genéticos aditivos para as duas caracteristicas, Var(a,)=A*c’, Var(az):A*ajze

%]

Cov(o,,0,)=A*0,

oy onde A* é uma matriz do numerador de parentesco, em que as
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covariancias entre individuos de diferentes grupos foram zeradas, conforme Saatchi et al.

(2013):

A, 0 0 0 0
0 A, 0 0 ©
A*={ 0 0 A, 0 0
o 0 0 A, 0

0 0 0 0 Ay

Devido a quantidade de informagdes disponiveis, os componentes de (co)variancias e
correlagBes genéticas foram estimados por meio de inferéncia bayesiana com base no
método de Monte Carlo via Cadeias de Markov, utilizando 60.000 ciclos e periodo de
descarte inicial de 10.000 amostras usando o software Gibbs2f90 (MISZTAL et al., 2002).

Dentro de um dado grupo (g), as acuracias preditas foram estimadas como a correlacdo

(rasg ) entre o predito (a) e o verdadeiro (a) valor genético, como proposto por Legarra et al.

(2008):

I asg :r(y;,yg)/h [5]

em que: y; é o vetor dos fenodtipos dos animais pertencentes ao grupo g ajustados para os

*
n

efeitos fixos como na equacado [1] e Yo sdo os valores preditos a partir da valida¢do cruzada,

o DGV para predicoes diretas e GEBV para os métodos de aprimoramento genomicoe h é a

raiz quadrada da herdabilidade da caracteristica. Para cada método, o coeficiente de

*
n

regressao do y; sobre o Yy, foi calculado para avaliar o grau de inflacdo/deflacdo das

predi¢des gendmicas (DGV/GEBV). Para modelos ndo viesados, sdo esperados coeficiente e

regressao iguais a 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

COMPONENTES DE COVARIANCIA PARA PERIMETRO ESCROTAL AO SOBREANO

Enquanto a caracteristica PEi apresentou herdabilidade moderada, o PEip apresentou
herdabilidade superior, indicando que existe variabilidade aditiva genética para esta
caracteristica (Tabela 2). Estes resultados estdo dentro da faixa de valores (0,36 a 0,71)
obtidos em outros estudos com a raca Hereford (KNIGHTS et al., 1984; EVANS et al., 1999;

KEALEY et al., 2006). A idade e o peso dos animais sdo importantes fontes de variacdo e
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devem ser incluidos no modelo, principalmente, quando o PE for considerado como critério
de selecdo para melhorar geneticamente a precocidade sexual (PENA et al., 1999). Esta
afirmacdo corrobora Brito (1997), que sugere que as medidas de PE sejam padronizadas para
uma mesma idade ou peso corporal, obtendo progressos genéticos em precocidade sexual.
Ainda que os valores observados para a variancia genética aditiva direta tenham sido
proximos, a variancia residual estimada para PEi foi mais elevada (Tabela 2). Esses resultados
sugerem que os touros possuem semelhante composicdo genética, que sofrem influéncia
dos diferentes ambientes e que combinacdes génicas podem estar interferindo sobre a
caracteristica PE, o que pode ser atribuido ao fato de que estes animais tenham sido
submetidos a manejos distintos. Resultados obtidos em nosso estudo, sdo semelhantes aos
encontrados por Dias et al. (2003), que observaram varidancia genética de 2,289, para o PE
ajustado para a idade e o peso, e de 2,311, para o PE ajustado para a idade. Ja a variancia
residual obtida pelos mesmos autores foi de 3,207 e 3,363 para ajuste a idade e peso e idade
respectivamente. De acordo com os parametros genéticos obtidos, no mesmo trabalho, os
autores concluiram que o PE ajustado para a idade e o peso ao sobreano apresentou maior
herdabilidade do que quando foi ajustado apenas para a idade ou peso. Portanto, o PE
ajustado para a idade e o peso ao sobreano pode ser utilizado como critério de selecao
guando se busca, principalmente, maior precocidade sexual (DIAS et al., 2003).

Tabela 2: Médias a posteriori das variancias genética aditiva direta (Cr,f) e residual (Crf) e herdabilidade (.F:r,2 )

Caracteristicas ol ok h® +DP
Perimetro escrotal ajustado a idade 2,831 4,324 0,395+0,03
Perimetro escrotal ajustado a idade e peso 2,922 3,113 0,484 +0,03

AGRUPAMENTO DA VALIDAGAO CRUZADA

O agrupamento k-médias resultou em grupos com nimero heterogéneo de animais. Além
disso, podemos observar que o parentesco gendmico dentro de cada grupo foi superior a
média de parentesco entre os grupos (Tabela 3). No método k-médias o agrupamento é
realizado a partir da utilizacdo de uma matriz de parentesco baseada no pedigree dos
animais (SAATCHI et al., 2011; 2012; 2013)

No presente trabalho, devido a presenca de informacdes incompletas de pedigree para parte

dos animais, foi utilizado o parentesco genémico para o agrupamento (BODDHIREDDY et al.,
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2014). Os resultados demonstram que o agrupamento k-médias dividiu os grupos
primeiramente pela composi¢do racial (um grupo contendo praticamente animais da raca
Hereford) e em seguida, foram formados grupos (raca Braford) de acordo com o grau de
endogamia e de parentesco gendmico. Podemos observar que foi formado um grupo onde
foram alocados, em sua grande maioria, animais da raga Hereford. Neste grupo, foram
observados coeficientes de endogamia mais elevados: 0,082 para o PEi e 0,080 para o PEip.
Resultados semelhantes foram obtidos por Saatchi et al. (2011), com obten¢do de um grupo
com maior grau de endogamia e de parentesco dentro do grupo, resultando em menor

acuracia dos DGVs obtidos.

Tabela 3: Nimero de animais (N), proporgdo de Nelore, coeficiente de endogamia e parentesco gendémico no

grupo e entre os grupos (Gij) para agrupamento k-médias, para o perimetro escrotal (PE) avaliado ao sobreano.

Coeficient
Caracteristic % de oeficlente Gjj dentro de Gjj entre
as Grupo N Nelore de rupo rupos
endogamia grap grap
41 0,027
1 1 1+ 2 ’ - 4 + 42
9 0,36 0,001 + 0,025 0,044 0,004 +0,0
31 0,132 +
2 0,024 0,082 + 0,038 -0,013 £ 0,075
PE ajustado a 2 0,047
idade 19 -0,009 + 0,114 +
7 ’ - ’ - - 7 +0,042
3 0 0,378 0,037 0,071 0,00 0,0
37 -0,008 + 0,004 +
4 0 -0,001£0,0
5 /353 0,034 0,038 /0 039
19 -0,009 * 0,116
- +
1 0 0,379 0,028 0,074 0,006 + 0,041
- + +
2 41 0,360 0,001 0,027 + -0,003 £ 0,004
PE ajustado a 5 0,032 0,043
idade e peso 7 -0,007 + 0,004 +
3 3 0,336 ’ - ’ - -0,001 £ 0,030
8 0,034 0,039
31 0,133 +
4 0,024 0,080 + 0,037 -0,012 + 0,062

2 0,040
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No agrupamento de forma aleatdria, os grupos formados apresentaram um numero de
animais balanceados e intimamente relacionados, com média similar de endogamia de 0,01
e composig¢ado racial ao redor de 30%. Nao houve diferenga nos valores de Gjj dentro e entre
grupos, sendo estes valores proximos de zero (dados ndo mostrados). Estes resultados
foram obtidos devido a centralizacdo da matriz de parentesco gendmico (VANRADEN, 2008).
O objetivo de formar grupos distintos para representar cendrios com animais de parentesco
mais distante (k-médias) e outro, com parentesco mais préximo (aleatdrio), para as

populacdes de treinamento e validacao foi atingido em ambos os métodos utilizados.

ACURACIA E VIES DAS PREDICOES GENOMICAS

Foram utilizadas quatro metodologias (BLUP, GBLUP, Bayes C e Bayes B) para estimar os
efeitos dos marcadores. As correlagdes genéticas entre o fendtipo PEi e o DGV obtido a
partir da validacdo cruzada foi de 0,23 a 0,32 no agrupamento k-médias. No agrupamento
aleatério, as correlacbes genéticas foram superiores (0,49 a 0,59). Para o PEip, foram
observadas correlagdes genéticas entre 0,34 e 0,49 para o agrupamento k-médias e maiores

correlacdes (0,71 a 0,78) entre o fendtipo e DGV, no grupo aleatério (Tabela 4).

Tabela 4: CorrelagGes genéticas do fendtipo ajustado com o valor genémico direto (DGV) predito da validagdo

cruzada (I'Q aq ) € coeficientes de regressdo ( /3 ) para perimetro escrotal (PE), usando diferentes métodos.

K-médias Aleatorio
Caracteristica Método' rg .., Y4 rg ., Y4
BLUP 0,32+0,09 1,16 0,59+0,23 1,20
PE ajustadoa  GBLUP 0,26 + 0,09 0,67 0,49+0,26 0,69
idade Bayes C 0,23 +0,09 1,36 0,49 +0,25 1,20
Bayes B 0,24 £ 0,09 0,68 0,49 +0,27 0,73
BLUP 0,49 +0,28 1,01 0,71+0,23 1,00
PE ajustadoa  GBLUP 0,34+0,18 0,61 0,74 +0,26 0,59
idade e peso Bayes C 0,34+0,21 1,20 0,77 £ 0,24 1,04
Bayes B 0,4310,29 0,60 0,78 +0,23 0,74

'BLUP: BLUP tradicional; GBLUP: BLUP gendmico; BayesC: modelo misturado bayesiano com distribuic3o
normal e ponto de massa em zero e probabilidade (m=0,95); BayesB: modelo misturado bayesiano com

distribuicdo-t e ponto de massa em zero e probabilidade (n=0,95).
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De modo geral, os métodos gend6micos foram similares ao BLUP, porém apresentaram
menores correlacdes genéticas. Este resultado pode sofrer influéncia do numero
relativamente baixo de animais genotipados e com fenétipo para a caracteristica PE (1296
touros). Saatchi et al. (2011) destacam que o DGV apresenta menores correlacdes em
caracteristicas que possuem menos animais com DEBV disponivel. Os autores observaram
que a acurdcia do DGV para a taxa de prenhez foi de 0,26 e 0,37 nos agrupamentos k-médias
e aleatério, respectivamente. J& para o PE, as acuracias foram de 0,48 e 0,60,
respectivamente, para os mesmos agrupamentos. Porém, o numero de animais com
informacgdes disponiveis de DEBV foi de 698 touros para a caracteristica taxa de prenhez e
2.464 touros com DEBV para a caracteristica PE.

Em nosso estudo, nas duas caracteristicas, foram observadas maiores correlagdes na
validagdo cruzada com grupos formados aleatoriamente em relagdao ao k-médias. O maior
aumento na correlacdo genética foi observado para o PEip no método Bayes B em
agrupamento aleatério (Tabela 4). Saatchi et al. (2011) também encontraram menores
acuracias no agrupamento k-médias. Os autores acreditam que a principal razdo para a
obtenc¢do de menores correlagdes foi que o método k-médias busca minimizar/diminuir a
relacdo de parentesco entre membros da populagdo de treinamento e de validagao,
reduzindo a acuracia. Estes resultados corroboram por Habier et al. (2007), que
demonstraram que o DGV reduz a acuracia a medida que um candidato de sele¢do possui
menor relacdo genética com a populacdo de treinamento.

A acurdcia do DGV é fundamental para determinar a utilidade do DGV em relagao aos custos
de genotipagem. Em estudos que utilizam dados de campo, as correlagcGes entre o DGV e a
varidvel resposta (registros de fendtipo, EBV, DEBV, etc.) normalmente subestimam a
precisdo do DGV, devido a contribuicdo de efeitos ambientais e do erro aleatdrio para a
varidvel (SAATCHI et al., 2011).

Outra razdo para as baixas acuracias pode ser em decorréncia de que a acurdcia do EBV dos
touros genotipados (usada para derivar a varidvel de resposta DEBV) é mais baixa em touros
de corte do que em touros leiteiros, em fungdo do uso menos frequente de inseminacao
artificial (GARRICK & GOLDEN 2008). Assim, em contraste com os rebanhos leiteiros, nas
populacdes de gado de corte, os candidatos a selecdo sdao muitas vezes constituidos por
touros utilizados em acasalamentos naturais, que possuem relacionamento distante com os

touros mais utilizados que compdem a populagdo de treinamento. Desta forma, se a



39

acurdcia do DGV é altamente dependente de relagbes genéticas, a aplicagdao da selegao
genOmica poderia ser limitada para candidatos a selecdo distantemente relacionados
(SAATCHI et al., 2014). A acuracia do DGV aumentara de acordo com a acuracia do EBV, pois
a variavel resposta sera mais proxima ao valor verdadeiro.

Em nosso estudo utilizando o método Bayes C as acuracias dos DGV foram de 0,23 e 0,49
para o PEi e 0,34 e 0,77 para o PEip. Saatchi et al. (2011) observaram acurdcias para PE entre
0,48 e 0,60 para os mesmos agrupamentos e para o mesmo método, em touros da raca
Angus. Posteriormente, Saatchi et al. (2012) observaram correla¢do genética de 0,45 entre o
PE e o DGV em touros da raga Limousin, utilizando o método Bayes C. Neves et al. (2014),
analisaram dados de bovinos da raca Nelore e obtiveram valores de acuracia para o PE de
0,68 e 0,72 para os métodos GBLUP e Bayes C, respectivamente. Conforme os autores, os
valores encontrados no estudo sdo decorrentes de touros com alto valor de acuracia no
conjunto de treinamento, mesmo que utilizando um conjunto menor de animais
genotipados do que no presente estudo.

A média dos coeficientes de regressdo de y* sobre as predicdes genOmicas (DGV),

calculados como indicadores do viés de predicdo variaram entre 0,60 e 1,36 para o método
de agrupamento k-médias e de 0,59 a 1,20 para a metodologia aleatéria (Tabela 4). Os
coeficientes para o Pei e o PEip foram subestimados para os métodos GBLUP e Bayes B
(valores menores que 1) e superestimados (valores maiores que 1) para a metodologia BLUP
e Bayes C, em ambos os métodos de agrupamento. O viés de predicdo pode ser um
problema, particularmente se as predicdes de animais gendtipados (DGV) e ndo genotipados
(EBV) precisam ser comparados para o ranking e decisdes de selecdo. Neste caso, as
previsbes do DGV conteriam valores extremos, favorecendo os individuos que possuem
informagdes gendmicas (CARDOSO et al., 2015).

Quanto as acuracias para o PEi, com base na equacado [5], os resultados mais baixos foram
observados no grupo formado em sua maioria por animais da raca Hereford (PEi - Grupo 2)
(Figura 1). Estes resultados ja eram esperados, pois Cardoso et al. (2015), trabalhando com o
mesmo conjunto de dados, porém para a caracteristica de resisténcia ao carrapato e
utilizando a mesma metodologia para formacdo dos grupos, também encontraram menores
acuracias para o grupo contendo somente animais da raca Hereford. Os autores concluiram
que populagdes de treinamento formadas por animais Braford ndo produzem adequadas

acuracias de predicdo para animais da raca Hereford.
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Em geral, é dificil comparar a acuracia de diferentes estudos devido a diferencas em varios
fatores, como herdabilidade, tipos de dados, popula¢cdes de treinamento e validacdo,
tamanhos do conjunto, métodos estatisticos e métodos de validacdo (definicdo de conjunto)
para estimar os efeitos do marcador (SAACTHI et al., 2011). Outra razdo para a obtencdo de
diferentes valores de acurdcia é o padriao de desequilibrio de ligacdo diferente entre

populacdes de bovinos de corte de origem indiana e taurina (O’BRIEN et al., 2014).

B Grupo 1l EGrupo 2 W Grupo 3 = Grupo 4
0,45 -+
0,4 -
0,35 -
0,3 -
Ac

ur 0,25 A
aci

de 0,15 -

-0,05 - GBLUP Bayes C Bayes B

Figura 1: Acuracia dos valores gendmicos diretos (DGV) predito para a caracteristica perimetro escrotal
ajustado a idade a partir da validagdo cruzada utilizando agrupamento k-médias e diferentes métodos.

Com respeito as acuracias para o PEip, valores inferiores foram observados no Grupo 4,
também formado em maior parte por animais Hereford (Figura 2). Saatchi et al. (2013)
utilizando uma populagdo de treinamento com dados de bovinos Hereford da América do
Norte, também nao observaram predi¢Oes acuradas para os rebanhos da mesma raca no
Uruguai e na Argentina. Habier et al. (2007) mostraram que a acuracia das predicGes
gendmicas nos candidatos a selecdo é reduzida a medida que a média de parentesco dos

individuos do conjunto de treinamento diminui.
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Figura 2: Acuracia dos valores gendmicos diretos (DGV) predito para a caracteristica perimetro escrotal

ajustado a idade e peso a partir da validagdo cruzada utilizando agrupamento k-médias e diferentes métodos.

INCORPORACAO DA INFORMAGAO TRADICIONAL COM A GENOMICA

Os valores genéticos aprimorados pela genémica (GEBV) foram estimados a partir da
incorporacao do pedigree, fendtipo e DGV por dois métodos GBLUP e BayesB. Para estes
métodos, foram utilizadas trés abordagens, sendo duas abordagens multi-passos e uma
passo unico, para incorporacao da informacdo tradicional com a genomica. Na primeira
abordagem multi passos, o GEBV foi obtido com base em uma andlise bi-caracteristicas
entre o fendtipo e o DGV usando o pedigree tradicional (MACNEIL et al., 2010). A segunda
abordagem multi passos foi realizada com base no indice de selecdo de VanRaden et al.
(2009). Esta abordagem permite calcular o GEBV de cada animal como a diferenca entre as
predigdes gendmicas e tradicionais adicionados a média dos pais (VANRADEN et al., 2009). O
ultimo método utilizado, de passo Unico, combinou diretamente as informacdes fenotipicas,
de pedigree e gendmicas usando o single step ssGBLUP (MISZTAL et al., 2009).

Na primeira abordagem, sao gerados dois GEBV para cada animal, um para os dados do
fendtipo PE (a) e outro para o DGV (a) (MACNEIL et al., 2010). Neste estudo quando utilizado
o método GBLUP, o GEBV(a) foi considerado melhor preditor, com discreto aumento de

correlacdo genética de 0,02 no PEi e de 0,03 no PEip em relacdo ao BLUP tradicional, pelo
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método k-médias. J& nos grupos formados aleatoriamente, o GEBV(a) foi inferior ao BLUP
tradicional para as duas caracteristicas. A Unica excec¢do foi no GEBV(a), onde foi observado
ganho de 0,05 na correlagdo genética com o BLUP tradicional (Tabela 5). Estes pequenos
ganhos podem ser em decorréncia do reduzido conjunto de animais com informacdes do
fendétipo e do gendtipo utilizados nos cdlculos do DGV. Resultados semelhantes foram
observados no método BayesB com ganhos de acuracia para as duas caracteristicas no
GEBV(a) em agrupamento K-médias. Quando formados grupos aleatérios os resultados
foram inferiores para quase todas as caracteristicas.

Na segunda abordagem, foi utilizado o indice de selecdo proposto por VanRaden et al.
(2009), que é uma func¢do das confiabilidades médias dos animais usados na predicdo. Para
ambos os métodos utilizados (GBLUP e BayesB), na abordagem do indice de selecdo, foi
observado aumento na correlagdao genética quando comparado ao BLUP tradicional. Os
ganhos foram na faixa de 0,13 a 020 e 0,07 a 0,11 para agrupamento k-médias e aleatdrio
respectivamente (Tabela 5). Neste indice, a média de parentesco dos pais é calculada
usando os dados de todos animais e uma média de parentesco derivada dos animais que
foram genotipados, em funcdes de suas confiabilidades (VANRADEN et al., 2009).

Na ultima abordagem, foi utilizado o método ssGBLUP que combina diretamente as
informacgdes fenotipicas, de pedigree e genémicas (MISZTAL et al., 2009). Nesta abordagem
também foram observados aumentos na correlacdo genética para as duas caracteristicas.
Estes ganhos foram muito semelhantes aos obtidos na abordagem do indice de selecdo. A
avaliagdo genética de etapa Unica (single step) com matriz de parentesco complementada
com informacdes genOmicas fornece previsdes gendmicas com acuracia e viés de predicdo
comparavel aos métodos multi passos além da maior facilidade de implementacdo (AGUILAR

et al.,, 2010).
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Tabela 5: Correlagdes genéticas do fendtipo ajustado com o valor genético aprimorado pela genémica (GEBV)

predito da validagdo cruzada ('] aq) € coeficientes de regresséo ( /F) usando diferentes métodos para

perimetro escrotal (PE) medido ao sobreano.

K-médias Aleatdrio

Caracteristica Método® g ., £ g ., Yii

GBLUP_Biv(a) 0,34 +0,08 1,08 0,51+0,21 0,89

GBLUP_Biv(a) 0,27 £ 0,09 0,73 0,50+0,26 0,74

IS_GBLUP 0,54 +0,23 0,94 0,66 +0,23 0,97
PE ajustado a

BayesB_Biv(a) 0,34 £ 0,09 1,11 0,56 £0,23 1,01

idade

BayesB_Biv(a) 0,25+ 0,09 0,76 0,51+0,26 0,78

IS_BayesB 0,52+0,23 1,04 0,66 +0,23 0,97

ssGBLUP 0,50 +0,20 0,81 0,69 +0,21 0,81

GBLUP_Biv(a) 0,52+0,27 0,74 0,63+0,26 0,35

GBLUP_Biv(a) 0,39+£0,22 0,66 0,76 £ 0,24 0,67

IS_GBLUP 0,62 +0,25 0,84 0,82+0,19 0,79
PE ajustado a

BayesB_Biv(a) 0,53+0,28 0,73 0,67 +£0,25 0,74
idade e peso

BayesB_Biv(a) 0,39+0,22 0,66 0,78+0,22 0,81

IS_BayesB 0,62 +0,25 0,85 0,83+0,18 0,93

ssGBLUP 0,61+0,25 0,74 0,83+0,18 0,69

'GBLUP: BLUP gendmico; BayesB: modelo misturado bayesiano com distribui¢ao-t e ponto de massa em zero e
probabilidade (rt = 0,95); Biv: andlise bivariada combinando o fendtipo e o DGV produzido 2 GEBV, um para
dados fenotipicos (a) e um para os dados dos valores gendmicos diretos; IS: indice de selecdo ponderando o
DGV, média dos pais usando todos os animais (PA) e média dos pais usando apenas os dados dos animais

genotipados (SPA); ssGBLUP: GBLUP de passo Unico.

Podemos observar que a acurdcia dos valores genéticos aprimorados pela genémica-
GEBV (obtidos pela equacdo 5) foram semelhantes para cada grupo nos diferentes métodos
utilizados (Figuras 3 e 4). As menores acuracias foram obtidas nos grupos formados em
grande maioria por animais da raga Hereford no grupo 2, para o PEi, e no grupo 4, para o
PEip. Portanto, mesmo ap6s combinando pedigree e informacdo gendmica, é evidente que o

grupo composto em sua grande maioria por animais Hereford necessita de um maior
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conjunto de dados para produzir previsdes precisas para candidatos a selecdo desta raca

(CARDOSO et al., 2015).
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Figura 3. Acuracia dos valores genéticos aprimorados pela genémica (GEBV), para perimetro escrotal ajustado a
idade, preditos a partir da validagdo cruzada usando agrupamento k-médias utilizando diferentes métodos.
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Figura 4. Acuracia dos valores genéticos aprimorados pela gendmica (GEBV), para perimetro escrotal ajustado a
idade e peso, preditos a partir da validagdo cruzada usando agrupamento k-médias utilizando diferentes

métodos.
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De forma geral, ndo houve aumento da acuracia utilizando as metodologias de estimacao
dos efeitos dos marcadores em relacdo ao método BLUP (Tabela 6). Os unicos ganhos
obtidos em acurdcia foram observados para o PEip, quando em grupos aleatdrios, nos trés
métodos utilizados. Os bayesianos (BayesB e BayesC) tiveram maiores médias de ganho em

relacdo ao método frequentista (GBLUP).

Tabela 6. Ganhos em acuracia (%) das metodologias de estimagdo de efeitos de marcadores em relagdo ao
método tradicional BLUP para perimetro escrotal (PE) ao sobreano

Metodologias®

Caracteristica Grupo GBLUP BayesC BayesB

PE ajustado a K-médias -18,75 -28,12 -25,00

idade Aleatoério -16,95 -16,95 -16,95

PE ajustado a K-médias -30,61 -30,61 -12,24
idade e peso Aleatério 4,22 8,45 9,86

Média -15,52 -16,81 -11,08

'GBLUP: BLUP gendmico; BayesC: modelo misturado bayesiano com distribui¢3o normal e ponto de massa em
zero e probabilidade (rt = 0,95); BayesB: modelo misturado bayesiano com distribuicdo-t e ponto de massa em

zero e probabilidade (t = 0,95).

Quanto aos métodos de aprimoramento gendmico, podemos verificar que quase todos os
métodos possibilitaram ganhos em acuracia (Tabela 7). Os Unicos métodos nos quais ndo foi
observado ganho médio foram na abordagem bi-caracteristicas GBLUP Biv(a) e GBLUP e
BayesB Biv(a). Os maiores ganhos foram observados nos métodos indice de selecdo (IS
GBLUP e IS BayesB) e no método single step (ssGBLUP). O método com a melhor média de
ganho em relacdo ao BLUP foi o ISGBLUP, na caracteristica PEi com o agrupamento k-médias,

de 68,75%.
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Tabela 7. Ganhos em acuracia (%) das metodologias de aprimoramento gendmico em relagdo ao método

tradicional BLUP para o perimetro escrotal (PE) medido ao sobreano.

Metodologias®

Caracteristica  Grupo GBLUP_Biv IS_GBLUP BayesB_Biv IS_BayesB ssGBLUP
(a) (a)

K-
6,25 68,75 6,25 62,50 56,25
PE ajustadoa médias
idade Aleatori
-13,56 11,86 -5,08 11,86 16,94
o)
K-
6,12 26,53 8,16 26,53 24,49
PE ajustadoa médias
idade e peso  Aleatori
-11,27 15,49 -5,63 16,90 16,90
o)
Médias -3,115 30,6575 0,925 29,4475 28,645

'GBLUP: BLUP genbmico; BayesB: modelo misturado bayesiano com distribuicdo-t e ponto de massa em zero e
probabilidade (n=0,95); Biv: analise bivariada combinando o fenétipo e o DGV produzindo 2 GEBV, um para
dados fenotipicos (a) e um para os dados dos valores gendmicos diretos; IS: indice de selecdo ponderando o
DGV, média dos pais usando todos os animais (PA) e média dos pais usando apenas os dados dos animais

genotipados (SPA); ssGBLUP: GBLUP de passo Unico.

Dentre os métodos testados, o indice de selecdo e o ssGBLUP apresentaram os melhores
resultados de acuracia para ambas as caracteristicas. De acordo com Cardoso et al. (2015), a
escolha da metodologia testada ird depender do modelo de negdcios adotado para os testes
gendmicos e a estrutura dos programas de avaliagdo genética. Por exemplo, se companhias
privadas entregam o DGV sem os gendtipos individuais, como acontece na American Angus
Association, o modelo bivariado proposto por MacNeil et al. (2010) é o mais indicado. Por
outro lado, se os gendtipos estdo disponiveis para avaliacdo genética, o indice de selecdo
(VANRADEN et al., 2009) ou o ssGBLUP (AGUILAR et al., 2010), utilizados em gado de leite e

na American Hereford Association podem ser facilmente adaptados.
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CONCLUSOES

A selecdo permite a obtencdo de ganhos genéticos em perimetro escrotal de touros, em
funcdo de sua moderada a superior herdabilidade. A predicio de valores genéticos
utilizando os métodos indice de selecdo e single-step gerou valores mais acurados. O
método de agrupamento k-médias gerou menor acurdcia, indicando que as predigdes
genbmicas sdo menos precisas quando o parentesco entre os animais no conjunto de
treinamento é mais distante. A acuracia foi menor em grupos com predominancia de
animais Hereford do que grupos com animais Braford. Portanto, estimativas acuradas de
efeitos dos marcadores na raca Hereford exigem um maior nimero de animais genotipados
e incluidos no conjunto de treinamento. Quando comparados ao método BLUP tradicional,
os ganhos de acuracia obtidos com métodos que combinam informacodes tradicionais com a
gendmica indicam que as predigdes genOmicas podem ser usadas como ferramenta para

melhorar o ganho genético e reduzir o intervalo de geracdes.

GENETIC PREDICTION ACURACY FOR SCRATCH PERIMETER IN HEREFORD AND BRAFORD
CATTLE

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the accuracy and bias of the genomic predictions,
using different methods, to scrotal circumference trait in Hereford and Braford cattle.
Phenotypic data were used from 18.172 animals belonging to the Conexdao Delta G
Connection breeding program, and a set of 3,545 animals were genotyped with the 50 k chip
and 131 bulls parents with 777K. The phenotypes were adjusted by animal model for
estimation the components (co)variance and genetic parameters and to predict genetic
values. Subsequently, these values were used to calculate the genetic values deregressed
(DEBV). Genotyped animals were divided into four groups by two cross-validation strategies,
K-means and random. The accuracy was calculated as the genetic correlation between the
adjusted phenotype and the genomic predictions in a analysis two-traits. In general, the
accuracy of direct genomic values direct (DGV) ranged from 0.23 to 0.78, however the
genomic methods were lower than the BLUP. In relation to information’s genomic
improvement methods, combining phenotypes and pedigree with DGV, we can see that

nearly all methods have enabled gains in accuracy. The largest gains were seen in the
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selection index methods (IS_GBLUP and IS_BayesB) and the single step genomic method
(ssGBLUP). The method with the best gain in relation to the BLUP was the IS_GBLUP for Pei
trait with the k-means clustering of 68.75%. The accuracy to the estimation methods of the
effects of markers were lower when using the k-means clustering, indicating that the
genomic predictions decreases as the kinship between animals in the training set is more
distant. The gains obtained combining traditional and genomic information in relation to
traditional BLUP methods indicate that the genomic predictions should be used as a tool to
improve accuracy and, as consequence the genetic gains and decrease the range of

generation compared to the traditional method.

Key words: beef cattle; bull; genomic selection; reproduction.
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Expression of paraoxonase types 1, 2 and 3 in reproductive tissues and activity of
paraoxonase type 1 in the serum and seminal plasma of bulls
Running head: Paraoxonases in reproductive tissues of bulls
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Abstract

The paraoxonases types 1, 2 and 3 (PON1, PON2 and PON3, respectively) are enzymes that
degrade lipid peroxides, preventing oxidative damages relevant for male reproductive
function. This study determined the expression of those three paraoxonases in reproductive
tissues of bulls and evaluated correlations among the activity of PON1 in the serum and
seminal plasma with breeding soundness parameters in bulls. The expression of PON1, PON2
and PON3 was characterized by RT-PCR in samples of testicular parenchyma, vesicular glands
and epididymis collected from three slaughtered bulls. All three paraoxonases were expressed
in the testicular parenchyma, PON2 and PON3 were both expressed in the epididymis head
and PON3 was also expressed in the epididymis tail. The PON1 activity was determined in
samples of serum and seminal plasma from 110 bulls submitted to breeding soundness
evaluation. There was a strong correlation (r = 0.90) between the activity of the PON1 in both
serum and seminal plasma (P < 0.0001). The PON1 activity in the seminal plasma was positively
correlated with ejaculate’s color, sperm mass activity (P = 0.04), motility, vigor and viability (all
P <0.01). Thus, PON1 may be a potential marker for sperm motility and viability in bulls.

Key words: acute phase proteins; reproductive tissues; sperm quality; bulls.
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Introduction

The paraoxonases types 1, 2 and 3 (PON1, PON2 and PON3, respectively) are acute
phase proteins capable to degrade lipid peroxides (Barranco et al.,, 2015a), presenting
antioxidant activity (Précourt et al., 2011). In rats, expression of PON1, PON2 and PON3 was
reported in many tissues such as intestines, stomach, pancreas, hepatocytes, adipocytes,
muscles, follicular fluid, seminiferous tubules and spermatozoa (Marsillach et al., 2008). The
PON2 expression was detected in fewer tissues compared to PON1 and PON3, but it was
already detected in the liver, lungs, placenta, heart and testicles of humans (Ng et al., 2001).

The PON1 is involved in male reproductive functions, since it was identified in sperm
lineage cells, Sertoli cells and Leydig cells of rats and humans (Marsillach et al., 2008; 2011).
Low activity of PON1 was observed in the seminal plasma of infertile or sub fertile men (Verit
et al.,, 2009; Lazaros et al., 2011; Tavilani al., 2014) and in ejaculates of azoospermic men
(Gulum et al., 2017). In boars, activity of PON1 was determined in the seminal plasma
(Barranco et al., 2015a) and its antioxidant activity was related to subsequent fertility in vivo
(Barranco et al., 2015b). Such antioxidant activity would be beneficial for sperm quality and
function since spermatozoa are sensitive to oxidative stress induced by increased production
of reactive oxygen species (ROS) (Chatterjee & Gagnon 2001; Guthrie & Welch, 2006), due to
the lack of efficient antioxidant systems (Bucak et al., 2008),

Potential antioxidant activity of PON1 was reported in bull semen (Dedeoglu et al.,
2014), but the presence of paraoxonases in reproductive tissues of bulls and associations
among PON1 activity and reproductive traits were not determined yet. Nevertheless, at field
level, potential bull fertility is most commonly estimated through breeding soundness
evaluations, which includes conventional evaluations of semen quality (Kastelic & Thundathil,
2008; Waldner et al., 2010). However, after censoring bulls with obvious physical and
reproductive flaws, ejaculates classified within generally recommended levels do not

necessarily differentiate bulls with distinct fertility, which requires the evaluation of several
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parameters of sperm quality altogether (Gillan et al., 2008; Puglisi et al., 2012). Thus, the
search of potential marker capable to detect highly fertile individuals still need to be
developed. The objectives of this study were: to determine the expression of PON1, PON2 and
PON3 mRNA in the testicular parenchyma, epididymis and vesicular glands of bulls; and to
evaluate PON1 activity in the serum and seminal plasma and potential correlations with

breeding soundness parameters in bulls.

Material and methods
The procedures involving bulls were approved by the Ethics in Animal Experimentation

Committee (CEEA-UFPel; process # 1943).

Experiment 1

Samples of testicular parenchyma, vesicular glands and of the head, body and tail of
the epididymis were collected from three bulls in a local slaughterhouse. Such bulls were the
only ones sent to slaughter during a 6-month period and had no defined racial and genetics
pattern. The samples were immediately stored in 2 mL cryotubes into liquid Nitrogen (LN,).

To identify the gene expression of the paraoxonases, the total RNA of the collected
tissues was extracted using Trizol" (Invitrogen), following the manufacturer’s
recommendations. The extracted RNA was quantified by spectrophotometry (NanoDrop,
Thermo Scientific; Abs 260/280 nm ratio). The purity of the RNA was evaluated through the
absorption rate of the OD260/0D280 ratio, so values inferior to 1.8 were not used. The total
RNA was treated with DNAse (Promega) at 372C for 5 min to digest any contaminant genomic
DNA. After inactivation of the DNAse at 65°C for 10 min, the reverse transcriptase reaction was
performed using the iScript cDNA Synthesis kit (BioRad), as recommended by the
manufacturer. Gene expression was conducted through real time PCR (CFX384 real-time PCR;
BioRad) using SsoFast™ EvaGreen® supermix (BioRad) and bovine specific primers. The

integrity of the cDNA samples was certified by amplification of the constitutive gene GAPDH.
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The primers used for the PON1, PON2 and PON3 genes (Table 1) were designed from
sequences  obtained in  GenBank  (NCBI) using  the Primer-BLAST  tool

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Only samples that amplified the GAPDH

gene were used to confirm the results. The specificity of the obtained amplicons was evaluated
through analyses of dissociation curves (melting) and the size of the amplicons. For such
procedure, 10 pl of the PCR product of each gene was analyzed by electrophoresis on a 2.0%
agarose gel containing ethidium bromide, and the amplicon size was compared with a DNA
ladder.
Experiment 2

This experiment included 110 Braford bulls with approximately two years of age, from
seven farms located in the Rio Grande do Sul State, Brazil (29°45’17"” S latitude and 57°05’18"
W longitude), all from the same breeding program. Breeding soundness evaluations were
conducted as described elsewhere (Kastelic & Thundathil 2008; Waldner et al., 2010). Body
weight and scrotal circumference were determined for all bulls. Ejaculates were collected
using a manually controlled electro ejaculator (Palmer et al., 2005). The ejaculate volume (mL)
was recorded and the ejaculate color was classified through a score from 1 to 5, in which 1
means clear and 5 means creamy (McGowan et al., 2002). Motility, vigor and mass activity
were evaluated for fresh sperm, at the time of breeding soundness evaluation, through optical
microscopy. Sperm motility was evaluated under a 200 x magnification, considering a scale of 0
to 100%. Sperm vigor was classified through a score from 1 to 5, in which 1 means no
progressive movement and 5 means maximum progressive movement. Sperm mass activity
was classified through a score from 0 to 4, in which 0 means no activity and 4 means rapid
swirling activity (Fitzpatrick et al., 2002). Normal sperm morphology was determined in
samples extended in buffered formol saline (Fitzpatrick et al., 2002) and sperm viability was

assessed in smears stained with eosin-nigrosin (Brito et al.,, 2003), both through optical
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microscopy. Subsequently, semen samples were stored in 15 mL conic tubes and centrifuged
at 200 x G for 5 min. The seminal plasma was fractioned in 1.5 mL tubes and frozen in LN,.

At the time of the breeding soundness evaluations, blood samples were collected
through puncture of the coccygeal vein using a BD Vacutainer® system with a 25 x 8 mm
needle. The blood was placed in sterile 10 mL tubes with no anticoagulant. Blood samples
were centrifuged at 6,000 rpm during 10 min. Serum samples were conditioned in 1.5 mL
cryotubes and frozen in LN,.

The PON1 arylesterase activity in serum and in seminal plasma was determined as
described by Browne et al. (2007). Briefly, samples were diluted 1:3 in a 20 mM Tris/HCl buffer
solution (1 mM CaCl,). Absorbance was measured at 270 nm through spectrophotometry
(Cirrus 80ST), using 3.3 ul of the diluted samples in 500 ul of the buffer solution (containing 4
MM phenylacetate), for 60 s. The PON1 activity, expressed in U/mL, was determined by the
formula: A absorbance*115*3.

Statistical analyses

Data were tested for normality using the Shapiro-Wilk test. Scrotal circumference was
normally distributed, whereas the activity of PON1 in seminal plasma and serum were
normalized using logarithmic transformation. Correlations among such variables were
determined by the Pearson’s coefficient. As the remaining breeding soundness parameters
were either categorical or not normally distributed, correlations involving such variables were
determined by the Spearman’s coefficient for non-parametric data. All analyses were

conducted using Statistix® (2013).

Results
Experiment 1
The three paraoxonases were expressed in the testicular parenchyma. Expression of

PON2 and PON3 was also observed in the head of epididymis. The PON3 was also expressed in
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the tail of the epididymis. None of those three enzymes was expressed in the vesicular glands.
The GAPDH gene was expressed in all samples of all bulls.
Experiment 2

The PON1 activity in the serum was 24.4 + 16.7 U/mL, ranging from 2.2 to 80.7 U/mL.
In the seminal plasma, mean PON1 activity was 7.4 + 5.1 U/mL, with values ranging from 0.9 to
27.1 U/mL. The PON1 activity in serum was highly correlated (r = 0.90) with the PON1 activity
in the seminal plasma (P < 0.0001).

The results of the breeding soundness evaluations are shown in Table 2. As shown in
Table 3, the ejaculate volume was the only breeding soundness parameter positively
correlated with the serum PON1 activity (P < 0.05). However, PON1 activity in the seminal
plasma was positively correlated with the ejaculate color (P < 0.01) and with sperm mass
activity (P = 0.04), vigor and viability (all P < 0.01). Sperm motility was positively correlated (P <
0.01) with PON1 activity in the seminal plasma (Figure 1), but uncorrelated with PON1 activity

in the serum (r=0.13, P > 0.05).

Discussion

The expression of PON1, PON2 and PON3 in the testicular parenchyma and the PON1
activity in the seminal plasma and serum of bulls was characterized for the first time in this
study. Expression of those three enzymes has been previously reported in mice, not only in the
testicular parenchyma, but also in Leydig cells and in germ cells (Marsillach et al., 2008).
Furthermore, those three paraoxonases were also identified by immunohistochemistry in the
testicular parenchyma of sub fertile men (Marsillach et al., 2011), although their concentration
in semen was reduced, likely due to cell catabolism. Additionally, PON2 and PON3 were both
expressed in the head of the epididymis and PON3 was expressed in the tail of the epididymis.
The PON2 was previously identified in the head and in the tail of boar spermatozoa with intact

membranes (Barranco et al., 2015a). Those findings indicate that three paraoxanases are
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present in bull testicles and may play a role in protecting spermatozoa against oxidative stress,
at both intra and extracellular level.

Although PON1 activity was nearly three times greater in the serum than in the
seminal plasma, the PON1 activity in the seminal plasma was correlated with a greater number
of parameters of ejaculate and sperm quality compared to the serum PON1. The seminal
plasma includes a variety of proteins originated from the testicles, epididymis and accessory
sex glands, which are involved in processes such as sperm metabolism, maturation,
capacitation, acrosome reaction and interaction with oocytes (Rodriguez-Martinez et al., 2011,
Boe-Hansen et al., 2015; Rego et al., 2015). The fact that PON1 activity was observed in the
seminal plasma of bulls (in the present study) and in the sperm-rich portion of boar’s
ejaculates (Barranco et al.,, 2015b), suggests that PON1 may be originated from either the
testicles or the epididymis. Even though ejaculates of bulls do not have distinct portions, as
occurs in boars, the positive correlation of the activity of serum PON1 with the ejaculate color
(a subjective indicator of sperm concentration), apparently corroborates the hypothesis of the
testicular/epididymal origin of the seminal plasma PON1, which is to be confirmed by future
research. An unbalanced activity of PON1 may result in oxidative stress at testicular level (Rego
et al., 2014; Barranco et al., 2015a). Therefore, excessive formation of ROS may occur, leading
to damages in spermatozoa’s membrane and DNA (Bucak et al.,, 2008). Such detrimental
effects on spermatogenesis likely result in negative effects on seminal traits that are
detectable in conventional breeding soundness evaluations (Fitzpatrick et al., 2002). As
suggested by our results, bulls with greater PON1 activity in the seminal plasma may present
ejaculates with increased volume and improved sperm mass activity, motility, vigor and
viability. Such traits are correlated among themselves and have moderate repeatability
(Fitzpatrick et al., 2002), but, individually, their correlations with field fertility are commonly
poor (Johnson, 1997), indicating that precise evaluations of fertility should be based on several

combined assays (Kastelic & Thundathil 2008). Thus, although PON1 may qualify as a candidate
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marker for bull sperm quality, potential associations with subsequent fertility still require
further investigation.

The expression of the three paraoxanases was confirmed in all samples by the
amplification of the gene GAPDH and the specificity of the amplified fragments was confirmed
by both the size of the amplicons estimated through the comparison with the DNA marker and
by the inexistence of unspecific bands. Distinct levels of enzymatic activity may be genetically
driven by polymorphisms in the promoting and encoding regions of the PON1 gene, as
observed in humans (Padungtod et al., 1999; Camps et al., 2009) and in cows (Silveira et al.,
2015). The PON1 55M, PON1 192R and PON2 311C alleles are associated with the activity of
the PON1 and with increased levels of oxidative stress in men’s seminal plama (Lazaros et al.,
2011). However, the presence and the activity of the PON2 and PON3 in the seminal plasma
and in spermatozoa of bulls still need to be determined, since only the expression of the mRNA

of such enzymes was investigated in the present study.

Conclusions
The PON1, PON2 and PON3 were expressed in the testicular parenchyma of bulls. As
the PON1 activity in the seminal plasma was positively correlated with some breeding

soundness traits, PON1 may be a potential marker for bull sperm motility and viability.
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FIGURE 1 Correlation between the activity of the Paraoxanse 1 (PON1) enzyme in the seminal plasma

and sperm motility of bulls - Experiment 2*
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TABLE 1 Initiators used for gene expression analyses - Experiment 1*

Gene Sequence Amplicon bp Access number
PON1 ACTCCATTGAAGTCTCTGGACTG NM_001046269.2
191
ACCACCGTAACTTTGGGTTCT
PON2 TCTCTTTGTTGTAAACCACCCA NM_001013588.1
148
ATGTTCTGGTCCAACAGCTATGA
PON3 TGTTGATCCTGACACGGGAG NM_001075479.1
122
CAGACAAAGCGTTCCGGATG
GAPDH GATTGTCAGCAATGCCTCCT NM_001034034.
94
GGTCATAAGTCCCTCCACGA
*F: Forward primer; Reverse primer
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305

306  TABLE 2 Descriptive statistics for parameters of breeding soundness evaluation for bulls -

307 Experiment 2

Parameter n Mean SD
Ejaculate color (1-5) 95 2.8 1.0
Ejaculate volume (mL) 95 2.8 2.5
Sperm mass activity (0-4) 58 2.5 1.1
Sperm motility (%) 109 62.5 19.4
Sperm vigor (1-5) 109 3.1 0.9
Sperm viability (%) 110 75.1 24.5
Sperm normal morphology (%) 110 84.8 13.8
Scrotal circumference (cm) 110 37.6 3.1

Live weight (kg) 95 601.0 64.8




TABLE 3 Correlations among the activity of the Paraoxanse 1 (PON1) enzyme and parameters of breeding soundness evaluation for bulls - Experiment 2*

71

Parameter n Serum PON1 P Seminal plasma PON1 P
Ejaculate color (1-5) 95 -0.03 0.76 0.27 <0.01
Ejaculate volume (mL) 95 0.20 <0.05 0.17 0.10
Sperm mass activity (0-4) 58 0.10 0.46 0.27 0.04
Sperm vigor (1-5) 109 0.03 0.78 0.28 <0.01
Sperm viability (%) 110 0.04 0.70 0.24 <0.01
Normal sperm morphology (%) 110 -0.14 0.15 -0.12 0.12
Scrotal circumference (cm) 110 -0.10* 0.30 -0.03* 0.76
Body live weight (kg)* 95 -0.14 0.18 -0.02 0.84

*Pearson’s coefficient. All other correlations were determined using the Spearman’s coefficient for non-parametric data.



4 Consideragdes Finais

A avaliacdo da fertilidade dos reprodutores a partir da utilizagcdo dos testes
atualmente disponiveis no exame andrologico proporciona limitada correlagdo com a
fertilidade in vivo.

No primeiro artigo, os valores estimados para a herdabilidade apresentaram
magnitude moderada a superior, demonstrando que € possivel a obtencdo de
ganhos genéticos a partir da selecdo. A predicdo de valores genéticos utilizando
informacBes gendmicas pelos métodos indice de selecédo e single-step possibilitou
ganhos de acurécia. Os resultados obtidos, nas populac¢des avaliadas, indicam que
a SG pode ser utilizada como ferramenta para melhorar os ganhos genéticos e
reduzir o intervalo de geracdes.

Com base nos resultados do segundo artigo, podemos verificar que as PON
1, 2 e 3 sdo expressas no parénquima testicular dos animais analisados. Além disso,
observou-se expressdo da PON 2 e 3 na cabeca do epididimo, e PON 3 na cauda
do epididimo. A PONL1 apresentou correlagdes positivas entre a atividade no soro e
no plasma seminal com caracteristicas reprodutivas avaliadas in vitro durante o
exame androldgico.

Além da SG, com base nos gendtipos disponiveis, é possivel a avaliacdo de
regides do genoma associadas com a caracteristica estudada através de Estudo de
Associacdo Genémica Ampla (GWAS). A partir dos resultados obtidos sera possivel
ampliar o entendimento sobre regides do genoma e genes associados com a
caracteristica. Quanto as paraoxonases, os dados sugerem que estudos mais
robustos sejam realizados como avaliacdo do nivel de ROS e antioxidantes totais
associados a indicadores de fertilidade in vivo (taxa de ndo retorno ao cio ou taxas
de prenhez). Desta forma, sera possivel a avaliacdo destas como marcadoras de
fertilidade de touros.

A partir dos resultados obtidos e estudos sugeridos sera possivel a obtencao
de informacdes relevantes sobre marcadores associados com caracteristicas de

fertilidade dos touros.
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Anexo



UFPel

Comssho de Efca em Expesmentagto Animal

Pelotas, 27 de margo de 2015

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Professor Thomaz Lucia Jr

Faculdade de Veterindria
Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Identificacio de marcadores
moleculares associados a caracteristicas reprodutivas em touros Hereford e
Braford”, processo n°23110.001943/2015-01, sendo de parecer FAVORAVEL a sua
execugdo, considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os
principios éticos em experimentagdo animal e com os objetivos propostos.

Solicitaiaos, apds tomar cilacia do parecer, reenviar o processo & CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagio Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n® CEEA 1943-2015).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

Atentiosamente,

('hf/fé:\ ol A

Prof. Dr. Evertén Fagonde da Silva
esilente da CEEA

Ciente em: / /2015

Assinatura do Professor Responsavel:
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