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Apresentacao

As publicacdes técnicas da Série Embrapa sdo importantes
veiculos de informacéao, destinada a produtores, técnicos, empresarios do
agronegécio, pesquisadores, estudantes e publico em geral interessados
nas tecnologias desenvolvidas pela Empresa e seus colaboradores. Trata-
se de publicacGes com distintas caracteristicas, objetivos e publico alvo,
tais como: Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento; Documentos; Circular
Técnica; Comunicado Técnico; Sistemas de Producéo; Livro e outros.

A Embrapa Pecudria Sul utiliza este veiculo para comunicar suas
tecnologias produzidas, recomendacdes, praticas agricolas e resultados de
pesquisa e desenvolvimento, direcionando ao publico interessado
informacodes ligadas a producao de forrageiras e pastagens, bovinocultura
de corte e leite e ovinocultura dos campos sulbrasileiros. E com satisfacdo
que oferecemos mais esta obra, destacando recente trabalho desenvolvido
pelo Centro da Embrapa, em Bagé, em beneficio a sustentabilidade da
pecudria sulina.

Esta publicacdo relata a importancia dos estudos de associacao
gendmica, aplicada a producdo animal, e métodos que permitem identificar
genes ligados a melhores desempenhos produtivos, reprodutivos, animais
mais tolerantes a determinada doencga ou parasita, entre outros; resultando
na implantacao de testes genémicos que auxiliam criadores na selecéo de
animais com maior potencial genético.



Esperamos que os leitores desfrutem deste Documento e
sugerimos que, em caso de maior interesse no tema abordado ou
necessidades de esclarecimentos, realizem o contato com nosso setor de
atendimento ao cliente (SAC), acessando www.embrapa.br/fale-
conosco/sac/ou pelo fone (53) 3240-4650. A Embrapa tera o maximo
prazer em atendé-lo.

Atenciosamente,

Alexandre Varella
Chefe-Geral
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Introducao

Desde o inicio deste século, especialmente depois de finalizado o
sequenciamento do genoma bovino (ELSIK et al., 2009), os avancos na
biologia molecular e as inovacdes de sequenciamento de DNA (acido
desoxirribonucleico) e de genotipagem resultaram em reducdes nos
custos e rapidez na prospeccao de marcadores do tipo SNPs (Single
Nucleotide Polimorphism) e geracdo de dados genéticos de animais. As
inovacoes biotecnoldégicas que permitiram a rapidez, automacao e
reprodutibilidade no acesso a milhares de gendétipos favoreceram entéo,
a selecdo assistida por marcadores e estudos de associacdo em escala
gendmica (GODDARD; HAYES, 2009; MEUWISSEN et al., 2001).
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Uma das grandes vantagens dos marcadores SNP é a facil conversao
dos ensaios entre diferentes plataformas. Diferentes tecnologias para
genotipagem de SNPs nessa escala tém sido apresentadas muito
rapidamente por diferentes empresas (lllumina — BeadExpress,
ABI/BioTrove OpenArrary, ABI-SNPlex, ABI-TagMan, etc.) (CAETANO,
2009). Dentre os chips disponiveis no mercado para genotipagem de
bovinos em larga escala, citamos:

* lllumina High Density Bovine Bead Chip Array (777.962 SNPs);

o Affymetrix Axiom Genome Wide BOS 1 Array (648.874 SNPs);

« BovineSNP50 da lllumina (54.609 SNPs) (MATUKUMALLI et al.,
2009);

* BovinelLD (6.909 SNPs) (BOICHARD et al., 2012).

A incorporacao das informacdes genémicas na estimacao dos valores
genéticos resulta em DEPs gen6micas, que se referem a diferenca
esperada no desempenho da progénie de um animal, aprimorada pela
gendmica, em comparacao com a performance média das progénies de
todos os animais em avaliacdo. Melhores acuréacias de predicdo na
estimativa destas DEPs vém sendo almejadas, testando-se diferentes
metodologias para estimacdo de efeitos dos marcadores relacionados a
uma determinada caracteristica e modelos de equacdes preditivas para
animais candidatos a selecéo.

Por sua vez, os estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS)
possibilitam a identificacdo de regides cromossdmicas e SNPs que
explicam parte da variacdo genética de determinado fendtipo e se
baseiam na suposicdo de que uma mutacao causativa para tal estd em
desequilibrio de ligacdo com marcadores adjacentes nas diversas
familias de uma populacdo. De maneira pratica, estudos de associacao
gendmica ampla permitem identificar genes ligados a melhores
desempenhos produtivos, reprodutivos, animais mais tolerantes a
determinada doenca ou parasita, entre outros; resultando na
implantacédo de testes gendmicos que auxiliam criadores na selecédo de
animais com maior potencial genético.

09
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Os testes genOmicos utilizam marcadores mais informativos na
expressdo de determinados fendtipos e tém o potencial de detectar
quais animais apresentam as melhores formas alélicas relacionadas ao
maior ou menor valor de uma caracteristica. Com uma pequena amostra
de tecido do animal (pelo, sémen ou sangue), em qualquer fase de vida,
pode-se extrair seu DNA e submeté-lo a avaliacdao. Contudo, para se
propor testes genémicos, estudos de associacdo que contam com uma
significativa amostragem tanto de gendtipos, quanto fendtipos, devem
ser primeiramente desenvolvidos mediante métodos estatisticos
adequados.

Abordagem estatistica

E preciso estar atento as limitacées impostas por alguns modelos
genéticos e métodos estatisticos comumente utilizados no estudo de
predisposicées genéticas (CAMPOS et al., 2010) ou caracteristicas
quantitativas, associadas a determinado fenétipo. Os modelos de
regressao de marcador Unico (SMR), por exemplo, se destacam como a
forma mais comum para estudar a associacao entre marcas e QTLs -
Quantitative Trait Loci, que identifica um segmento de DNA (/ocus)
relacionado com a variacdao em um fenétipo (caracteristica quantitativa),
em que o efeito de cada marcador (ou SNP) é estimado individualmente.
Desta forma, nas abordagens estatisticas classicas, a associacdo entre
um marcador e uma determinada caracteristica pode ser testada com o
modelo:

y=1u+Xg+e,
Em que y é o vetor das observacdes (valores fenotipicos),
1,é um vetor de 1satribuido a média,

X é a matriz relacionando cada valor fenotipico com o marcador
(Gendtipo),

g é o efeito do marcador,
e é o vetor do residuo (~ N(O,
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Este método normalmente é aplicado quando se assume que apenas
poucos genes afetam determinado fenétipo. Portanto, este pode nao ser
satisfatério na aplicacdo em muitas caracteristicas economicamente
importantes na pecuaria, ou seja, aquelas afetadas por um grande nimero
de genes de pequenos efeitos e pelas interagGes entre eles.

Por outro lado, estudos em escala genémica consideram relativamente
muitas covariaveis no modelo (p), ou marcadores, para poucas
observacodes (n). Este tipo de situacido é encontrado em qualquer tipo
de aplicacado da estatistica em que é dificil e/ou oneroso obter
observacoes (fendétipos), mas que, por outro lado, é facil realizar uma
grande quantidade de medicdes (gendtipos). Os p-valores, inerentes as
andlises estatisticas classicas e amplamente utilizados para inferir
associacoes, possuem determinada limitacdo de acordo com Stephens
e Balding (2009, p. 681):

é dificil de quantificar com base em um p-valor o quao
confidvel é a inferéncia de que um dado SNP esta
verdadeiramente associado a um fendtipo. Além disso, o
mesmo p-valor computado para diferentes SNPs ou em
diferentes estudos pode ter diferentes implicacGes para uma
verdadeira associacao plausivel, dependendo dos fatores que
afetam o poder do teste, como MAF (minor allele frequency) e
numero amostral. Isto porque, a verdadeira associacdo ndo
depende somente da hipdtese nula - de que nao existe
associacdo entre o SNP e o QTL (a mesma para todos os
testes)- mas também, da hipotese alternativa (que difere entre
um teste e outro).

Desta forma, modelos Bayesianos tém sido propostos como alternativas
para contornar a complexidade das analises de dados em niveis
gendmicos. Os métodos bayesianos tém propiciado novas perspectivas
para as questdes relacionadas a estimacado de componentes de variancia
e de parametros genéticos, pois diferentes graus de incerteza relativos a
determinado parametro podem ser inferidos por meio de um modelo
estatistico a priori, o qual considera tanto as observacdes, quanto os
parametros, como quantidades aleatdrias. Os métodos de
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Markov Chain Monte Carlo (MCMC), dentre os quais se destaca a
Amostragem de Gibbs, podem ser utilizados como uma ferramenta de
forma a propiciar a inferéncia bayesiana. O algoritmo de Gibbs é
aplicado para gerar um valor para cada parametro desconhecido e
apresenta facil implementacao, principalmente quando comparado a
algoritmos baseados em processos nao derivativos, uma vez que 0s
resultados permitem gerar distribuicdes a posteriori marginais
completas, a partir das quais sdo obtidas as estimativas dos
componentes de varidncia e parametros genéticos (FARIA et al., 2007).

Assim, esta abordagem pode auxiliar na busca por genes candidatos,
quando aplicados em estudos de associacao, permitindo investigar a
arquitetura gendmica envolvida na expressao de diversos caracteres,
bem como na identificacao dos efeitos relativos a cada marcador; o que
ajuda a predizer o valor genético gendmico final do animal.

Passo-a-passo de uma analise
Bayesiana para associacao
gendmica utilizando o programa
genSel:

Em contraste as estratégias que testam a associacdo de cada marcador
individualmente com a caracteristica de interesse, métodos Bayesianos
tém a prerrogativa de testar todos os marcadores simultaneamente
como efeitos aleatérios e assim, serem capazes de capturar a maioria da
variancia genética explicavel pelos marcadores.

Andlises de associacdo Bayesianas requerem informacdes genotipicas e
fenotipicas, um modelo que descreva os fatores que influenciam o
fendtipo e especificacoes de distribuicoes a priori. Dentre os métodos do
“alfabeto” Bayesiano, Bayes A, Bayes B, Bayes C, Bayes Cn e Bayesian
Lasso que vém sendo propostos para calcular a predicao dos efeitos dos
marcadores (HABIER et al., 2011), no presente documento,
concentramos nos trés primeiros métodos citados, uma vez
disponibilizados no programa GenSel para GWAS.
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Arquivos necessarios

O programa GenSel é extensivamente utilizado para estudos de
associacdo em que informacdes de gendtipos e fendtipos geram
estimativas de efeitos dos SNP bem como valores genéticos
moleculares. O programa foi escrito por Rohan Fernando e
implementado por Dorian J. Garrick no projeto Bioinformatics to
Implement Genomic Selection (BIGS), em lowa State University.

O programa é controlado por um arquivo de parametros (cartao de
parametros) e requer que os dados sejam organizados em formatos e
arquivos especificos para cada tipo de informacéao (fenétipos, gendtipos,
mapas etc.). A seguir descrevemos o conteldo e estrutura para
preparacao dos arquivos necessarios.

O arquivo de genétipos deve ser preparado como mostra a Tabela 1. A
primeira linha de cabecalho contém as informagdes do conteldo de cada
coluna do arquivo de dados, em que a primeira coluna especifica as
identificacbes dos animais, e nas demais colunas os nomes dos SNPs
consecutivamente. Os valores das covariadveis (gendétipos) séo
identificados por -10, O ou 10 para genétipos AA, AB ou BB,
respectivamente. Gendtipos perdidos sao identificados pelo nimero 5.
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No programa GenSel, o item markerFileName das opcdes de comandos
especificadas no arquivo de extensdo “.inp” (arquivo/cartdo de
parametros ou /nput) é utilizado para identificar o nome do arquivo de
gendtipos preparado. O nome do arquivo com o mapa das localizacoes
gendmicas dos marcadores (Tabela 2) é identificado por mapOrderFile-
Name. E importante destacar que o nome da primeira coluna do arquivo
de mapa deve ser igual ao nome da primeira coluna no arquivo de
genotipos para referenciar corretamente as informacdes nas analises
(ver coluna “ID.bt"”, Tabelas 1 e 2).

Tabela 2. Exemplo de um arquivo de mapa do GenSel representando 4
marcadores SNPs localizados no cromossomo 1 (BTA1) de bovinos. ID.bt indica
a coluna de nomes dos marcadores; BTA_chr indica o nimero do cromossomo
que o marcador pertence; BTA pos indica a posicdo exata em pares de bases do
marcador no cromossomo; chip# indica a sequéncia de ordem de cada marcador
utilizado.

@

Hapmap43437-BTA-101873 1 135098 1
ARS-BFGL-NGS-16466 1 267940 2
ARS-BFGL-NGS-105096 1 353745 3
Hapmap34944-BES1 Contig627 1906 1 393248 4

ID.bt indica a coluna de nomes dos marcadores.

O GenSel ajusta o modelo misto que inclui os coeficientes de regressao
aleatérios nao correlacionados para cada loci representado no arquivo de
genodtipos. Todos os outros efeitos, exceto o residual, sdo assumidos
como fixos e sdo especificados por meio do cabecalho no arquivo de
fenétipo. O modelo indicara os fatores a serem incluidos na andlise, como
apresentaremos a seguir.

15
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No cabecalho do arquivo de fendtipos, simbolos sdo usados no titulo
para definir o tratamento que serd dado pelo programa aos dados
daquela coluna. O simbolo # logo apés a palavra de um cabecalho de
coluna indica que os dados desse parametro ndo serdo considerados. O
simbolo $ significa que a coluna corresponde a varidveis classificatérias
(valores alfanuméricos). Os fendtipos podem ser medidas diretas ou
indiretas das caracteristicas de interesse, com, por exemplo, valores
genéticos estimados (EBV) ou derregredidos (DEBV) dos individuos
genotipados a serem considerados nas andlises de associacéo.

O arquivo de fenétipos deve conter a identificacdo de cada animal na
primeira coluna e os dados da caracteristica na segunda coluna, como
mostra a tabela 3. A coluna indicada como rinverse denota valores que
serao utilizados como elementos da diagonal da matriz de pesos ou
ponderadores para andlises que envolvem variancia residual
heterogénea.

Tabela 3. Exemplo de um arquivo de fendtipos utilizando-se informacdes de
EBVs derregredidos e seus respectivos pesos (rinverse).

00000208FSB-M  -0.6499 1.8701

0000408FSB-F 0.4754 1.8698
0000608FSB-M -0.490 1.8558
00000808FSB-F -0.074 1.8698

Os resultados ou arquivos de saida do programa (outputs) sdo gerados
na pasta de trabalho indicada e apresentam diferentes extensdes como
apresentado a seguir.
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Passo-a-passo para as analises

Estimacado de componentes de varidncias:

Para a obtencao dos valores genéticos dos animais, estimados e/ou
derregredidos, é necessario que as diferencas entre o valor predito e
verdadeiro de um animal sejam minimizadas e, para isso, 0s
componentes de variancia precisam ser estimados de forma acurada.
Portanto, esse é primeiro passo da sequéncia de anélises preliminares
antes de rodar o Gensel.

E muito importante identificar um método estatistico adequado e que
melhor reflita o comportamento biolégico das caracteristicas estudadas.
Neste contexto, véarios procedimentos de estimacdo dos componentes
de variancia ja foram sugeridos para aplicacdo no melhoramento animal.

Alternativamente a aplicacao dos métodos frequentistas nas andlises
genéticas, procedimentos bayesianos tém sido propostos na aplicacao
do modelo de touro (WANG et al., 1993), modelo animal (VAN
TASSELL; VAN VLECK, 1996), modelo de limiar para dados categéricos
(VAN TASSELL et al., 1998) e na obtencdo da resposta a selecao
(SORENSEN et al., 1994). Atualmente, a maioria dos programas de
melhoramento utilizam equacdes de modelos mistos sob um modelo
animal para estimacdo dos componentes de variancia e valores
genéticos, incluindo além dos efeitos aditivos de animal, os efeitos
maternos aditivos, de ambiente permanente materno e/ou de ambiente
permanente do animal. O modelo estatistico mais completo, em notacado
matricial, pode ser representado da seguinte forma:

y=Xb +Zu + Wm + Spe + e

Em queyé o vetor de observacdes, X, Z, W e S sdo as matrizes de
incidéncia que relacionam as observacdes aos vetores b de efeitos fixos,
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u de efeito aleatério genético direto, m de efeito aleatério genético
materno e pe de efeito de ambiente permanente, e e é o vetor dos efeitos
aleatédrios residuais.

As pressuposicoes assumidas nesses modelos estdo descritas abaixo:

u 0 u 6IA o¢,A 0 0

m 0 A o6lA 0 0
EW=Xb, B (=] | var| ™ |<|Om® O O

pe| |0 pe 0 0 Io, O

e 0 e 0 0 0 Io’

e

Em que 012, € a variancia genética aditiva, 6, =06, € a covariancia
genética aditiva entre os efeitos diretos e maternos, cfn é a variancia
genética aditiva para os efeitos maternos, 626 é a variancia devido aos
efeitos ambientais permanentes, 62 é a variancia residual, A é a matriz
de parentesco de Wright e I é uma matriz identidade.

No Brasil, o primeiro estudo que utilizou a inferéncia bayesiana na
estimacao de componentes de variancia, para caracteristicas produtivas
em bovinos, foi realizado por Magnabosco et al. (1997). A aplicacao dos
métodos de Cadeia de Markov de Monte Carlo (MCMC), dentre os quais
se destaca a Amostragem de Gibbs (GS), é o que propicia a inferéncia
bayesiana. O algoritmo de Gibbs é aplicado para gerar um valor para
cada parametro desconhecido e apresenta facil implementacao,
principalmente quando comparado a algoritmos baseados em processos
nao derivativos, uma vez que os resultados permitem uma inferéncia
que gera distribuicOes posteriores marginais completas, a partir das
quais sdo obtidas as estimativas dos componentes de varidncia e
paradmetros genéticos.

Um conjunto de alternativas para a estimacdo dos componentes de
variancia sao os programas da familia Blupf90, utilizando-se o software
Gibbs1f90 ou Gibbs2f90 (MISZTAL et al., 2002) para andlise de
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caracteristicas com distribuicdo normal e o Thrgibbsf90 (MISZTAL et
al., 2002) para dados categéricos. O tamanho das cadeias deve ser
considerado de acordo com os dados analisados (p. ex.: 800.000
ciclos, aquecimento de 200.000 e tomada de amostras a cada 20
rodadas; ou 41.000 ciclos, com 1.000 de aquecimento e amostragens
a cada 40 iteracdes etc.). Para estimacao a posteriori utiliza-se o
software Postgibbsf90 (MISZTAL et al., 2002). A convergéncia pode
ser verificada através de inspecdo grafica, valores amostrados x
iteracdes, e com o critério proposto por (GEWEKE, 1991) por meio do
pacote BOA do programa R, versdo 2.10.1 (SMITH, 2007).

Geralmente, antes da estimacdo dos componentes de (co)variancias,
sdo realizadas consisténcias no conjunto de dados, como, por exemplo,
para as caracteristicas continuas sdo excluidos grupos contemporaneos
com menos de cinco animais e medidas com 3.5 desvios-padrao acima
ou abaixo da média do seu grupo e para as caracteristicas categoéricas,
sdo eliminados grupos sem variabilidade.

Estas andlises prévias sao efetuadas geralmente usando métodos
tradicionais, em que sao utilizados somente dados de pedigree e
fendtipo. Embora nada impeca o uso de gendétipos desde esta etapa, em
geral, estes sdo incorporados mais adiante somente nos estudos de
associacao genémica ampla (GWAS).

Correcao dos fenétipos

Sabe-se que as avaliacoes de selecdo gendmica ampla (GWS) requerem
trés populacdes definidas: treinamento, validacédo e selecdo. As
equacdes de predicdo de valores genéticos gendmicos, obtidos pela
populacdo de treinamento, sdo testadas para verificar suas acuracias
nas amostras independentes, referentes a populacado de validacao. Para
computar essa acurdcia, os valores genéticos gendémicos sao preditos e
submetidos a uma andlise de correlacdo com os valores fenotipicos
observados. Esses fendtipos, por sua vez, devem ser corrigidos para os
efeitos ambientais e dos genitores, trabalhando-se basicamente com o
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efeito da segregacdo mendeliana derregredida, ja que o dado ideal para
a populacdo de treinamento deve ser o mérito genético verdadeiro de
individuos ndo aparentados. Sem essa correcao dos valores fenotipicos,
a acuracia da validacdo em uma amostra independente da populacao e,
também, em individuos de outras geracdes poderd ser subestimada
(RESENDE et al., 2012). Desta forma, os EBVs também utilizados para
andlises de associacao, podem ser derregredidos (DEBV) conforme
Garrick et al. (2009), sendo entao considerados equivalentes as
informacdes fornecidas pelos préprios registros dos individuos e dos
seus descendentes.

Esses DEBVs, por sua vez, serdo utilizados nos estudos de GWAS com
base no seguinte modelo de substituicdo alélica implementado no
software Gensel versdo 4.0 (FERNANDO; GARRICK, 2009):

K
Vi = #+2Mij9j + e
=
Onde

Yi = DEBV do individuo i
WL = Média da populagédo
k =Numero de marcadores SNPs no painel

M

; = Ndmero de alelos (O, 1 ou 2, ou seja, nimeros de alelo B no A/B
calling system) do marcador j no individuo i

g, = Efeito aleatério para o marcador j

€. = Residuo, com variancia heterogénea (dependendo da confiabilidade

1

da informacado do DEBV do individuo /)
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Variaveis categoricas

Frequentemente, caracteristicas utilizadas como critério de selecdo sdo
avaliadas fenotipicamente através da atribuicdo de escores visuais ou
categorias, como no caso da pigmentacdo ocular, pelame,
caracterizacao racial, facilidade de parto etc. Entretanto, por néo
apresentarem distribuicdo normal, certos cuidados devem ser tomados
quanto a metodologia empregada para a avaliacao genética destas
caracteristicas. As caracteristicas categoéricas, desta forma, violam
varias pressuposicdes existentes na metodologia dos modelos mistos e,
por isso, ndao devem ser analisadas através de um modelo linear, e sim
por um modelo de limiar (threshold) (GIANOLA, 1982).

O modelo animal de limiar assume que, apesar das categorias terem
uma distribuicdo observavel descontinua limitada pelos limiares (Figura
1), estas possuem uma variagcado subjacente, que é de origem genética e
ambiental, continua e com distribuicdo normal (FALCONER; MACKAY,
1996). Com o uso do software Thrgibbs1f90 é possivel realizar a
predicao de valores genéticos de forma mais fidedigna para variaveis
categéricas através do modelo de limiar.

Limiar 1

Limiar 2

Frequéncia
Escore 1

Escore 2

Escore 3

Distribuicao

Figura1. Distribuicdo de uma populacdo em uma caracteristica
de limiar contendo trés escores e dois limiares
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Escolha do método bayesiano para
estimacao dos efeitos dos
marcadores

Dois fatores principais discriminam alguns modelos Bayesianos
comumente utilizados:

1) o modelo pode ajustar efeitos aleatérios para todos os marcadores
simultaneamente (Bayes A), ou assumir um modelo de mistura que
classifica fatores aleatérios como pertencentes a uma de duas
distribuicdes utilizadas (Bayes B e C). Em um modelo de mistura, a uma
proporcao dos marcadores () atribui-se uma distribuicdo com efeito nulo, e
somente o restante dos marcadores (1-mt) que sdo amostrados como tendo
efeitos diferentes de zero e incluidos no modelo simultaneamente.

2) o parametro de varidncia assumido para os efeitos aleatérios pode ser
especificado para cada marcador incluido (ou seja, BayesA, BayesB), ou
comum a todos os marcadores (por exemplo, RRBLUP- ridge-regression
best linear unbiased prediction).

No GenSel, especifica-se o valor de m no cartdo de parametros através da
palavra chave probFixed usando, por exemplo, o valor 0.99. O parametro
T, que indica a proporcao de marcadores a serem considerados com efeitos
nulos na anélise (99%), e pode, se for do interesse do usuério ser estimado
utilizando os métodos Bayesianos numa extensdo do BayesC, referida
como BayesCn. Todos estes métodos podem ser especificados em cada
andlise na opcado analysisType Bayes e bayesType BayesA, BayesB,
BayesC ou BayesC do cartdo de parametros (input).

O cartao de parametros referente aos inputs das analises neste programa é
definido como segue o exemplo:

markerFileName ./input/genotypes.txt #indicarolocal e nome do arquivo de gendtipos

phenotypeFileName ./input/phenpredict_rd.txt #indicarolocal enome do arquivo de fenétipos
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mapOrderFileName ./input/map.txt #indicarolocal e nome do arquivo de mapa dos marcadores

linkageMap BTA #depende do arquivo de mapa: genoma bovino por exemplo, UMD ou BTA
addMaplinfoToMarkers yes #Resulta nainclusdo dos cromossomos e posigcées em pares de bases
aooutput

analysisType Bayes #Indicar o tipo de andlise (ou Predict, StepWise, generateData e LD)
bayesType BayesB #Indicar o método de andlise Bayesiana: BayesA, BayesB, BayesC ou
BayesCPi

chainLength 41000 #numero total de iteragées

burnin 1000 #numero de ciclos a serem ignorados

outputFreq 40  #numero de iteragBes para mostrar resultados (gerar amostragens). Default =
100

probFixed 0.99 #indicar proporg¢do de marcadores com efeitos nulos (r); neste caso, 99%
varGenotypic 0.0182 #indicarvaridncia genética da caracteristica estimada a priori

varResidual 0.0715 #indicarvaridncia residual da caracteristica estimada a priori

numMHIter 10 # numero de iteragées Metropolis-Hastings usadas na determinagdo da

varidncia para cada covaridvel pelos métodos BayesA ou BayesB. O valor 1 € considerado para BayesA e 10

para BayesB (default).

mcmcSamples yes #indicar nimero de iteragbes Metropolis-Hastings utilizadas para determinar a

varidncia de cada covaridvel nos métodos BayesA e BayesB
plotPosteriors ves #indicar se distribui¢bes a posteriori serdo plotadas no output

windowBV yes #formar janelas de 1 Mb com base no arquivo de mapas (computa varidncias
das janelas). Caso ndo utilize mapa, o nimero de marcadores em cada janela pode ser definido

(windowWidth 5, porexemplo)

FindScale no #indicar se o fator de escala serd estimado a partir dos dados (yes) ou se m serd

determinado a priori(no)

modelSequence yes #gerar um arquivo extra de output listando as covaridveis incluidas no modelo a

cada amostragem post burnin

isCategorical no #indicarse serdo utilizados dados categéricos (modelo de limiar)
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De acordo com os métodos BayesA e BayesB, cada SNP é considerado
como tendo um efeito de variancia especifico, que por sua vez
apresenta uma distribuicdo Qui-quadrado invertida X*(v, S) com graus de
liberdade v e escala S. Entretanto, a especificacdo a priori para os
efeitos dos SNPs em BayesB permite que uma proporcao de marcadores
tenham efeitos nulos, com probabilidade fixa de i, enquanto os outros
marcadores possuem efeitos com distribuicdo normal e variancia locus-
especifica, com probabilidade igual a 1-n. Por outro lado, com o
método BayesA todos os SNPs sao considerados no modelo, ou seja
n=0, para cada ciclo de Markov Chain Monte Carlo (MCMC).

O modelo estatistico utilizado para as andlises Bayesianas que estimar
os efeitos dos marcadores pode ser demonstrado por:

y= Z%(=1 8;m;g; + e,

Onde ) é o vetor de fenétipos (DEBV);

k ¢ o nimero total de SNPs analisados;

(Si é o indicador de quando o SNP 1 serpa incluido (§; = 1) ou excluido
(6; = 0) do modelo para dada interagdo da MCMC;

M. é o vetor de genétipos de um marcador 1, no caso do Gensel
codificado como -10/0/10 em vez do tradicional 0/1/2;

g, ¢é o efeito de substituicdo alélica do marcador 1 com sua prépria
variancia G; e um efeito nulo a priori com probabilidade m ou um efeito
diferente de zero com probabilidade 1-m, € é o vetor de residuos
aleatdrios normalmente distribuidos.
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No modelo BayesCn, a probabilidade de um SNP ter efeito nulo é
tratada como desconhecida e uma variancia de efeito comum é
assumida para todos os SNPs, enquanto para BayesA, Si é sempre
igual a 1. Geralmente, testa-se primeiramente a estimacéo dos efeitos
dos marcadores para todos os individuos com o método BayesC e
estimasse o valor de m na populacdo e caracteristica de interesse,
assumindo a priori que n=0.5, como proposto por Sun et al. (2011) e
outros (OLIVEIRA et al., 2014). Posteriormente, utiliza-se o valor
estimado (por.ex. média a posteriorior) em analises com o método
BayesB nas quais pode ser testada a estimacao dos efeitos dos
marcadores fixando-se m no valor estimado através do BayesCmn.

O método BayesC também tem sido utilizado em estudos de
associacao via GenSel e.g. (SCHURINK et al., 2012). Este método
assume variadncia comum para todos os SNPs no modelo e parece ser
menos sensivel as variancias genéticas determinadas a priori,
comparado com o método BayesB como descrito por Meuwissen et
al. (2001). Entretanto, diversos autores tém preferido a aplicacao do
método Bayes B e.g (CARDOSO et al., 2015; ONTERU et al., 2013;
SUN et al., 2011; WOLC et al., 2012) devido as melhores acurécias
de predicao obtidas, bem como devido ao fato de considerarem
diferentes variancias genéticas para cada marcador, o que se aproxima
das situacOes bioldgicas para caracteristicas quantitativas, permitindo
maior variacdo na magnitude dos efeitos de cada marcador (alguns
podem ter efeitos muito pequenos e outros efeitos maiores).

Todas as andlises no GenSel irdo gerar um resumo dos resultados de
acordo com o nome dado & anélise, por exemplo, “run_BBpi99.out1” (ver
quadro a abaixo). O sufixo “1” indica o nimero de vezes que gendtipos e
fendétipos foram lidos e que passaram pelo processo de filtro para
subsequente andlise indicada (no caso, BayesB com o valor migual a 99%
ou 0,99). Anadlises repetidas dos mesmos dados apresentarao sufixos na
sequéncia(2,3,4,5 etc.).
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read 3455 lines in text genotype file ./input/genotypes.txt
Binary genotype file ./input/genotypes.txt.newbin created
Merging animals with Phenotypes in ./input/phenotypes.txt with

Genotypes in ./input/genotypes.txt.newbin

mean of 2pg = 0.359515

Number of records read in genotype file: 3455

Number of records in phenotype file: 3455

Number of matching records: 3455

Number of marker loci in model: 41045

Number of fixed levels in model: 0

Warning : no fixed effects will inflate SSE and reduce heritability

if mean is not zero

Model Info:
Model Term Number of Levels
Markers 41045

O exemplo acima apresenta parte do resumo de output gerado a partir de
3.455 animais com dados de fendtipos e 41.045 gendtipos registrados
para cada individuo. Ndo foram identificados efeitos fixos uma vez ja
considerados quando calculados os valores de EBV (verWarning :).
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Regides cromossémicas ou janelas
e efeitos de marcadores

Os resultados dos estudos de associacdo ampla obtidos por meio do
GenSel sdo apresentados de duas formas principais: a) Através da
porcentagem da variancia genética explicada por cada segmento (janela)
cromossémico, composto por um conjunto de marcadores adjacentes
(Tabela 1) ou b) através dos efeitos referentes a cada marcador, em que
parametros da estatistica bayesiana (Model Frequency e t-like) e as
estimativas de seus efeitos sdo apresentados individualmente por
marcador (Tabela 2). Estudos de associacdo envolvem a localizacdo em
escala gendmica por fragmentos cromossOmicos que podem ser
caracterizados regredindo os dados de fendtipos por gendtipos
acessados. Para encontrar associacoes significativas, a estratégia
bayesiana utiliza amostragens das distribuicbes a posteriori dos efeitos
de gendtipos.

Utilizando-se milhares de SNPs (marcadores) a fim de inferir
associacoes, é esperado que marcadores proximos uns aos outros
estivessem altamente correlacionados, e que nem todo marcador
apresenta forte associacdo com a caracteristica. Considerando um
grupo de marcadores que flanqueiam determinada regidao gendémica, ou
janela cromossOmica, espera-se que a maior parte da variabilidade de
determinado loco de caracteristica seja explicada conjuntamente. Assim,
assumindo modelos de regressao multipla, as inferéncias de associacoes
podem ser baseadas em janelas cromossdmicas, e ndo em marcadores
pontualmente.

Relativamente ao total da variancia genética g existente, aquela fracéo
explicada pelos marcadores o2, pertencentes a uma janela (w) pode ser
definido por:

27



28

Aplicacdo de Métodos Bayesianos em Estudos de Associacdo Gendmica-
Ampla para Caracteristicas Complexas em Animais de Producédo

Em que,

n 2
o2 Lj=1 ;) 2 e
aw — n a
o [(Er i,
n 2
G2 = Yj=19j 2
a noa.
n— J=17) /n

Sendo que o componente do valor genotipico atribuido a janela
cromossémica w é definido por a,= M, g, onde M, é a matriz de gendtipos
dos marcadores (covaridveis) da janela w, e g, é o vetor de efeitos
destes marcadores.

Variancias genéticas das janelas sdo computadas multiplicando-se o
numero de alelos representados pelas covariavies (SNPs) consecutivas
de uma janela, pelos seus respectivos efeitos médios de substituicdo a
posteriori. Apds computar os valores genéticos destes SNPs (dentro de
cada janela) para todos os animais na populacao, a variancia destes
valores genéticos é entdo calculada. Janelas que contribuirem com
maiores variancias genéticas sao consideradas aquelas mais associadas
a caracteristica (PETERS et al., 2012).

No GenSel, as janelas cromossémicas sdo construidas baseando-se nos
cromossomos e posi¢cdes dos marcadores, em pares de bases, de acordo
com o arquivo de mapa (Tabela 2). Cada janela consiste de marcadores
localizados no mesmo cromossomo dentro de aproximadamente 1 Mb. A
palavra yes apos o parametro windowBYV (na especificagdo do arquivo de
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pardmetros) determina a formacdo destas janelas e o cdmputo de valores
de amostragens para as variancias dos valores gen6micos (genomic
breeding values, GBV) para cada janela. A frequéncia com que estas
amostragens sdo computadas é determinada na especificacdo do
parametro outputFreq. As amostragens individuais de variancias das
janelas, expressas como a propor¢ao de variancia genémica, sdo gravadas
em um arquivo de saida (output) para propdsitos de inferéncias (Tabela 1).

Um exemplo do resumo da estatistica para resultados de variancias das
janelas (output) esta na Tabela 4, considerando uma analises BayesB,
onde =0,99, utilizando marcadores numericamente codificados (start —
primeiro SNP representativo da janela e end- Ultimo SNP representativo
da janela). Neste exemplo, as quatro primeiras janelas, sequencialmente
enumeradas ao longo do genoma, sdo apresentadas ja em ordem
decrescente em termos de contribuicdo da varidncia explicada por cada
uma das janelas de 1 Mb. A janela mais representativa explica 1,67% da
variancia genética (% Var) e consiste de 17 marcadores (#SNPs). A
coluna p >0 reflete a proporcao de modelos em que esta janela foi
incluida e, portanto, explicando mais de 0% da variancia genética. A
coluna p > Average reflete a proporcdo de modelos em que esta janela
explicou mais do que o montante da variancia que poderia ser explicada
se todas as janelas apresentassem o mesmo efeito. Note que as trés
primeiras janelas, individualmente, explicam mais de 1% da variancia
genética relacionada a caracteristica avaliada, mas conjuntamente, as
quatro explicam 4,83%.

O GenSel também plota graficos das distribuicdes a posteriori das 10
maiores janelas em termos de porcentagens de variancias genéticas
explicadas, basta especificar yes ao parametro plotPosteriors.

Janelas consideradas significativas ou mais informativas para
determinada caracteristica avaliada podem ser consideradas QTLs
(Quantitative Trait Loci). Segundo (ONTERU et al., 2013), QTLs
candidatos podem ser considerados se a porcentagem esperada de
variancia genética contida em uma janela for pelo menos 5 vezes maior
do que 100%/n (n= numero de janelas propostas considerando todo o
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genoma. Para o genoma bovino UMD 3.1 sdo consideradas 2.519
janelas, ou seja, préoximo a 0,04%). Portanto, uma janela de 1 Mb que
explica pelo menos 0,2% da variancia genética pode ser considerada um
QTL. A Figura2 exemplifica uma forma de representacédo das janelas
identificadas ap6s a analise. Neste grafico, a porcentagem de variacao
explicada por cada janela é representada em um Manharttan plot.
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A Tabela 5 ilustra uma apresentacdo de parametros referentes a cada
marcador do arquivo de mapa/gendtipos. Suponhamos que a anélise de
50.000 marcadores SNPs considerou um valor de m igual a 0,99, o que
resultaria em média 500 SNPs com efeitos amostrados em cada ciclo da
cadeia de MCMC. Desta forma, uma estatistica importante de
considerar, é a proporcdao de amostragens que determinado
locus/marcador obteve efeito ndo nulo (1-n). Esta estatistica é
denominada de model frequency (proporcao de cadeias que incluiram
determinado marcador no modelo). Um marcador escolhido
aleatoriamente para n=0,95, seria esperado a priori ter 0,95
amostragens com efeito nulo e 0,05 amostragens com efeito diferente
de zero. Apds as andlises, marcadores mais informativos apresentariam
maiores valores de model frequency.

A segunda coluna da Tabela 5 (effect) identifica a média a posteriori dos
efeitos de substituicdo alélica (trocar um alelo B pelo alelo A). A coluna
EffectVar representa a média a posteriori das variancias dos efeitos do
locus. Window frequency (WindowFreq) indica a proporcao de modelos
que incluiram algum locus na janela, enquanto gene frequency (GenFreq)
é a frequéncia do alelo B. GenVar é a contribuicdo marginal deste locus
para a variancia genética, computado a partir da frequéncia alélica e
média a posteriori do efeito de substituicdo. EffectDelta 1 é a média a
posteriori do efeito do locus apenas daqueles modelos que o incluiram,
diferente da coluna Effect que considera todos os modelos, inclusive
aqueles que o marcador nao foi incluido e, portanto, teve efeito nulo.
Este valor, multiplicado pelo model frequency resulta no efeito da coluna
2. SDDelta 1 é o desvio padrao dos efeitos amostrado naquelas
iteracdes onde este locus foi incluido. O t-/ike é média a posteriori do
efeito amostrado dividido pelo seu desvio padrao quando incluido no
modelo. Este parametro ndo segue a distribuicdo t mas pode ser
também um indicador de marcadores com altos efeitos
consistentemente amostrados. A uUltima coluna, shrink, informa o
encurtamento (ou reducdo em direcdo a zero) da estimativa de modelo
misto para aquele locus relativo a sua estimativa de quadrados minimos.
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Desequilibrio de ligacao
Considerando a utilizacdo de marcadores genéticos em larga escala para
estudos gendmicos, podemos definir desequilibrio de ligacédo (LD) como
a propriedade na qual um alelo de um SNP é herdado em conjunto ou
esta correlacionado com o alelo de outro SNP dentro de uma populacao
(BUSH; MOORE, 2012). Para geneticistas de populacdes, o LD reflete
uma tentativa matematica de descrever mudancas na variacdo genética
dentro de uma populacdo pelo tempo. Isto porque, eventos de
recombinacdes acontecem a cada geracdao quebrando os blocos de
segmentos cromossdmicos. Em uma populacdo de tamanho fixo sob
acasalamentos ao acaso, quebras de partes justapostas dos
cromossomos (com alelos ligados) aumentam, devido aos eventos de
recombinacOes aleatdrias consecutivos, até que todos os alelos de toda
a populacdo estejam em equilibrio de ligacdo ou independentes.

Todas as medidas de LD propostas baseiam-se na diferenca existente
entre a frequéncia observada de co-ocorréncias para dois alelos (ou seja,
um haplétipo de dois marcadores) e a frequéncia esperada se os dois
marcadores fossem independentes. As duas medidas mais utilizadas sdo
a D' er’ (ALTSHULER et al., 2005; DEVLIN; RISCH, 1995). Para
propdsitos de analises genéticas, o LD é geralmente reportado em
termos de r’, uma medida estatistica de correlacdo. Assim, maiores
valores de r* (0-1) indicam que dois SNPs transmitem informacdes
semelhantes, uma vez que um alelo de um deles é sempre observado
com um alelo de um segundo SNP; entdo somente um dos dois precisa
ser genotipado para capturar a variacdo alélica. Essa informacao pode
ser usada para reduzir o nimero de marcadores e o custo da aplicacao
da informacao gendmica no melhoramento animal.

Existem diferentes programas computacionais, pacotes/funcdes do R
que permitem o célculo do desequilibrio de ligacdo entre marcadores a
partir de uma matriz de gendtipos, bem como representacdes graficas
elegantes dos blocos de ligacao (CLAYTON, 2012; PURCELL et al.,
2007; SHIN et al., 2006). A figura 3 exemplifica uma forma de
representacdo de anadlise de LD de uma janela cromoss6mica pelo
pacote do R LDheatmap (SHIN et al., 2006).
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Vale ressaltar que é importante entender como sdo mensuradas as
frequéncias de hapldétipos de determinada amostra, pois cada SNP é
genotipado independentemente e a fase de ligacdo ou cromossomo de
origem para cada alelo é desconhecida. Existem métodos bem
documentados para inferir fases de hapldtipos, quando utilizados ao
invés de marcas Unicas (BROWNING; BROWNING, 2011).
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Selecdo de marcadores mais
informativos

Marcadores SNPs selecionados especificamente para capturar a variacao
em diferentes regidoes do genoma sdo chamados de tag SNPs, pois
alelos destes SNPs “marcam” trechos ou pedagcos em LD. Ndo podemos
esquecer que padrdes de LD existem entre populacdes especificas, entre
racas, assim como tag SNPs selecionados a partir de uma populacéo
podem nao ser os mesmos em diferentes populacodes.

As estratégias de identificacdo destas marcas mais informativas (tag
SNPs) tanto dentro de determinadas populagdes, como para
caracteristica especificas, além das diferentes estratégias de validacao
destes, sdo cruciais em estudos de associacao.

De acordo com os resultados de parametros bayesianos gerados pelo
programa GenSel, e descritos anteriormente neste documento, a selecao
de marcas pode basear-se nos resultados de Model Frequency (MF,
proporcao de cadeias que incluiram determinado marcador no modelo),
t-like (TL, a razdo do efeito médio a posteriori somente das cadeias que
incluiram determinado marcador no modelo, dividido pelo desvio padrao
das distribuicdes destes efeitos), desequilibrio de ligacdo (DL) e
frequéncia do alelo menor (MAF - minor allele frequency). A seguir,
descrevemos as etapas de uma estratégia de selecdo de marcadores
desenvolvida por Sollero et al. (2017) para propor painéis de baixa
densidade para uso na selecdao genémica e os comandos utilizados no
Pacote R (R FOUNDATION FOR STATISTICAL COMPUTING, 2013):

1)  Selecionar janelas mais informativas (top Windows): janelas
que explicaram pelo menos 5 x 100%/n (n= ndmero de
janelas de 1Mb total no genoma) da variancia genética da
caracteristica (ONTERU et al., 2013);
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2) Determinar o valor minimo de MF (minMF) encontrado entre
todos os SNPs que apresentaram os valores maximos de MF

dentro de cada top window;

3) Selecionar somente SNPs incluidos nas top Windows com

valores acima do minMF;

4) Determinar o valor minimo para TL (minTL) observado entre

os SNPs selecionados no passo anterior;

5) Selecionar, dentre todos os SNPs das top Windows, além
daqueles selecionados de acordo com minMF (etapa 4),

aqueles acima no minTL (minMF + minTL);

6) Avaliar o DL (previamente calculado) entre pares de marcas
da lista final (minMF + minTL) definindo um limiar para

exclusdo de SNP; se acima deste valor (ex. DL 0,4);

7) Utilizar MAF como critério de desempate entre SNPs;

permanecendo aqueles com maior valor.

Obs: um exemplo completo de Script R para selecdo de marcadores é
apresentado no Anexo 1.
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Figura 2. Exemplo de um Manhattan Plot das porcentagens de variancias genéticas (% Var)
explicada por cada janela (regido cromossémica) para determinada caracteristica no
genoma bovino, como resultado do programa GenSel, apresentadas em ordem
cromossdmica (BTA1:BTA29). A linha define o limiar (0,2%), acima do qual, janelas sao
consideradas potenciais QTL. Eixo x apresenta os cromossomos autossomais de bovinos.
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Figura 3. Apresentacao grafica de uma janela cromossémica hipotética identificando
parametros t-like e Model Frequency para cada marcador, além do heatmap representado
pelas correlacdes entre marcadores (desequilibrio de ligacéo). (B) indica marcador mais
informativos segundo os critérios de selecdo de marcas estabelecidos; (*) indica marcador
excluido devido ao critério de desequilibrio de ligacéo.

37



38

Aplicacdo de Métodos Bayesianos em Estudos de Associacdo Gendmica-
Ampla para Caracteristicas Complexas em Animais de Producédo

Consideracodes finais

Estudos de associacdo gendmica ampla para caracteristicas zootécnicas
tém trazido oportunidades especialmente para a descoberta de variantes
causais. Além disso, ndo se pode esquecer que o conceito fundamental
de genome breeding values (GBV) ou valores gendmicos é que estes
resultam da soma dos efeitos aditivos dos QTLs de todos os QTLs que
influenciam determinada caracteristica, tornando ainda mais importante
a escolha dos métodos estatisticos na estimacao dos efeitos dos
marcadores antes das predicdes dos valores genémicos.

As estratégias de selecdo de marcadores (tag SNP) também vém
favorecendo a implantacao e aplicacdao de testes genémicos, os quais
abrem novas oportunidades quanto a praticidade e a reducdo dos custos
de avaliagbes gendmicas de animais em larga escala, propondo chips de
baixas densidades de marcadores.

Neste documento foram apresentados conceitos e comandos para
facilitar o emprego do Software Gensel nos estudos de associacao
gendmica ampla (GWAS) e programacdo em R para formar painéis de
baixa densidade usando os resultados do Gensel. Como isso, espera-se
que os leitores possam usar esta publicacdo como guia para identificar
regides gendmicas relacionadas ao desempenho de animais de
producao, bem como identificar os marcadores para compor painéis de
baixa densidade a serem usados na aplicacao pratica da selecdo
gendmica no melhoramento animal.
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Anexo

Linhas de comandos no programa R para selecao e
marcadores a partir dos resultados do GenSel:

#lmportando arquivos

mkrs <- read.csv("snp content.csv", sep=";", header=T)

#informacdes dos marcadores (t.like, #model freq., window, posicéao,
#cromossomos etc.)

1d <- read.csv("LD topwindows.csv", sep=";", header=T)
#matriz de LD entre os marcadores #identificados nas colnames e
#rownames.

# Valor maximo de Model Freq em cada janela (window)
TopMF W<-tapply (mkrs$ModelFreq, mkrs$Window.x, max)
summary (TopME W)

# Limiares:

# Menor valor entre os valores TopMF_W

minTopMF W<-min (TopMF W)

MEt<-minTopMF W

#Valor de LD acima do qual um dos SNPs é excluido
ldt<-.4



Aplicacdo de Métodos Bayesianos em Estudos de Associacdo Gendémica-Ampla
para Caracteristicas Complexas em Animais de Producéao 45

RARRAHRARRARRARRARRARRARRARRARRARRARRARRARRAHRAHRHHRH
# FUNCAO PARA SELECAO DE MARCAS #
HARRAHRARRAHRARRARRAHRARRARRAHRARRAHRRRHRAHRRHRHRHBRAHRH

subset mkrs<-function (MFt,1ldt) {

# Numero total de marcadores acima do limiar de model frequency (MFt)
print (paste ("N markers ModelFreg>=MFt:", sum(mkrs$SModelFreg>=MFt)))

# Distribuicao t.like dos marcadores com valores de model freq> MFt
summary (mkrs$t.like [mkrs$ModelFreg>=MFt])

# Numero total de marcadores acima do limiar de t.like além

daqueles > MFt
t.liket<-min (mkrs$t.like[mkrs$ModelFreg>=MFt])
print (paste ("N markers t.like >= min:" , sum(mkrs$t.like>=t.liket)))

# Combinando os dois critérios de selecdo

sum (mkrs$ModelFreg>=MFt | mkrsS$t.like>=t.liket)
topmkrsl<-mkrs$idx[mkrs$ModelFreg>=MFt | mkrs$t.like>=t.liket]
print (paste ("N markers before LD:",length (topmkrsl)))

# Avaliando LD
1d topmkrsl<-ld[rownames (1d) %in% topmkrsl,colnames (1d) %in% topmkrsl]
idx <- which(ld topmkrsl>ldt, arr.in=TRUE)
1d.idx<-1d topmkrsl[idx[,1],idx[,2]]
ld.mkrs<-data.frame (rownames (1d.idx), colnames (1d.idx),
diag(as.matrix (1d.idx)))
colnames (1d.mkrs)<-c ("mkr.x","mkr.y","1d")
cols<-c("idx","Window.x","BTA chr","BTA chr",
"MAF", "ModelFreq", "t.like")
ld.mkrs<-merge (1d.mkrs,mkrs[,cols],by.x="mkr.x",by.y="idx")
ld.mkrs<-merge (1d.mkrs,mkrs[,cols],by.x="mkr.y",by.y="1idx")
ld.mkrs

#Condicdes para avaliar exclusdo
fav.x<-(ld.mkrs$ModelFreqg.x>1d.mkrs$ModelFreq.y) +
(1d.mkrss$t.like.x>1d.mkrs$t.like.y)+

(1d.mkrs$SMAF.x>1d.mkrs$SMAF.vy)

#Remocao de SNPs

ld.mkrs$remove<-as.character (1d.mkrsSmkr.y)

idx<-! (fav.x>=2)

ld.mkrs$remove [idx]<-as.character (1d.mkrsSmkr.x[idx])
1d.mkrs
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#Painel de SNPs selecionados

keepmkrs<-topmkrsl[!topmkrsl %in% ld.mkrsS$remove]

print (paste ("Final N markers after LD:",length (keepmkrs)))
return (list (1ld.mkrs, keepmkrs) )

}

#Retornando o nimero de marcadores identificados/selecionados

set<-subset mkrs (min (tapply (mkrs$ModelFreq, mkrsSWindow.x,max)), .

#[1] "N markers ModelFreg>=MFt: .."

#[1] "N markers t.like >= min: .."
#[1] "N markers before LD: .."
#[1] "Final N markers after LD: .."
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