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DESENVOLVIMENTO DE UM PAINEL DE MARCADORES SNP DE B AIXA
DENSIDADE E ANALISE DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO DE
POLIMORFISMOS EM GENES CANDIDATOS EM BOVINOS DA RAC A
GIROLANDO

Autor: Ronyere Olegario de Araujo
Orientador: Alexandre Rodrigues Caetano, Ph.D.

RESUMO

Desenvolvimento de um painel de marcadores snp aea bdensidade e andlise de
desequilibrio de ligacdo de polimorfismos em gewasdidatos em bovinos da raca
Girolando. Ronyere Olegério de Araujo e Alexandoglifyues Caetano — Pesquisador PhD,
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Ba#3H. A crescente evolugdo de
tecnologias tornaram possivel analisar o genomavat@s espécies, compreender suas
funcbes dentro dos sistemas bioldgicos e, sobretiaoecar a entender os mecanismos que
controlam as interagfes entre os genotipos e aesfembientais que estdo envolvidos com a
expressdo de caracteristicas de interesse econ@nagjetivo deste trabalho foi desenvolver
e validar um painel personalizado a partir de usaende 384 marcadores SNP localizados
em genes candidatos que afetam caracteristicasradkigdio, doengas genéticas, e para
controle de parentesco, em animais da raga Girolabdn total de 576 animais foram
testados com o painel de 384 SNPs. Os SNPs saedsrioram usados para construir um
painel baseado na tecnologfaoldenGat®. Os dados brutos da genotipagem foram
analisados com o Mdodulo de Genotipagem do prog@ermeStudiov/2010.1, utilizando
parametros padrdo para clusterizagdo dos dadosddeSINP. Como critério de filtragem dos
SNPs e das amostras foram adotados os paramegpatagéo de Clusters, Frequéncia de
Genotipagem e a Taxa de Genotipagem. Apos apliaigstes critérios, o arquivo final ficou
composto de 249 SNPs e 419 animais. Apés aplicagdaritérios de filtragem, foi possivel
observar uma diminuicdo da proporcao de SNPs pditns (53,4%). Deste painel, 72 e 47
SNPs, estavam localizados nos cromossomos BTAOG AL#B respectivamente, e foram
utilizados para os estudos de desequilibrio dediga DL (parametroB’ er?) e construcéo

de blocos de haplétipos. As estimativas dos valoiesDL entre os SNPs variaram de
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moderada a baixa magnitude, entre si e entre ossBPara o parametrD’, a menor
estimativa foi obtida para o BTA15 (0,0954) e aangara o BTA24 (0,5311). Por outro
lado, o parametro® apresentou menor estimativa no BTA17 (0,0011)neaér no BTA22
(0,0834). Observou-se na populacéo estudada &esiatde 32 haplbtipos em seis regiées do
BTAO06, com frequéncias observadas variando de 0#10,970. O numero de SNPs
capturados TagSNPy no BTA6 variou de 2 a 4 entre as regides es@das e a distancia
entre eles variou de 75 a 70.177 pb. Para o BTA®4timativa de DL revelou a existéncia de
13 haplétipos em 4 regides deste cromossomo, capiéncias observadas variando de 0,023
a 0,589. Em geral, o numero de SNPs capturados astregides estruturadas no BTA14 foi
igual a 2 e a distancia entre eles variou de 225.284 pb, o que reduz em 50% os esfor¢os
no processo de genotipagem para cada uma dasgagdecas estruturadas. Os resultados
deste trabalho permitiram a caracterizagdo detastiside blocos de hapldtipos, em regides
genbmicas relacionados com caracteristicas deegserzootécnico em animais da raca
Girolando e poderdo ser utilizados em estudos decasdo entre essas regides com

caracteristicas produtivas.

PALAVRAS-CHAVE: blocos de haplétipos, ferramentas genbmicas, rdarea

moleculares rebanhos mestictzgsnps
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DEVELOPMENT OF A LOW DENSITY SNP MARKER PANEL AND L INKAGE
DISEQUILIBRIUM ANALYSIS OF POLYMORPHISMS IN CANDIDA TE GENES IN
GIROLANDO CATTLE

Author: Ronyere Olegario de Araujo
Advisor: Alexandre Rodrigues Caetano, Ph.D.

ABSTRACT

Development of a low density SNP marker panel amalyais of linkage disequilibrium of
polymorphisms in candidate genes in Girolando eatf®onyere Olegario de Araujo and
Alexandre Rodrigues Caetano - Research PhD, EmbMpaursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia/DF. Recent technologicaVattes made it possible to analyze the
genomes of several species, understand their &muiithin biological systems, and above all
allow for initial understanding of mechanisms tbantrol interactions between genotypes and
environmental effects that are involved in the espion of traits of economic interest. The
objective of this study was to develop and validateustom panel with 384 SNP markers
located in candidate genes affecting productioitstrgenetic diseases, and that could be usef
for paternity control in Girolando cattle. A totaf 576 animals were tested with 384 SNP
panel usingGoldenGat® technology on a BeadExpress platform. Raw genogydata were
analyzed with the Genotyping Module in the Genomdist platform v2010.1 using standard
parameters for clustering the data from each SN#a [Quality control and filtering was
performed usingthe following parameters: Clustegpasation, Genotyping Frequency and
Genotyping Rate. After application of those craetine final dataset was composed of 249
SNPs and 419 animals. After applying QC criteria, abbserved a decrease in the proportion
of polymorphic SNPs (53.4%). The panel containedar@ 47 SNPs from chromosomes
BTA06 and BTA14, respectively. Linkage disequilibri studies - LD (paramet& andr?)
and construction of haplotype blocks were perforntedimates of LD values between SNPs
ranged from moderate to low magnitude among theraseind between BTAs. For the
parameterD', the lowest estimate was obtained for the BTA1®984) and the highest
estimated in BTA24 (0.5311). Conversef§showed the lowest estimates in BTA17 (0.0011)
and higher in BTA22 (0.0834). A total of 32 haplo#g in six regions of BTA06 with
frequencies ranging from 0.011 to 0.970 were olekrvihe number of SNPs captured
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(TagSNPs) in BTA6 ranged from 2 to 4 between thacsired regions and the distance
between them ranged from 75 to 70177 pb. For BTA$timated LD revealed 13 haplotypes
in four regions of the chromosome with observeduencies ranging from 0.023 to 0.589. In
general, the number of SNPs captured between thetwted regions in BTA14 was equal to
2 (the ownTagSNPand the adjacent SNP) and the distance betweanrdmeged from 225 to

17284 pb, which could result in reductions of 508cgenotyping efforts for each gene
structured regions. These results allowed the cleniaation of haplotype block structures in
genomic regions related to traits of interest iro@indo cattle and will be useful for

performing association studies between the chaiaeteregions with production traits.

KEY-WORDS: crossbred cattle, genomic tools, haplotype blpak®lecular markers,

tagsnps



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA



1.1. INTRODUCAO

O setor lacteo tem grande importancia para o segnagmnopecuario brasileiro.
Nos ultimos anos, a industria leiteira do Brasihtapresentado crescimento continuo e
crescente. As projecOes divulgadas pelo Institugsiiiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
estima que em 2014 a produgédo de leite no Brgaildee36,75 bilhdes de litros de leite, valor
este que corresponde a um aumento de 5% em cor@ipaaag 35 bilhdes de litros de leite
produzidos em 2013 (IBGE, 2014). Com base nestasmacgdes, o Brasil destaca-se entre os
cinco maiores produtores mundiais de leite. Apdsarconsideraveis avang¢os observados no
arranjo produtivo do leite nos dltimos anos, agpeeassociados & melhorias da qualidade do
produto, bem como a produtividade dos rebanhogjaamepresentam desafios a serem

superados.

Tradicionalmente, cruzamentos entre animais dassBags taurus(européias)
com Bos indicus(zebuinos) (Pereira, 2008) tem sido amplamenteados por diversos
programas de avaliagdo e melhoramento genético, destaque, por exemplo, para a
formacado do mesti¢co Girolando (Nanzer, 2010). Afagédo dessa raga foi fundamentada em
atender a demanda de animais de alta producdoitdeeleadaptacdo ao clima tropical
(McManus et al., 2008), unindo a rusticidade denans da raca Gir (G) com a alta producao
de leite de animais da raca Holandesa (FHco et al., 2002). O direcionamento dos
cruzamentos entre essas ragas busca a fixacdadmpacial do bimestico, no grau de 5/8H
com 3/8G, objetivando um animal produtivo e padrado. A média atual de produgéo por
lactacdo (305 dias) das fémeas de raca Girolardd 3848 + 1.965 kg (Silva et al., 2013),

com o pico de sua producao estendendo-se atéass0le idade (Facé et al., 2005).



Até a ultima década, grande parte dos estudos deo$rmom espécies de
interesse zootécnico visou a identificagdo geneslatos génicos em regides que controlam
ou influenciam caracteristicas de importancia eouod, como os QTLsQuantitative Trait
Loci). Trabalhos iniciais com animais (Botstein et 4880; Maeda et al. 1989; Lonergan et
al.,, 1995) utilizaram marcadores moleculares doo tiRFLP Restriction Length
Polymorphism e posteriormente SSRSifnple Sequence Repgale tipo microssatélite para
construcdo de mapas geneéticos. A utilizagdo de adares moleculares em estudos de
desequilibrio de ligacdo, associacdo e mapeameet@tigo, assim como em ensaios
diagnosticos para deteccdo de doencas genéticas msbmorfismos associados a
caracteristicas de producdo, esteve limitada patomempo por restricbes tecnoldgicas.
Entretanto, segundo Caetano (2009), este cendriaperfeicoado a partir dos avancos
tecnolégicos obtidos na ultima década que gerammasnmetodologias de alto desempenho,
com maior acessibilidade e baixo custo, para pogs{ge caracterizagcdo e genotipagem de
marcadores SNPS{ngle Nucleotide PolimorphismsA utilizacdo e adequacédo destas novas
metodologias vém revolucionando os limites do apitamento de dados moleculares nos
estudos de prospeccédo de genes de interesse econ@aetano, 2009). Da mesma forma,
abriram-se novos horizontes para utilizacdo de slatdeculares nos processos de avaliagédo

genética e melhoramento animal.

Uma forma direcionada de se trabalhar com estedgpmarcador na busca de
resultados, com maior aplicagédo a curto prazogestodo de polimorfismos diretamente em
genes candidatos (Rothschild & Soller, 1997) qumdsenente desempenham alguma fungéo
biologica associada a caracteristica de inter®sses genes candidatos em bovinos ja foram
identificados e seus efeitos testados via assariem® caracteristicas quantitativas, como os
genes relacionados a proteinas do leite, resistéacpatdgenos e parasitas, producao e
composicdo do leite (Khatkar et al., 2004). A ass@® de genes candidatos com
caracteristicas fenotipicas pode ser realizadabas® em apenas um sitio polimorfico, dentro

dos préprios genes, ou em haploétipos dos genesdeaiosl (Lagziel et al., 1996).

Os estudos com genes candidatos requerem conhéosm@a fisiologia da
caracteristica de interesse, que podem néo esfaordveis ou até mesmo estar incompletos
na maioria das vezes. Em geral, existem diversoesgeandidatos para caracteristicas
quantitativas, e pode ser dificil a selecdo dodidatos para realizagdo dos estudos em
questdo. Além disto, genes que ndo sdo parte dertampes processos fisioldgicos

conhecidos podem ter efeito significativo sobrearessdo das caracteristicas em questédo. A



abordagem do gene candidato tende a ser eficiemerge quando a variacdo genética
causativa de variagdo fenotipica foi realmentetifiemda (Khatkar et al., 2004). Logo, 0s

resultados obtidos com essa metodologia deverms®pietados com cautela, uma vez que
associacdes significativas podem ser obtidas pseqiglibrio de ligacdo entre alelos do(s)

marcador(es) utilizado(s) com o(s) alelos nos geaasativos adjacentes (Andersson, 2001).

Metodologias mais recentes para genotipagem deachanes SNP apresentam
altos niveis de automacdo e acuracia e propor@onaeducdes drasticas nos custos de
geracdo de dados. Diferentes tecnologias ja es@ordveis para a realizacdo de ensaios de
genotipagem de SNPs de baixa densidade (de deaghasntenas de marcadores), média
densidade (de milhares a dezenas de milharesp e@aitsidade (de centenas de milhares a
milhdes). Os custos de geragédo de dados varianemavos (no caso de ensaios de baixa
densidade) a uma fracdo de centavo (no caso déogrdm alta densidade) por gendtipo
(Caetano, 2009). Chips validados pela comunidagietifica internacional estdo disponiveis
para genotipagem de bovinos, ovinos, suinos, eguifiangos, etc., e podem ser

desenvolvidos para qualquer espécie de interdgsmifia Inc., San Diego, Califérnia).

As tecnologias de genotipagem disponiveis atuakngetrmitem reducdes
expressivas, em relacdo as tecnologias anterinassnecessidades de infraestrutura para a
geracdo de dados moleculares com marcadores S4iPsdsdeve, principalmente, ao alto
nivel de padronizagdo das novas tecnologias, ena@eracdo dos dados gendmicos podem
ser adquiridos em laboratdrios multiusuarios ouavés de empresas terceirizadas,

especializados na geracéo desses dados.

O aumento sustentavel da produtividade e qualidadeprodutos gerados sao
de vital importancia para consolidar o pais dentne dos principais fornecedores de
alimentos de origem lactea no mundo. Além dissorescente busca por alternativas que
promovam a sustentabilidade do sistema de proddediojdas principalmente pelas questbes
ambientais, econdmicas e sociais, tornam-se alw®slais pesquisas. Assim, estudos com a
finalidade de melhor compreender os processosdicaé envolvidos na produgdo de leite
sdo fundamentais para o desenvolvimento de solugdrsldgicas inovadoras (Mello, 2010).
Identificar genes responsaveis pela producdo ectesizar sua variabilidade, € uma
abordagem efetiva para o incremento genético da egue devera prover subsidios para
aumentar a produtividade e a competitividade daugmé leiteira nacional (Mello et al.,
2012).



1.1.1. Justificativa

Ganhos em produtividade e aumentos na escala pracdto apontados como
0Ss mecanismos primordiais para garantia de efi@éacsustentabilidade dos sistemas de
producdo. Em busca da melhoria da produtividadeebanho, os cruzamentos entre racas
européias e zebuinas assumem grande importanaido semplamente utilizados para
melhorar a producéo de leite e a eficiéncia repreale adaptativa em ambientes tropicais e

subtropicais.

A crescente evolugdo de tecnologias tornaram pelsahalisar o genoma de
varias espécies, localizar e identificar espedifides na sequéncia do genoma, compreender
suas func¢des dentro dos sistemas biolégicos egtsiolar, comecar a entender os mecanismos
que controlam as interacdes entre 0s genotiposededss ambientais (Furlan et al., 2007).
Segundo estes mesmos autores, estudos sobre asrtmseulares da variabilidade fenotipica
abriram uma nova abordagem cientifica, caractesizaela multiplicidade das questdes
envolvidas, que resultou no surgimento de novaasade pesquisa, cujos conhecimentos
estdo sendo aplicados em diversos campos da l@plagtlusive na zootecnia. Assim,
considerando o impacto que tais conhecimentos téhresa compreensao dos fenébmenos
biologicos, é oportuno conduzir uma avaliagdo datergialidades de aplicagdo das
abordagens gendmicas, tais como estudos com gandglatos em pesquisas relacionadas a

producéo leiteira.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar painel customizado a
partir de um ensaio de 384 marcadores SNP localizath genes candidatos que afetam
caracteristicas de producdo, genes causadores alegado genéticas, e para controle de

parentesco em bovinos de aptidao leiteira.



f)

1.2.2. Objetivos especificos

Validar um painel com 384 SNPs derivados de gemeslidatos e

causadores de doencas genéticas na plataformanillBeadXpress
Estimar frequéncias alélicas na raca Girolando;

Caracterizar os blocos de haplétipos e o desequiltte ligacdo dos
SNPs localizados em um mesmo gene na raga Girglando

EstimarTagSNPsa partir dos polimorfismos encontrados nos blatmos
haplétipos;

Estimar o poder de identificagdo de Grupo Genétice marcadores

contidos no ensaio, na raga Girolando.

Estimar o poder de exclusdo de paternidade dosaghames contidos no
ensaio, na raca Girolando.



1.3. REVISAO DE LITERATURA

1.3.1. Caracteristicas Lacteas

Nos ultimos anos houve um aumento do interesseuaiidgde nutricional
diferenciada do leite e de seus derivados, prifrogate devido a competitividade das
indUstrias de laticinios no mercado internacionessa qualidade esta relacionada
principalmente aos seus constituintes, tais contmraentracdo de proteina e de gordura
(Ribeiro et al., 2000; Zanela et al., 2006; Rosal.e012).

Os genes codificadores das caseinas, principaisipas do leite, albuminas,
lactoglobulinas e também proteinas séricas, s@sidenados genes candidatos para producao
e qualidade do leite, seus componentes e, congeguemnte, também para caracteristicas de
habilidade materna da vaca, como peso a desmansa (Rd-ragoso, 2011). Além das
proteinas e dos lipideos, outra caracteristica iitapte para estudos de associacdo genética é
a mastite, que representa uma das enfermidades fragisentes em bovinos de aptidao
leiteira e uma das principais causadoras de quadss na qualidade quanto na produgéo de
leite total, causando significativas perdas moietdrara os produtores e laticinios no mundo
inteiro (Sodeland et al., 2011).

Com o aumento da acessibilidade de tecnologiascuales, os marcadores
moleculares vem sendo utilizados como ferramentdi@unos processos de selecéo. Logo, a
identificacdo de marcadores associados a regidgemama que contribuam para a variagao

das caracteristicas quantitativas (QTL) como praduge leite e de gordura, permitem a



selecdo de individuos com valores genéticos supsrioeduzindo assim, o custo e o tempo
requerido para a sua reproducdo e por consequé@ucigento da velocidade de resposta dos
programas de melhoramento. Portanto, os resultddosstudos de associagfes genéticas
poderiam ser utilizados para pré-selecionar tojoeens, candidatos ao teste de progénie,
aumentando assim os diferenciais de sele¢do, endarto intervalo de geragdo, o que

aumentaria os ganhos genéticos obtidos.

No Brasil, grande parte do leite produzido provémvecas leiteiras mesticas
que apresentam alta fragdo de genes das racasnagbularacteristicas quantitativas
complexas, de mensuracao tardia, baixa herdabdigadimitadas ao sexo tém sido mais
dificeis de serem melhoradas com base exclusivameat emprego do melhoramento
genético convencional. Nesses casos, 0s ganhosagsngoderdo ser acelerados mediante o

uso dos marcadores moleculares associados a leazsatteristicas quantitativas (QTL).

1.3.2. Sistemas de Cruzamento

A heterose, ou vigor hibrido, € um fendmeno no g@sahdividuos resultantes
de cruzamentos apresentam desempenho superiorsamgienho médio dos pais de ragas
puras (Pereira, 2008). Segundo este autor, umérddislades da sua utilizagdo é reunir em
um so tipo biologico as caracteristicas desejadeiduas ou mais ragas, como a rusticidade

das racas zebuinas e o potencial de producao gesteaurinas.

Em busca de melhorias na produtividade, os cruzema@mtre ragas taurinas e
zebuinas assumem grande importancia, sendo amptameitizados para melhorar a
producéo de leite e a eficiéncia reprodutiva e &diap em ambientes tropicais e subtropicais
(Junior et al., 2014). O principal objetivo destpot de cruzamento € utilizar da
complementariedade entre racas divergentes patdeagdo de animais mais adaptados e

produtivos sob tais condi¢Bes, com a maximiza¢&oefieitos de heteroze.

O cruzamento alternado simples consiste na utdizade duas ragas puras
alterando a raga do touro a cada geragdo. Neste aasmais com duas composi¢cdes
genéticas dentro do rebanho s&o obtidos, permitiedtizar a reposicdo de fémeas com
animais do préprio plantel. Esse sistema € indigeata produtores com propriedades geridas

com baixo nivel tecnolégico (Lopes et al., 2005)raga sintética Girolando é formada a



partir desse tipo de cruzamento, até a terceiragger na qual se realiza o cruzamento com
outro animal de mesma proporcao sanguirtedolandés ¥4 Gir originando o pool sintético
(Silva et al.,, 2010). Silva et al. (2010), estudandesticos dessa raga, verificaram um
aumento na meédia de producéo de leite (PL) de 1kBfA8ctacdo no periodo entre 2000 e
2009, saindo de 3.648 kg/lactacao para 4.936 kgdldo, padronizados para uma duragéo de
lactagéo (DL) de 298 dias e idade ao primeiro p@dR®) de 35,2 meses, representando
35,3% de ganho. FacO et al. (2009) ressaltaram agses indices produtivos da raga
Girolando séo fundamentados principalmente em maeakhoambientais, aumentando o
desempenho produtivo e reprodutivo desses anir@ismesma forma, Silva & Veloso
(2011) destacaram que os animais Girolando sacadaptados as condicdes brasileiras, com
boa resposta, produtiva, quando criados em pastagencipalmente se ocorrer um bom

manejo nutricional.

1.3.3. Marcadores de polimorfismo de base Unica ()

A sigla SNP origina-se do inglésSingle Nucleotide Polymorphism
polimorfismo de base Unica, e é utilizada paraesgmtar a forma mais comum de variagédo
genética entre os individuos de determinada po@alaglarcadores do tipo SNPs sédo, na
maioria das vezes, bialélicos altamente estaveim estimac@o de frequéncia pode ser

realizada com relativa facilidade (Picoult-Newbet@l., 1999).

Ha que se considerar, inicialmente, a fim de emhasto para este capitulo,
que a base dos marcadores SNP configura-se pordeeioutacdes da molécula de DNA.
Tais mutagfes sdo elementares e remetem a cadbmses nitrogenadas, ou seja, Adenina
(A), Citosina (C), Timina (T) e Guanina (G) (Caaiar2009). Os primeiros estudos deste
cunho datam da década de oitenta, apesar dascligdécnicas encontradas naqueles anos,
quando a producdo de um dado molecular demandavané&dia, cinco dias trabalhados
(Caetano, 2009). Com o avancar dos tempos e ag@mltecnoldgica e cientifica, estes
estudos foram ampliados e atualmente ja foram itlesero genoma bovino, cuja composicao

remete ao numero aproximado de alguns milhdes s & 3 bilhdes de pares de bases.

Baudet et al. (2006) relataram em seus estudesoguSNPs podem ser
polimorfismos bi, tri ou tetra alélicos, possuingmrtanto, duas, trés ou quatro formas

distintas, sendo mais raros aqueles que apresdré@armu quatro formas. Sua frequéncia de



variagbes remete a substituicbes de bases nitrdgenauja caracteristica estrutural é
semelhante. As substituicdes mais comuns ocorregne @ma purina (A ou C) por outra

purina, ou de uma pirimidina (G ou T) por outrarpidina sédo denominadas de transi¢des.
Em caso mais raros, ocorrem substituicdes de pupoapirimidinas, ou vice-versa, as qusis

essas mutacdes sdo denominadas de transversoes.

O sequenciamento do genoma bovino permitiu a ilestBo de
Polimorfismos de Base Unica (SNP) com relativalidgmile e quantidade. A grande vantagem
desse tipo de marcador molecular € a possibilidkd@utomatizacdo da genotipagem de
milhares de locos em paralelo (Lee et al., 200@ntE2 as varias consequéncias diretas do
desenvolvimento desta tecnologia destaca-se adged®s; mapas genéticos de alta densidade
saturados com marcadores moleculares, e tambéreqi@rsciamento de alguns genomas.
Hoje o Consorcio Internacional do Genoma Bovincespnta um Banco de dados de SNP
(cerca de 770.000 marcadores) genotipados parasvéacas de bovinos, inclusive para as
racas brasileiras, como o Nelore e o Gir (VanRa#eh4).

Convém destacar que, a evolucdo cientifica piissib estudos mais
detalhados e mais adequados & especificidade sdteetema. Contudo, apesar de se
considerar que 0os maiores avancos demandaramtttoesibnos, a constatacdo de SNPs no
genoma ndo é recente. Os primeiros estudos derssgorento de DNA ja evidenciaram esta
forma de polimorfismo, porém néo oferecerem maidetalhes e/ou minucias relacionadas a
temética (Orita et al., 1989).

Segundo Carneiro (2010), a partir dos testes cwancadores € possivel
determinar os alelos presentes em genes que @ntrodracteristicas de interesse para a
selecdo. Para o autor, o desenvolvimento dessagsdéaepresentou avangos significativos
ndo somente para a ciéncia, mas também para otprpdierecendo a este beneficios de
suma relevancia. Observa-se também ampla utilizagdonarcadores moleculares para a
identificacdo de individuos portadores de alelosisadores de doencgas hereditarias,
permitindo, consequentemente controle e, até mesmadicacdo de algumas doencas

danosas a populacéo leiteira.

Distribuidos ao longo do genoma, estes marcagmédem ser utilizados para
rastrear a variabilidade nos genes responsaveisquarolar caracteristicas de interesse da
pecuaria, as quais normalmente possuem arquitgtoligénica e natureza quantitativa.

Estudos realizados com animais da raga Holandes&rareim que sdo necessarios painéis
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com numero minimo de 50 mil SNPs para explicar 8¥%,da variabilidade genética para
certas caracteristicas produtivas (Wang et al.2R20o caso de racas bovinas com aptidao
para corte, devido ao histérico de sele¢do, o ndmdermarcadores necessérios é ainda mais

elevado (2° Workshop Internacional: Gendmica Aplica Pecuéria, 2012).

Os meétodos contemporaneos de genotipagem de doaesaSNP tém sido
amplamente utilizados em decorréncia dos baixowswssociados a geracdo de dados em
larga escala (Guimaraes et al., 2010). Em seusl@sstpbre Genoma Bovino, Brito (2011)
relata a importancia de mapear os SNPs e, med&siee mapeamento, explora-los em
conjunto com plataformas de genotipagem, possihiiv a incluséo da informagéo gendmica
em esquemas de melhoramento genético. Estes tesigsndo a autora, possibilitam e
identificacdo de caracteristicas de medicdo, bempdeerdabilidade baixa ou cuja expressédo
seja sexo-especifica ou tardia. Do mesmo modo,o B{#011) destacou também a
obrigatoriedade do processo de validagdo paramsenega populacéo diferente daquela onde
foi descoberto o marcador. A partir dos avancospesguisas e analise de SNPs, alguns
estudiosos optaram por escolher de maneira coteriestes marcadores espalhados e
espacgados de forma igualitaria no decorrer do garara, de posse destes dados, capturar o
efeito dos genes responsaveis pelas caracteristeasteresse. Através dessa forma de
exploragdo, buscou-se associagao frequente deterdsticas populacionais e nao restritas a
familias especificas. Denominou-se esta forma raaipla de abordagem para Selegdo

Genbmica.

Estudos com humanos, e com espécies de interesgrico, mostram que
pode haver milhdes de polimorfismos do tipo SNRyanoma de um individuo (Elsik et al.,
2009; Li et al., 2009). Além dos marcadores SNRreesibundantes, suas bases moleculares

permitem que haja uma distribuicdo homogénea des PP genoma.

As tecnologias de genotipagem de SNP foram apl&cadaneiramente para
desenvolvimento de ensaios diagnoésticos para dsegeméticas (Holloway et al., 1999).
Nesses casos, a demanda da aplicacdo € testarrmeronbaixo de polimorfismos em um
grande numero de amostras, com rapidez e alta Ggaurds solucdes tecnoldgicas mais
adequadas para essas aplicacdes sdo os ehaginanou de minisequenciamento. Questdes
como alta repetibilidade, robustez e facilidad@adronizacdo dos ensaios trouxeram grandes
vantagens para a implementacdo de diferentes testms diferentes plataformas e em

diferentes laboratorios (Caetano, 2009).
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Ja existem exemplos reais da aplicacdo dessaddgi@sopara prospeccao de
SNPs. Van Tassell et al. (2008), em estudo envdlvés6 animais que representavam trés
rebanhos bovinos, prospectaram um total de 62.0425Sa um custo de US$0.48 por SNP,
utilizando o Illumina/Solexa Genome AnalyzeEmbora muito mais eficiente que o
sequenciamento tradicional, a estratégia utilizadda depende da disponibilidade de uma
sequéncia referéncia do genoma.

Metodologias para testes de excluséo de paternigladientificagéo individual
também foram desenvolvidas com marcadores SNP dhRlestal., 2002). Adicionalmente,
painéis de baixa densidade foram gerados pareeaadidade de amostras (Heaton et al.,
2005) e também para diagnosticar polimorfismos emeg associados a caracteristicas de
producéo (Chessa et al., 2007, Merial Igenity®yassaplicagdes requerem a genotipagem de
algumas dezenas de marcadores em grandes numeaosodeas, demandando quesitos ndo
oferecidos pelos ensaicBagmane de minisequenciamento. As tecnologias geralmente
utilizadas nessas aplicagdes foram as platafornaseadas em espectrometria de massa
(MALD-TOF, Heaton et al., 2005) e em microarranfgaminski et al., 2006; Chessa et al.,
2007). Uma das grandes vantagens dos marcadoreg SNi&til conversdo dos ensaios entre
diferentes plataformas.

1.3.4. Tecnologia de genotipagem GoldenGate

As tecnologias para genotipagem de SNPs tém avanggidamente nos
tltimos anos. Esta é uma situagdo que pode sercadal pelo aumento no interesse da
aplicacdo destes marcadores genéticos tanto parmpeamento de doencas complexas
quanto para estudos de associacdo com caracesistc producdo. Como resultado desta
conjugacgéo de interesses, tem sido descrita unmalgrzariedade de protocolos para a sua
caracterizagdo. Rosa et al. (2007), ressaltarandgjgefatores foram fundamentais para essa
evolugdo: 1) a disponibilidade de sistemas robdtgzaque permitiram a confeccdo de
arranjos de alta densidade; e 2) a adocdo do mé@dteteccao optica (fluorescéncia), que
conferiu a sensibilidade ideal para se fazer asdasdle intensidade, como a tecnologia de
genotipagemGoldenGate(lllumina — BeadXPress Entretanto, o ponto em comum entre

guaisquer plataformas é que os ensaios para S)NEsiss podem ser adaptados para todas
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as tecnologias, permitindo que a mesma informacénotfpica possa ser acessada,

independentemente da tecnologia utilizada.

O ensaioGoldenGatepermite um grau elevado de multiplexacéo de 196i4
1536 SNPs) durante as etapas de extensdo e defieagfb, minimizando o tempo, 0s
volumes de reagentes, e as necessidades de matsréalvez que todo processo ocorre em
placa, permitindo que se faca simultaneamente gagatm em 96 amostras. Os arranjos de
DNA, também conhecidos como ensaios ou painéis Né\,Dsdo segmentos de DNA
(oligonucleotideos pré-sintetizados) que estaoribistios, ordenadamente, sobre uma
superficie solida, denominadsicrobeadou bastonete de silica, com dimensfes de 240um de
tamanho e 28um de didmetro. Segundo Chaudhuri Y2006sidera-se como pré-requisito
fundamental para qualquer tipo de arranjo de DNéxiaténcia de um “endereco préprio”
para cada SNP do painel. Cada um desses enders;bastionetes sdo chamadosiuiat (ou
ponto), e contém uma pequena quantidade de DNAldixdenominada sonda (puobe.
Cada poco da placa apresenta pool de bastonetes, sendo que cada um contém um tipo
especifico de marcador inserido no painel e umgmdspecifico que identifica o bastonete
(VeraCodg.

Cada uma destas sondas tende a se ligar apenaseagsiencia complementar
de nucleotideos, mediante processo chamado hibciliz (Jaluria et al.,, 2007). Essa
sequéncia complementar, normalmente um DNA compieanécDNA) produzido a partir de
um RNA mensageiro (MRNA), representa apenas unolgene do genoma e € chamada
“alvo” ou target A hibridizacdo de cada sonda de DNA com o sewespondente alvo
(cDNA) é um processo baseado na complementaridasieatieias de nucleotideos, ou seja,
na propriedade que duas cadeias homadlogas ténreker gaias bases complementares (A com

T e C com G), mediante a formacédo de pontes ded#édio.

Apds o processo de hibridizacdo, os bastonetetasados para remocéo dos
“alvos” excedentes (que ndo se ligaram as sondash seguida, exposta a acao de raios laser
(leitor BeadArrayda lllumina) que excitam os corantes que foramriparados aos “alvos”,
fazendo com que estes emitam luz (fluorescéncidgit@ deBeadXpressitiliza um sistema
de deteccgédo a laser de dupla cor para identifica@digo holografico incorporado em cada

bastonet&/eraCodee para detectar a intensidade de sinal associmdaésbead
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1.3.5. Blocos de haplétipos e desequilibrio de liggo

Um haplétipo € uma combinacéo de alelos em locicadjtes, que fazem parte
do mesmo cromossomo e sao transmitidos juntos. aptdtipo pode ser formado por um ou
varios alelos, ou até pelo cromossomo inteiro. €edeilibrio de ligacao (DL) representa uma
medida de correlag&o entre alelos em locos difesenépresentando a falta de independéncia,
de forma estatitica, entre os alelos. O DL existieeedoisloci ligados quando alelos nestes
ocorrem no mesmo haplétipo de maneira mais frequéatque o esperado na populacéo.
Estas associacdes alélicas sdo devidas principtdnagproximidade fisica, mas também séo
influenciados pela historia da populagdo e as foremolutivas, como por exemplo a
recombinagdo entre os polimorfismos (Remingtoralet2001; Khatkar et al., 2008). Com
iss0, 0s principais fatores que aumentam a extets®l. sdo os endocruzamentos, tamanho
efetivo da populacdo reduzido, isolamento genéticme populacdes, racas ou linhagens,
subdivisdo entre populacdes, baixa taxa de rec@p@® e selecdo natural e/ou artificial
(Farnir et al., 2000). Por conseguinte, as foneesatiacdo que diminuem a extensdo do DL

séo 0s cruzamentos, altas taxas de recombinacétaeao.

O termo Desequilibrio de Ligacao foi utilizado pelémeira vez no trabalho
publicado por Lewontin & Kojima (1960). Segundo IHekl (2010), a designacéo feita pelos
ultimos autores foi devido ao fato de que a ligagatye locos era fator determinante para
uma populacdo atingir o equilibrio. Entretanto, unea que suas definicdes matematicas
ainda nédo estavam claras (Slatkin, 2008), as diSessentre os cientistas ndo se preocuparam

com o quanto essa designagéao era apropriada.

Outro ponto que merece atencd@o diz respeito ao Mibagdo fisica serem
termos comumente confundidos, pois, muitas veZesapresentados como sinénimos. Essa
confusédo decorre normalmente porque locos intiméenkgados podem estar em elevado
DL, como ressaltados por Flint-Garcia et al. (20@3)ntudo, o fato de dois locos quaisquer
estarem em DL néo significa que estao fisicamegtelbs, da mesma forma que dois locos
estarem fisicamente ligados em determinado cromuossou haplétipo ndo significa que
estdo em DL (Slatkin, 2008; Hedrick, 2010). Devidessa confusdo, muitos autores sugerem
que se utilize termos como Desequilibrio da Faseétiaa ou Desequilibrio Gamético para
substituir o DL (Hartl & Clark, 2007; Hamilton, 200Hedrick, 2010).
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Dekkers (2004) sugere que, devido a extensdo dmldervado no genoma
inteiro em populagBes de animais, € possivel queadares informativos a cada 1 ou 2 cM
(centimorgans) possam ser suficiente para detacataioria dos QTLs. Na deteccao de bloco
de hapld6tipo, Gabriel et al. (2002) demonstraram @ulensidade de um marcador a cada 7,8
Kb foi suficiente para estruturar os padrdoes deéblotos de haplétipos em todo o genoma

humano.

Estudos do DL no genoma inteiro continuam a sucgim 0 aumento no
namero de polimorfismos disponiveis e a diminuigdms custos associados com 0s
genotipagem. McKay et al. (2007) avaliaram os sivk DL nas racas holandesa e Angus
usando aproximadamente 3.000 SNPs no genoma. AlenddiDL utilizado foi a® que tem
sido ser o mais robusto entre as estatisticagadiis nestes estudos (McRae et al. 2002), uma
vez que este parametro se ajusta melhor em estamate DL em popula¢des pequenas e por
ser pouco influenciado pelas frequéncias do aledaan (Devlin & Risch, 1995; Du et al.,
2007). Os resultados mostraram que um total deDBMtarcadores seria ideal para captar a
variacdo genética distribuida pelo genoma bovinslumbrando analises futuras de
associagdo. Entretanto, analises a partir de SKR&mentes de genes candidatos vem se
mostrando como metodologia viavel para identificac® DL em regifes especificas do

genoma (Simko et al., 2006).

1.3.6. Medidas de desequilibrio de ligagcéo

Considerando que marcadores SNP sdo normalment@éliobs, se
considerarmos dois locos polimérficos (A/T e C/@&p uma geracabl qualquer de uma
determinada populagdo, quatro diferentes gameta$aplotipos, podem ser identificados
(AC, AG, TC, TG). Se esses locos estiverem em #aigilde ligacdo (DL = 0 ou EL = 1), ou
seja, huma situacao de associacdo aleatoria enseug alelos, as frequéncias observadas dos
haplétipos serdo exatamente equivalentes as sumpuéficias esperadas, as quais
correspondem ao produto das respectivas frequéaldhsas. Por outro lado, se esses locos
ndo estiverem em equilibrio de ligacdo (BL 0), de modo que seus alelos estejam
combinados de maneira nao-aleatéria, ou preferdenam frequéncias dos haplétipos

apresentardo um desvio (D) em relacéo as frequeesperadas (Lewontin & Kojima, 1960).
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Neste sentido, 0s principais parametros utilizguirs estimar o nivel de DL
em uma populacdo sdo os desvios esperadds proposto por Lewontin (1964), e o
coeficiente de determinag&d)( sugerido por Hill & Robertson (1968).

A estatisticdD’ pode ser calculada da seguinte forma:

DI

DmE.H

10| =

em queD' é a medida do DL, D fAB —fAfB, D™ é o maximo valor possivel de D. Assim,

se <0, tem-se:

|5'"| _ (Dﬂb}z
" min (fAfh, fafR)
Contudo, quando >0, tem-se:
|D,-| — {Dﬂb}z
min{fAfB, fafb)

em quef é a frequéncia de cada alelo (A ou B); min = é aan&equéncia possivel.

O desvio esperaddD{) € uma medida relativa e pode variar entre 0 e 1
(0<D’<1). ComD’ =1, pode-se dizer que pelo menos um dos quapioti@os esta ausente,
0 que caracteriza uma situacao de DL (Slatkin, 2B@8rick, 2010).

Outra medida de DL é o coeficiente de determineﬁrfécque foi proposta por
Hill & Robertson (1968). Este coeficiente repreaeat correlagdo ao quadrado entre a

presenca e auséncia de alelos em diferentes ktai.niedida pode ser descrita como:

T: _ (DEZ:}E
 FAfB,fafb
em que: D fAB —fAfB; fA, fa, B e fb séo as frequéncias alélicatAB, fAb, faB e fab séo as

frequéncias dos haploétipos.

Da mesma forma que B’, r? pode variar entre 0 e 1 @ r? <1). Por
conseguinte, quandd tende a 1, tem-se indicativo que pelo menos urtbtipp esta ausente

na amostra, o que caracteriza uma situacao de ltkifs 2008; Hedrick, 2010).

As estatisticas’e D’ refletem diferentes aspectos de desequilibridgaedo e

apresentam comportamentos diversos em condicégstais Na estatistice, somente se
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encontra um valor igual a 1, ou seja, desequilidedigagdo completo, quando os dois loci
em questao apresentam frequéncias alélicas idénBca outro lado, na estatistidg sempre
que a combinacdo de um par de alelos ndo estieseipte na populagdo em estudbsera
igual a 1 (Flint-Garcia et al., 2003). Hedrick (Z98em um estudo baseado com simulagdes,
mostrou que a correlacéo entre as duas meditla€)) é muitas vezes baixa (valores <0,6).
Esta diferenca nos valores encontrados no dedertpitie ligacéo quando se adotauD’ é
resultado da historia evolutiva que cada uma desdtedisticas incorpora para mensurar o
desequilibrio de ligacdo, sendo que cada métodostera vantagens e desvantagens (Rosa,
2011).

A estatisticar? resume as histérias de recombinacdo e de mutagiesies
loci sofreram, enquanto gu2’ mede apenas a histéria de recombinagdo e, sesdu, as
fornece uma medida mais exata para estimar difasemlg eventos de recombinacéo.
Entretanto,D’ é fortemente afetada por amostras de tamanho pegquesultando em um
comportamento enviesado quando se compara locbedxas frequéncias alélicas (Du et al.,
2007). Por outro lado, quando se tem o objetivoedaminar a resolucdo de estudos
associativos, geralmente é conveniente a estatiéfimma vez que ela é um indicativo de
como os marcadores podem se correlacionar com o d@Tinteresse (Flint-Garcia et al.,
2003; Du et al., 2007).

Gabriel et al. (2002) definiram que um alto DL (pawu nenhuma evidéncia
de recombinacdo no genoma) € dado quando os valet@s para pares de alelos estejam
com o valor de 95% do intervalo de confianga, ga,s®m limite superior acima de 0,98 e 0
limite inferior acima de 0,7. Por outro lado, nom@a como “forte evidéncia de
recombinacao histérica” pares de loci nos quaislordeD’ esteja com o limite superior
abaixo de 0,9. Paralelamente, a regra dos quatnetga (Wang et al., 2002) é uma variacao
que utiliza as frequéncias populacionais dos quptissiveis haplétipos de cada par de
marcador computado. Se todos os quatro sdo obssreadn frequéncia minima de 0,01, a
recombinacdo € considerada como ocorrida. Blocos feimados por marcadores
consecutivos em que apenas trés gametas sdo aliser@utra maneira de definir blocos de
haplétipos é pela coluna sdélida de desequilibrio lidacdo Golid Spine of linkage
disequilibrium- Barrett et al., 2005). Este método utiliza uigoatmo que procura por uma
coluna de forte DL de um marcador a outro ao lodlgsegmento, 0 que representa que 0
primeiro e o Ultimo marcador estédo em forte DL dodps os marcadores intermediarios, mas

estes ndo necessariamente se encontram em DLser{Barrett et al., 2005). Todos estes
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métodos sao utilizados estatisticamente para detarram valor para a associagcdo entre 0s

alelos e, a partir desse valor, definir um conjunte forme o bloco haplotipico.

Outra vantagem da utilizacdo de blocos de haplstjera a caracterizacdo
genética é que regides de alto DL exibem diversidiatitada (Altshuler et al., 2005). Assim,
um pequeno numero distinto de haplétipos é pregfitocada bloco para a maior parte dos
cromossomos nas populacdes em comparagdo ao n(pneddo pela permutacdo de
combinagdes entre eles, caso os alelos dos diésrémtos estudados se associem ao acaso,
ou seja, 2 em quen é o nimero de marcadores (Cardon & Abecasis, 26@8)anto, 0 uso
de blocos haplotipicos em estudo de associagd®bdem sido aplicado extensamente e
revelado grande importancia na associagcdo de gmmeBdatos em doengas complexas. O
avanco de tecnologias mais simples, rapidas e d&sirpermite que projetos sejam feitos
tanto em regides génicas de pequena extensdo edogste associagdo indireta (Carlton et
al., 2005; Fang et al., 2005), quanto em estud@ssgeciacdo em genoma completo (Stranger
et al., 2005; Sladek et al., 2007).
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CARACTERISTICAS DE PRODUCAO, GENES CAUSADORES DE DOENGCAS
GENETICAS, E PARA CONTROLE DE PARENTESCO EM ANIMAIS DA RACA
GIROLANDO
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2.1. RESUMO

A utilizacdo de marcadores moleculares tem corittibagle forma eficaz nos programas de
melhoramento, isto porque possibilita a aplicagéetal das informagfes de DNA na selecao,
auxiliando a aumentar a eficiéncia e a ter maipidez na obtencédo de ganhos genéticos com
a selecdo. Contudo, para a realizagdo de estud@ssteiacdes mais acuradas, um dos
grandes desafios consiste na qualidade dos dadosigieos gerados, ou seja, provenientes
de amostras de DNA de boa qualidade e sem errgsragipagem. Neste sentidbpbjetivo

do presente trabalho foi desenvolver e validar aing) de baixa densidade a partir de um
ensaio de 384 marcadores SNP derivados de genelidatms para caracteristicas de
producédo, genes causadores de doencas genétimascadores para controle de parentesco
em animais da raga Girolando. Um painel de 384 agmnes SNP foi desenvolvido a partir
de informacdes de genes candidatos relacionadosigalmente a produgédo e qualidade do
leite, a doencas hereditarias e teste de patemidagopulacéo investigada estava composta
por 576 animais, send04 machos e 372 fémed3s critérios estabelecidos para a filtragem
dos SNPs/animais foram: Separacdo de Clustersu&me@ de Genotipagem e Taxa de
Genotipagem. Apoés aplicagdo destes critérios, falmnados 128 SNPs e 71 animais. Em
seguida, um total de 5 SNPs foram eliminados dogbdiltrado por apresentarem resultados
inconsistentes com o padrdo de herangca mendekhaheonalmente, outros 2 SNPs foram
eliminados por apresentarem erros de reprodudnied A proporcdo geral de SNPs
polimérficos observados neste estudo (N = 576 asjnecansiderando todos os 384 SNPs foi
estimada em 71,6%. Apés aplicacdo dos critériosillagem, foi possivel observar uma
reducdo da propor¢do de SNPs polimorficos (53,4%0painel validado ficou composto de

249 SNPs (3 relacionados com doengas genéticasardrtestes de paternidade e 209 para
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caracteristicas de producao de leite) distribuén$9 genes candidatos. Este painel pode ser
utilizado com diferentes propdsitos na raga GidtanCom este painel, pode-se realizar
estudos de estruturacdo genética, estimar o dodgraliversidade dentro e entre populacdes,
identificar de QTL e regides do genoma associadasacteristicas de producéo leiteira aptas
a selecdo. Adicionalmente, recomenda-se aumemntgdneero de amostras genotipadas com

este painel para incrementar a acuracias das éstisa

PALAVRAS-CHAVE: beadxpress, controle de qualidade, genotipageranhels mesticos,
tecnologia goldengate.
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2.2. ABSTRACT

The use of molecular markers has contributed e¥elgtin breeding programs, because it
enables direct application of DNA information iretkelection, helping to increase efficiency
and to have greater speed in obtaining geneticsgaith selection. However, to carry out
studies of more accurate associations, a majorertge is the quality of the generated
genotypic data, that is, from good quality DNA sdespand without genotyping errors. In this
sense, the objective of this study was to develmb \alidate a low density panel from an
assay of 384 SNP markers derived from candidateggéor production traits, genes that
cause genetic diseases, and markers for pateraityrat in animals race Girolando. A

384SNP marker panel was developed from informatiocandidate genes related mainly to
the production and quality of milk, hereditary dises and paternity test. The population
studied was comprised of 576 animals, being 204esnahd 372 females. The criteria for
filtering of SNPs / animals were: Clusters of sepian; Frequency of Genotyping and
Genotyping Rate. After applying these criteria, I18Ps were eliminated and 71 animals.
Then, a total of five SNPs were removed from tleatie panel for presenting inconsistent
results with standard Mendelian inheritance. Adadiélly, two other SNPs have been
eliminated due to reproducibility errors. The oWenaroportion of polymorphic SNPs

observed in this study (N = 576 animals), considgall 384 SNPs was estimated at 71.6%.
After applying the filtering criteria, it was pob# to observe a reduction in the proportion of
polymorphic SNPs (53.4%). The validated panel wasygosed of 249 SNPs (3-related
genetic diseases, 37 to paternity test and 209mitk production traits) distributed in 69
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candidate genes. This panel can be used for ditfgrerposes in Girolando breed. With this
panel, one can perform genetic structure studiemate the degree of diversity within and
between populations and identify QTL and regionstted genome associated with milk
production traits suitable for selection. In aduttiit is recommended to increase the number

of samples genotyped with this panel to increaseatituracies of the estimates.

KEY-WORDS: beadxpress, crossbred cattle, genotyping, goldentgthnology, quality
control.
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2.3. INTRODUCAO

O setor pecuério apresentou crescimento aceleradolltimas décadas em
diversas regides rurais do Brasil, decorrente elzadla competitividade entre os produtores e
dos aumentos nas exigéncias do mercado consunid@oacordocom Souza & Buainain
(2013), a elevadaompetitividade entre os produtores, associadangeatos nas exigéncias
do mercado consumidor gera demandas para adoc&ecuelogias mais avancadas para
manejo e principalmente melhoramento genético ébanhos, que permitam ganhos em
produtividade, lucratividade e de qualidade dosdptws de origem animal. Para os
produtores, estas alteracdes levaram a impactoseequetem anaior pressao para ampliacéo

da escala de producédo e maior exigéncia em refagéalidade do leite produzido.

Recentes inovagdes e aprimoramentos nas tecasldg sequenciamento de
DNA e de genotipagem de marcadores molecularesde@mm a geragédo de dados precisos,
com custos reduzidos, tornando possivel a utilzag@ marcadores moleculares como
ferramenta nos processos de avaliacdo, melhoraraentmejo genético animal (Reis Filho et
al., 2010).A utilizacao de informag¢des moleculares nos prooedios de avaliacdo genética
permite maior compreensdo de processos biologin@mrecendo, consequentemente, o
desenvolvimento de ferramentas e solugbes tecmalggique visem a identificagdo e
caracterizagdo de fatores genéticos envolvidosrodupao do leite. Conforme relatado por
Mello et al. (2012), os estudos de polimorfismosoagdos a producdo de leite tém sido
divulgados e empregados com maior amplitude emntefsa bovinos. Atualmente, os
marcadores de escolha para atingir este objetva@solimorfismos de base Unica — SNP,

por serem abundantes, amplamente distribuidos agolalo genoma e com tecnologia
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passivel de automacao. Busca-se selecdo baseadpar@as em caracteristicas de processos
envolvidos na producdo leiteira, mas também natifiatdo de genes responsaveis pela

expressao diferencial do fenétipo e que interfir@sta producéo.

Inimeros trabalhos relatam a associacdo entres SNPproteinas do leite
(Cohen-Zinder et al., 2005; Woszuk et al., 200&heébnink et al., 2008; Bionaz & Loor,
2011; Wang et al.,, 2012). Estudos identificaram b&m SNPs localizados em regides
codificantes de genes (Grisart et al., 2004; Chaktg et al., 2005; Signorelli et al., 2009;
Chatterjee et al., 2009; Jiang et al., 2010), sem lgouvesse impacto aparente sobre o
fenotipo, entretanto tratam-se de SNPs que poddoeitiar o rendimento da expressao
génica, podendo ser utilizados como marcadoreggléas gendmicas desconhecidas (Jacob
& Puhan, 1992).

Lien et al. (2010) destacam que, a pattirmonitoramento de genes bovinos
através de painéis de SNPs, foi possivel a ideatifio daqueles que encontravam-se
associados a producao de leite. Em se tratand@rdenfentas especificas a este fim, os
experimentos através dmicrochips segundo Ramsay (1998), ofereceram a abertura para
estudos sobre a complexidade do genoma bovino.id@asdo a associacdo de SNPs com a
biossintese protéica do leite, Kaminski et al. 8Q@ilizarammicrochips(MilkProtChip) de
SNPs para genotipar simultaneamente 71 SNPs, 2adas em 42 genes candidatos. Estes
autores destacaram que os determinantes genétieastgrferem no teor do leite sdo objeto
de estudo hi mais de 50 anos, principalmente & pgartdescoberta do polimorfismo fia
lactoglobulina. Com isso, a caracterizagdo de uandg numero de variantes geneéticas
relacionadas a proteinas do leite tornou-se fdctim relacdo as proteinas do leite, estas
podem ser classificadas em dois grupogsaaggeina$1la-CSN1S1, S2-CSN1S24-CSN2ek-
CSN3 e as proteinas do sgbdactoglobulina -CGL e aa-lactoalbumina- LALBA.

Conforme Chessa et al. (2007), a deteccao dmpdismos em fragmentos de
DNA por meio de ensaios adequados permite a adalidgs genes associados as proteinas
do leite, o que favorece o desenvolvimento de progs de selecdo em rebanhos de bovinos
leiteiros. Estes autores destacam a importancimdpeamento de SNPs, para que sejam
identificados genes associados a doengas mulidetore também a caracteristicas
guantitativas (QTL). Estes mesmos autores destac@nmais de 95% das proteinas contidas
no leite sdo codificadas no cromossomo 6 (genestestdos), cromossomo 2 (genes BA
e CGL) e cromossomo AN, aS1-CN,aS2-CN,S-CN e k-CN). Os polimorfismos no grupo

CN favorecem o entendimento da producdo de casemaliferentes locus, indicando a
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participagdo dos haplétipos como elementos detamt®s dessa caracteristica associada a

producgéo.

Em decorréncia da elevada quantidade de SNPdvatavem processo de
genotipagem através da metodolodgildenGate mesmo mediante todos os avangos
tecnoldgicos pertinentes ao procedimento, ha queis®r por critérios que atribuam maior
seguranca na filtragem dos dados (Grattapaglia l.et 2811). Busca-se portanto, o
desenvolvimento de painéis que permitam expandasalucdo e taxas de transferéncias, a
fim de que resultados sejam validados e possanmr s#gvfundamentacdo e/ou base em
demais experimentos. Segundo Laurie et al. (2G@)yalidade dos dados de genotipagem,
em relagdo a reprodutibilidade e a acuréacia, reptasum fator de grande importancia para a
geracdo de resultados confiaveis. Neste conteata, @s procedimentos de genotipagem de
SNPs, varias estratégias que buscam padronizantoolepe garantir a qualidade (QC) na
filtragem de dados foram desenvolvidos. Como see pololservar € preciso que todo o
procedimento seja regrado, de modo que se configordiabilidade aos resultados
alcancados. Todavia, apesar de ser uma metod@hgiente do ponto de vista da geragcéo de
um grande numero de dados em um curto intervaterdpo, de baixo custo e alto beneficio
por amostra genotipada, pouco se sabe sobre alagdele a confiabilidade dos gendtipos
gerados. Alguns estudos tém apresentado resulttiz$atorios quanto a intensidade dos
genotipos gerados (Baird et al., 2008; Huang et2@D9; Myles et al., 2010; Elshire et al.,
2011), no entanto, os autores ndo séo claros gaastparametros de qualidade utilizados na

selecéo dos marcadores.

Sendo assim, objetivou-se neste capitulo desenvelwalidar um painel de
baixa densidade a partir de um ensaio de 384 manea&NP derivados de genes candidatos
para caracteristicas de producdo, genes causatmmsencas genéticas, e marcadores para

controle de parentesco em animais da raga Girolando
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2.4. MATERIAL E METODOS

2.4.1. Selecéo de SNPs em Genes Candidatos

Um conjunto de 384 SNPs foi obtido a partir danemacdo de artigos
publicados na literatura cientifica, bancos de dagablicos GeneBank e com base em
dados gerados pela Embrapa para compor um ens#er@ate a ser validado. Os SNPs
selecionados foram derivados de genes candiddasamados principalmente a producao e
gualidade do leite, com 66 e 119 SNPs concentratms cromossomos 6 e 14,
respectivamente, e a doencas hereditarias (Anexa@dth SNPs distribuidos em todos os
cromossomos (Figura 2.1). Adicionalmente, tambémanfioincluidos neste painel um total de
96 SNPs com alto nivel de polimorfismo em difersmtegas de bovinos taurinos, especificos
para condugéo de testes de paternidade (Heatbn2Q@2; Elsik et al., 2009; Matukumalli et
al., 2009).



33

100

80

60

Numero de SNPs

40

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 X
Cromossomo

Figura 2.1 Distribuicdo dos 384 SNPs nos 30 cromossomos bogue compde 0 ensaio
desenhado para animais da raca Girolando.

2.4.2. Selecdo de amostras dos animais para Genatjem

2.4.3. Quantificagéo das amostras de DNA gendmicoma PicoGreen

Um total de 510 animais da raga Girolando (173 ma&h337 fémeas) foram
analisados com o painel de 384 SNPs em questdambstras referentes a estes animais
foram disponibilizados pela Embrapa Gado de Le@gfakzendas mineiras participantes do
programa de melhoramento da raca Girolando. Osriaigteitilizados na extracdo de DNA
foram sangue (vacas) e sémem (touros). Adicionabnerd amostras correspondentes a 5
trios (touro, vaca e produto) foram utilizadas pesatestes de heranca mendeliana, e 43
amostras foram analisadas em duplicata para tespader de reprodutibilidade do painel.
Essas repeticbes correspondem a duplicatas dertiiania raca Curraleira Pé Duro (banco
de DNA do Laboratoério de Genética Animal — Embr&gaargen) e de 35 animais da raca

Girolando, totalizando 576 animais analisados.

O DNA total extraido foi quantificado por fluorimigt (BioTek microplate
spectrophotometer, Take8tilizando-se o regente PicoGreenRidpGreenDNA Assay Kit,
Invitrogen, seguindo o protocolo do fabricante RzoGreené um fluoréforo ultra-sensivel
utilizado para a quantificacdo de DNA genémico & dupla (dsDNA). Os comprimentos
de onda utlizados sdo de 485 nm e 520 nm para ctagdo e para a emissao,
respectivamente. A determinagdo da concentracasolledes de DNA é realizada por

intermédio do estabelecimento de retas de calibragén concentracdo ddNA conhecida



34

(0 ng/ml a 1.000 ng/ml. Todas as amostras dos amiim@m quantificadas e normalizadas no

intervalo de concentracdo de 50 a 70 ng/pl.

2.4.4. Genotipagem

Os SNPs selecionados foram usados para constmuipainel baseado na
tecnologiaVeraCode (lllumina Inc., San Diego, Califérnia), utilizandos procedimentos
padrédo indicados pelo fabricante. A genotipagem $PBs foi realizada em equipamento
BeadXpres® llumina (llumina, San Diego, CA) de acordo conpmtocolo recomendado

pelo fabricante (Fan et al., 2003).

Na etapa inicial do ensaf@oldenGatea ativagcdo do DNA Gendmico (gDNA)
foi executada através da incorporacdo de biotir@a pque este possa ser ligado
posteriormente a particulas paramagnéticas corfisgeam estreptavidina (Figura 2.2 — passo
1). Para este processo de ativagdo é necessariccamsantragcdo inicial minima de 250

ng/5ul de gDNA para cada amostra.

Trés oligonucleotideos (Oligos) foram desenhadoa pada SNP do ensaio
(Figura 2.2 — passo 2). Dois 6ligos sédo especifiima cada um dos alelos do sitio SNP
(extremidade 3'), denominados de 6ligos alelo-dfipes (ASO). O terceiro 6ligo (Oligo
Locus Especifico - LSO) € complementar a 50 bagesta da posicdo do SNP (extremidade
5. Na proxima etapa do ensaio, os 6ligos, o tam@d hibridizacdo, e as particulas
paramagnéticas foram combinados com o gDNA atidigura 2.2 — passo 2). Quando
ocorre o0 alinhamento perfeito entre o dligo espaxifom o gDNA ativado, o processo de
extensdol/ligacao até o 6ligo l6cus-especifico (@gu2 — passo 3) é executado pelas enzimas
(MEL). Posteriormente, o passo de purificagéo dgae hibridizada foi realizado (Figura 2.2

— passo 4).

Na préxima etapa, foram adicionados 6ligos adslpecificos marcados com
dois fluorocromos (Figura 2.2 — passo 5), o Cya8if€y3 — verde) e o Cyanine-5 (Cy5 —
vermelho), para realizagdo da reacdo de PCR (FRydra passo 5). Apos a amplificacéo, os
produtos de PCR marcados (produtos de erSaldenGate- Figura 2.2 — passo 6) foram
hibridizados com bastonetes de silica Veracode®u(gi 2 — passo 7), contendo 6ligos

complementares e um codigo de barras, especifarascada SNP avaliado no ensaio.
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ApoOs a hibridizacdo (Figura 2.2 — passo 7), astdnetes de silicderacod®
foram lidos com o equipament®eadXpres® (Figura 2.2 — passo 8), onde um lazer é
utilizado para excitar os fluorocromos (Figura 2.passo 8), permitindo analisar/detectar o
sinal da fluorescéncia emitido por cada baston&ecode de cada amostra testada. O
equipamento capta simultaneamente os dois difereat@primentos de onda emitidos pelos
fluorocromos utilizados (Cy3 e Cy5). Individuos hmrigotos, para um determinado
marcador SNP, emitem apenas um sinal de Cy3 ou @g5,passo que individuos

heterozigotos emitem sinal nos dois comprimentosndia, simultaneamente (Figura 2).
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Figura 2.2 Fluxograma ilustrativo da técnica de ligacdo dgoolucleotideos empregada na deteccao de alelositeoa SNP — Método

VeraCode(fonte: www.illumina.com).
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Os dados brutos da genotipagem foram analisados ¢ Modulo de
Genotipagem do prograntaenomeStudiovV2010.1, (lllumina, San Diego, CA), utilizando
parametros padrdo para clusterizagdo dos dadosdie SNP (Figura 2.2 — passo 8). Os
resultados de cada SNP foram reavaliados manuamemt clusters editados (Anexo 03). Os
ajustes manuais foram importantes para corrigisipess erros de genotipagem de amostras
presentes em regides de interface entre dois gesotiEstimativas dos parametros de
qualidade das genotipagens obtidas foram geradogdonalmente para os animais e os SNPs
testados. Os parametros de qualidade gerados idibrados posteriormente para filtrar os
dados brutos e eliminar resultados com alta prédade de erro, conforme descrito no item
2.4.5.

2.4.5. Critérios para Controle de Qualidade dos Dawk Gerados

O primeiro critério de filtragem aplicado foi leaslo no parametro Separacao
de Clusters Cluster Separation o qual avalia a separacdo dos clusters dosga@étipos
possiveis em uma dimensao teiy €om valores que variam entre 0 e 1. Marcadooes c
valores de Separacao de Clusters inferiores af@rab excluidos das andlises subsequentes.
Em seguida, marcadores com Frequéncia de Genotip&gell Frequency inferior a 85%
foram excluidos. Finalmente, amostras que apresentama Taxa de Genotipage@all

Rate inferior a 95% foram excluidas das demais argilise

2.4.6. Andlise de Componentes Principais

Na populacéo estudada estavam presentes animsessdgrupos genéticos (GGSs)
diferentes: 1/2Holandés+1/2Gir; 1/4Holandés+3/4Gir; 7/8Holandés+1/8Gir;
13/16Holandés+3/16Gir; 3/4Holandés+1/4Gir; 5/8HdEs*3/8Gir, além de animais que néo
possuiam informacdo. Para avaliar a estruturac8tesléesGs com base nos genétipos dos
SNPs incluidos no painel foi aplicado a analisecdmponentes principais, utilizando a
funcdoprcompdo softwareR (R Core Team, 2012). A analise de componeniegais foi
realizada a partir de uma matriz de distancia @goelementos foram definidos como
coeficiente de parentesckir(ship. O coeficiente de parenteségs é a probabilidade de que
um alelo tomado ao acaso no animaseja idéntico por decendéncia a um alelo também

tomado ao acaso no animBl Dessa forma, a matriz de parentesco represegialo de
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relacionamento entre cada possivel par de animmaisirea amostra (Hedrick, 2010). Neste
trabalho, a matriz de parentesco foi estimada ésrada funcédkinship disponivel na
biblioteca kinship2 e a analise de componentes principais foi reaizasando a fungéo

cmdscaleambos implementados softwareestatistico R (R Core Team, 2012).

2.4.7. Teste de Paternidade, de Heranga MendeliaeaReprodutibilidade dos Genotipos
Obtidos

Os dados dos marcadores selecionados foram ddbmed analise no
programa CERVUS 3.0 (MARSHALL et al. 1998), pararage as estimativas de
Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) mrababilidades combinadas de néo
exclusédo do primeiro pai (NE-1P), do segundo p&-@®) e a combinagédo de ambos pais
(NE-PP). O padrdo de transmissdo alélica de cadzadm SNP foi avaliado com a
utilizacdo dos dados de cinco trios (touro, vagaaguto) genotipados, considerando-se os
dados filtrados. Os testes de heranca Mendeliamamforealizados com o programa
GenomeStudijoversdo 2010.1, para identificacdo de divergéncapadrao de transmissao
esperado, decorrentes de erros de genotipagens testes foram aplicados para avaliar o
poder dos critérios adotados na geracao de dadéiaweis. SNPs que apresentaram erros em

algum desses testes foram excluidos manualmerasgdivo final (painel validado).

2.4.7. Avaliacao dos Resultados de Controle de Qigdde dos Dados

A confiabilidade dos resultados obtidos para eadalos SNPs testado, apos a
aplicacdo dos filtros de Controle de Qualidade,af@liada com os parametrG@enTraine
GenCall50Q conforme procedimentos indicados pelo forneceddagquipamento. O parametro
GenTrainestimado para cada SNP varia entre 0 e 1 e édmtwao nas formas dos clusters
de cada gendtipo (homozigotos e heterozigoto), tguaa distancia entre os clusters. Valores

minimos deGenTrain> 0,40 foram considerados satisfatorios.

O parametroGenCall50 foi estimado para cada amostra em funcdo dos
resultados obtidos para cada um dos SNPs contidognsaio. Este critério avalia a
genotipagem de cada amostra em relacdo ao centroludter dos gendtipos de um

determinado SNP. Gendtipos com menor esco@ateCall50estdo mais distantes do centro
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do cluster do gendtipo, e por conseguinte, aprasentima confiabilidade mais baixa. Esta
medida corresponde a probabilidade de 50% das emppara um dado SNP, estarem dentro
de um dos clusters possiveis. Genoétipos que apeeaen valores deGenTrain e de
GeneCall50< 0,40 foram eliminados dos resultados finais. A jgaracdo entre os resultados
obtidos antes e apés a aplicacdo dos critériositcigém, foi realizado através do teste de
Wilcoxon utilizando osoftwareSAS (SAS, 2010).

2.4.8. Estudo do Equilibrio de Hardy-Weinberg e Nigl de Polimorfismo do SNP

Os desvios das frequéncias observadas em relagdesperadas para o
equilibrio de Hardy-Weinberg foram analisadas pekie de probabilidade, de acordo com
Raymond & Rousset (1995). O nivel de polimorfisngo cdida marcador SNP inserido no
ensaio foi avaliado pelo parametro convencional MRfequéncia do Alelo Menor, do inglés
Minor Allele Frequency Um SNP foi considerado polimérfico se o valorMAF estimado
foi > 0,05. As estimativas de MAF foram feitas considdmaapenas os dados obtidos com as

amostras da raga Girolando, ap0s a aplicacgéo Ithos file qualidade descritos acima.

2.5. RESULTADOS

A aplicacdo do primeiro critério de filtragem dosdds (eliminacdo de

marcadores com Separacgéo de Clusters < 0,15)aeswtexclusdo de 63 SNPs (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Resultados da filtragem dos dados com base nanpén@ de Separagédo dos
Clusters Cluster Separation

Performance do Ensaio Antes da Filtragem Depolslttagem
Numero de Amostr: 57¢€ 57¢€
SNPs Testad: 384 321
SNP comrSeparacao de Clust< 0,15 63 0

SNPs confrequéncia de Genotipagesn90% 76 65
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Média daTaxa de Genotipagem 86% 92%
Amostras conTaxa de Genotipagem95% 316 418
% de Amostras cor> 95% 62 82*
Média EscorégsenTrain 59% 71%
SNPs conGenTrain> 0,40 317 321
% de SNPs corsenTrain> 0,40 83 100*
Média doGenCal50% 69% 65%
SNPs conGenCal50%> 0,4( 314 317
% dos SNPs co®@enCall50%> 0,40 82 98*

*Aumento significativo (p<0,001) a partir dos tes@dilcoxon

Aumentos dos parametros Taxa de Genotipagem (26%)Train (17%) e
GenCall506 (16%), significativos a p<0,001 foram observadosio resultado da aplicacédo
do primeiro critério de filtragem dos dados. Adiaémente, 100% dos SNPs apresentaram
resultados acima do limite minimo estabelecido paparametraGenTrain(> 0,40), apds a
filtragem dos dados. O principal fator para essmemio pode ser associado a edi¢cdo dos
clusters para correcdo de possiveis erros de gegetn. Com o aumento/reducdo do
didmetro do cluster e/ou deslocamento do mesmoireacco aumento proporcional da
estimativa do pardmetro gentrain até um valor méxid partir deste valor, quaisquer
edi¢Oes acarretaram na diminui¢cdo de sua estim&ista caracteristica é especifica para cada
SNP e permitiu que as edigbes configurassem untabdigdo dos clusters otimizada para

cada marcador.

A aplicacdo do segundo critério de filtragem (es& de SNPs com
Frequéncia de Genotipagem < 0,90) resultou na mdigdio de 65 SNPs do ensaio (Tabela
2.2). Este filtro representou a exclusdo de SNRsfglihharam na genotipagem em mais de

10% das amostras.

Tabela 2.2 Resultados da filtragem dos dados com base nanpén@ de Frequéncia de
Genotipagem.

Performance do Ens: Antes da Filtragel  Depois da Filtrage
Numero de Amostras 576 576
SNPs Testados 321 256
SNP comSeparacao de Cluster0,15 0 0

SNPs confrequéncia de Genotipages0,90 65 0
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Média daTaxa de Genotipagem 92% 95%
Amostras conTaxa de Genotipagem95% 418 447
% de Amostras cor> 95% 82 88
Média EscorégsenTrain 71% 71%
SNPs conGenTrain> 0,40 321 256
% de SNPs corsenTrain> 0,40 100 100
Média doGenCal50% 65% 69%
SNPs conGenCal50%> 0,4( 317 25¢
% dos SNPs co®@enCall50%> 0,40 98 100

*Aumento significativo (p<0,001) a partir dos tes@dilcoxon

Aumentos percentuais de 6% e de 2% (Tabela @rajnf observados para os

parametros Taxa de GenotipagenGenCall respectivamente. O paramefBenTrain se

manteve estavel, com média de 71% e com 100% dasti@® acima do limite minimo

estabelecido 0,40).

A aplicacdo do terceiro critério de filtragem,eqrepresenta um controle de

qualidade da genotipagem para as amostras dosianlevau a exclusdo de 91 animais do

conjunto amostral inicial (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3Resultado da exclusdo de amostras com Taxa ddi@sgem < 0,95.

Performance do Ensaio Antes da Filtragem Depoltdagem

Numero de Amostri 57€ 48t
SNPs Testad: 25¢€ 25€
SNP comrSeparacao de Clust<0,1& 0 0
SNPs confrequéncia de Genotipage«®,90 0 0
Média daTaxa de Genotipagem 95% 95%
Amostras conTaxa de Genotipagem95% 485 485
% de Amostras cor> 95% 88* 100*
Média EscorégsenTrain 71% 71%
SNPs conGenTrain> 0,40 256 256
% de SNPs corfsenTrain> 0,40 100 100
Média doGenCal50% 69% 69%
SNPs conGenCal50%> 0,4( 25¢€ 25¢€
% dos SNPs corGenCalb0%> 0,40 100 100

*Aumento significativo (p<0,001) a partir dos tesieilcoxon

No conjunto de dados final, pode ser observa@olfi®% das amostras e dos
SNPs testados apresentaram valores superioreisnétes Iminimos dé&enTraine GenCall50

indicados.

Um total de 5 SNPs foram eliminados do paindtafilo por apresentarem
resultados inconsistentes com o padrdo de heramgalatiana (Tabela 2.4), a partir da

informagé&o dos 5 trios.

Tabela 2.4Informacdes do teste de paternidade apoés crit@eddtragem.

Teste de Paternidade

Cédigo do Filho Cédigo do Cédigo do Sl_\lPs apés N°de SNPs S_NPs Frequencie}k de
Parentall Parental2 Filtragens com erro Validados Heranca
CKOnggig_ROOl_ CKOnggig_ROOZ_ CKOnggi;‘—Roos— 256 0 51 100
CKOngggI_ROOl_ CKOngg(O)Z_ROOZ_ CKOngggZ_RO%_ 256 0 251 100
CKOlCégg_ROOl_ CKOnggfg_ROOZ_ CKOnggig_RO%_ 256 0 051 100
CKOlCégg_ROOl_ CKOnggig_ROOZ_ CKOnggig_RO%_ 256 0 251 100
CKOnggig_ROOl_ CKOngg(())Z_ROOZ_ CKOngggZ_ROOE_ 256 5 251 100

*100% de heranca para o painel validado
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Em seguida, a reprodutibilidade de cada marcesitante foi avaliada com a

comparacao dos resultados obtidos para as amusdtadas em 86 duplicatas (43 amostras) e

dois SNPs foram eliminados por apresentarem egosmtodutibilidade (Tabela 2.5).

Tabela 2.5Anélise descritiva do Teste de Reprodutibilidadeap ensaiGoldenGatecom o
painel de 251 SNPs.

Teste de Reprodutibilidade

- x SNPs apos N° de SNPs SNPs Frequéncia de
Amostra 1 Repetigao da Amostral Filtragens com erro Validados Reprodutibilidade*
CKO01C3014_R004_C012 CK01C3014_R005_C012 251 0 249 00 1
CKO01C3007_R004_C012 CK01C3007_R005_C012 251 0 249 00 1
CKO01C3023_R004_C012 CK01C3023_R005_C012 251 0 249 00 1
CKO01C3015_R004_C012 CK01C3015_R005_C012 251 0 249 00 1
CKO01BY029_R004_C012 CKO01BY029_R005_C012 251 0 249 00 1
CKO01C3014_R004_C012 CK01C3007_R004_C012 251 2 249 00 1

*100% de heranca para o Painel Validado

A partir desse painel validado (249 SNPs) foramcagdbs os testes para a

geracdo das estatisticas descritivas do testetdenjolade (Tabela 2.6). Para o contetdo de

informacdo polimérfica (PIC) foram obtidos valoresédios de 0,260, e para a

heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He)vatsres de 0,370 e 0,329,

respectivamente. As estimativas das probabilidadethinadas de n&do exclusdo (Tabela 2.6)

foram abaixo de 0,00% para todos os parametros@ot o que representa uma estimativa

acima de 99% para a confirmacdo de possivel pdetaj assim como a identificacdo

individual, utilizando este painel.

Tabela 2.6 Estimativas de diversidade independentes paraNB9S3elecionados para os

testes de paternidade para todo o conjunto de antestados (N); K=numero de
alelos observados; HObs=heterozigosidade observd@xp=heterozigosidade
esperada; PIC=conteudo de informacdo polimérfida;1IR=probabilidade média
de nado-exclusdo para um pai candidato; NE-2P=piiiietle média de nao-
exclusdo para um pai candidato dado o gendtipondgpai conhecido do sexo
oposto; NE-PP= probabilidade média de ndo-exclusfin gendtipo de ambos
pais conhecidos; NE-I=probabilidade média de natusfo para a identidade de
dois individuos ndo relacionados; NE-Sl=probabdelanédia de nao-excluséo
para a identidade de dois irm&os.

SNP k N HObs  HExp PIC NE-1P  NE-2P  NE-PP NE-I NE-SI
ABCG2 2 401 0,202 0,182 0,165 0,984 0,917 0,855 8®,6 0,831
ARMC1 2 396 0566 0462 0355 0,894 0,823 0,731 90,3 0,618
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0
0,071
0,005
0,529
0,082
0,586
0,44
0,213
0,383
0,522
0,191
0,226
0,109
0,568
0,498
0,385
0,596
0,337
0,609

0,49
0,5
0,274
0,416
0,499
0,49
0,5
0,374
0,26
0,486
0,457
0,489
0,499
0
0,458
0,421
0,425
0,5
0,468
0,495
0,488
0,017
0,014
0,005
0,317
0,465
0,007
0
0,069
0,005
0,469
0,087
0,469
0,406
0,194
0,357
0,492
0,196
0,24
0,103
0,483
0,405
0,34
0,501
0,312
0,465

0,37
0,375
0,236
0,329
0,374

0,369
0,375
0,304

0,226
0,368
0,352
0,369
0,374
0
0,353
0,332
0,334
0,374
0,358
0,372
0,368
0,017
0,014
0,005
0,266
0,357
0,007
0
0,066
0,005
0,359
0,083
0,358
0,323
0,175
0,293
0,371
0,176
0,211
0,098
0,366
0,322
0,282
0,375
0,263
0,357
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0,38 0,6
0,375 0,594
0,565 0,754
0,428 0,649
0,376 0,595
0,381 0,601
0,375 0,594
0,463 0,679
0,58®,766
3,380,603
0,40,622
0,3810,601
0,378,595
1 1
9,39 0,621
29,4 0,646
D,42 0,643
0,378,594
93,3 0,614
®,37 0,597
0,382,602
0,967 88,9
0,972 86,9
0,99 999
8,51 0,721
0,395,6160
0,985 93,9
1 1
0,870,933
0,991 99,9

0,729,390 0,614
0,922,837 0,916
0,729,390 0,614

438, 0,656

0,848,668 0,82

0,768,478 0,691
0,72D,379 0,599
0,841,666 0,819
0,822,6060 0,782

0,81 0,901
0,384 0,605

0,751,430 0,657

0,88 8130, 0,722
0,875 8130, 0,719

0,96D,882 0,804

0,919,835 0,746

0,876,813 0,719

0,88,8150 0,722
0,875 ,81® 0,719

0,93 ,84® 0,762
0,966 0,887 0,812
0,882 0,816 0,723
0,896 0,824 0,733
0,881 0,815 0,722
0,876 0,813 0,719
1 1 1
0,895 0,824 0,732
0,912 0,834 0,745
0,91 0,833 0,743
0,876 0,813 0,719
0,891 0,821 0,729
0,878 0,814 0,72
0,881 0,816 0,723

1 0,992 0,984

1 0,993 0,986

1 0,998 0,995
0,95 0,867 0,785
0,892 0,822 0,73

1 0,996 0,993
1 1 1
0,998 0,967 0,937

1 0,998 0,995
0,89 0,821

0,996 0,958

0,89 0,821

0,918 0,838 0,75
0,981 0,912

0,936 0,854

0,879 0,815

0,981 0,912

0,971 0,894

0,995 9510, 0,91

0,884 8110, 0,724
0,918 0,839

0,942 0,859 0,775
0,875 0,813 0,719
0,952 0,869 0,787
0,892 0,822 0,73

0,494,704
0,379,594
0,523,725
0,399,616



MC1R
MC1R
MGC12853
neaby_MCM
nearby LOC78243
nearby PYCR
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
NOS
obC
OoP
PI
PI
P51_23
PKD2_101
PKD2_124
PKD2_134
PKD2_275
PKD2_35
PKD2_37
PKD2_38
PKD2_390
PKD2_59
PKD2_65
PKD2_9714
PKIA
PLAT
POU1F
PPARGC1
PPARGC1
PPARGC1
PPARGC1
PRL
PRL
PRL
SDHA

NNNNNNNNI\JNNNNl\.)l\.)l\)l\.)l\.)l\.)l\.)l\)I\)NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

414
361
418
407
413
418
418
413
419
418
402
410
417
417
417
419
413
417
398
419
419
413
419
402
394
410
417
419
408
369
388
413
388
419
419
413
415
416
388
414
419
403
408
417
403
378

0,007
0,363
0,505
0,184
0,172
0,404
0,337
0,094
0,539
0,019
0,134
0,088
0,499
0,182
0,444
0,243
0,581
0,429
0,216
0,115
0,501
0,257
0,088
0,5
0,429
0,01
0,019
0,01
0,529
0,154
0,209
0,518
0,039
0,084
0,172
0,552
0,578
0,313
0,369
0,027
0,437
0,33
0,444
0,58
0,422
0,23

0,007
0,297
0,407
0,172
0,161
0,366
0,314
0,094
0,463
0,019
0,138
0,084
0,471
0,17
0,405
0,242
0,474
0,409
0,197
0,108
0,463
0,45
0,089
0,47
0,462
0,024
0,019
0,01
0,48
0,191
0,187
0,417
0,038
0,085
0,165
0,48
0,434
0,293
0,338
0,026
0,38
0,292
0,404
0,499
0,388
0,22

0,007
0,253
0,324
0,157
0,148
0,299
0,265
0,09
0,355
0,019
0,129
0,08
0,36
0,155
0,323
0,213
0,361
0,325
0,177
0,102
0,355
0,349
0,085
0,359
0,355
0,024
0,019
0,009
0,365
0,173
0,169
0,33
0,037
0,081
0,151
0,365
0,34
0,25
0,281
0,026
0,307
0,249
0,322
0,374
0,313
0,196

1
0,956
0,917
0,985
0,987
0,933
0,951
0,996
0,893
1
0,99
0,996
0,889
0,986
0,918
0,971
0,888
0,916
0,981
0,994
0,893
0,899
0,996
0,89
0,893
1
1
1
0,885
0,982
0,983
0,913
0,999
0,996
0,986
0,885
0,906
0,957
0,943

0,928

0,957
0,918
0,876

0,925
0,976

48

0,996 0,993 0,986 993,
0,874 0,794 8,530,736
0,838 0,75 ,43%0 0,656
0,922 0,862,701 0,84
0,926,868 0,717 0,849
0,851 650,7 0,47 0,685
0,868 0,786 520 0,723
0,955 0,916 82%, 0,909
0,822 0,731,390 0,618
0,991 0,981 0,968,981
0,936 0,884 7520, 0,869
0,96 0,924 43,8 0,919
0,82 0,728 910,3 0,612
0,922 0,863 7040, 0,841
0,839 0,75 43®, 0,657
0,894 0,821,600 0,78
0,819 0,727,380 0,611
0,837 0,749,430 0,654
0,911 0,846 0,669,818
0,949 0,906 0,802,896
0,822 0,731 0,396,618
0,826 0,735 0,404 ,6260
0,958 0,921 0,839,914
0,82 0,728 0,392,6130
0,822 0,73D,396 0,618
0,988 0,977 0,958,976
0,991 0,981 30,960,981
0,995 0,991 0,98D,991
0,818 0,725 38, 0,607
0,914 0,849,670 0,823
0,915 0,852,678 0,826
0,835 0,746 ,4270 0,649
0,981 0,964,9260 0,963
0,96 0,924 8420, 0,918
0,924 0,866,711 0,845
0,818 0,725 0,3860,607
0,83 0,74 0,415 ,63D
0,875 0,796 30,54 0,74
0,86 0,776 4960, 0,705
0,987 0,975 0,949,974
0,846 0,76 570,4 0,675
0,875 0,796 5440, 0,74
0,839 0,751 0,431,657
0,813 0,719 0,37®,595
0,844 0,756 0,450,669
0,902 0,833 0,633,798
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STAT1
STAT5
STATH_175
TF
TLR4
TLR4

2 417 042 0374 0304 093 0848 0,762 0,463,679
1 419 0 0 0 1 1 1 1 1
2 398 0425 0368 03 0933 085 0764 468, 0,683
2 415 0508 0444 0345 0902 0828 0,737 0,408,631
1 419 0 0 0 1 1 1 1 1
2 418 001 001 0,009 1 0995 0991 0981 D99
TLR4 2 416 0087 0083 0079 0997 096 0925 0,8450,92
TLR4 2 405 0077 0078 0075 0997 0962 0929 3,850,924
TLR4 2 374 0003 0003 0,003 1 0,999 0997 0,995 99D,
TLR4 2
TNF 2
TYR 2
TYR 4
TYRP1 2
TYRP1 2
TYRP1 2
UA_IFASA_229 2

348 0,279 0,284 0,243 0,96 0,878 0,8 0,554,740
414 0,749 0,469 0,359 0,89 0,821 0,729 0,392,614
375 0,035 0,034 0,033 0,99 0,983 0,967 0,934,966
408 1 0,638 0,567 0,784 0,636 0,474 0,202 82,4
392 0515 0491 0,37 0,88 0,815 0,722 0,38 0,6
418 0,266 0,234 0,206 0,973 0,897 0,825 14,6 0,787
396 0,556 0,494 0,372 0,878 0,814 0,721 78,3 0,598
417 0561 0491 0,37 0,88 0,815 p,72 0,38 0,6

Total 1,97 407* 0,370* 0,329* 0,260* 0,000**0,000** 0,000** 0,000** 0,000**

*Valor Médio
**Probabilidade combinada de nédo excluséo

Deste painel com 249 SNPs, foram extraidos 95 SiiRes apresentaram
estimativas de Hardy-Weinberg e MAF acima de 0,688tkcionados para o conjunto de
animais testados. Para o conteddo de informacdmdudica (PIC) foram obtidos valores
médios de 0,292, e para a heterozigosidade obsefm) e esperada (He), os valores de
0,395 e 0,368, respectivamente. Assim como o paimerior (Tabela 2.6), as estimativas das
probabilidades combinadas de ndo exclusao (Tab&ldazam abaixo de 0,00% para todos 0s
parametros adotados, 0 que representa uma estanaatima de 99% para a confirmacao de

possivel paternidade, assim como a identificac@iwigtual.

Tabela 2.7 Estimativas de diversidade independentes para NMBsSmais distantes que
apresentaram estimativas de Hardy-Weinberg e MAKnacde 0,001
selecionados para o conjunto de animais testadys K&humero de alelos
observados; HObs=heterozigosidade observada; HEwprdzigosidade
esperada; PIC=conteddo de informac&o polimérfic&-1IR=probabilidade
média de ndo-exclusdo para um pai candidato; NEx2Pabilidade média de
nao-exclusdo para um pai candidato dado o gend#&pom pai conhecido do
sexo oposto; NE-I=probabilidade média de ndo-eficdysara a identidade de
dois individuos néo relacionados; NE-SI=probabdilanédia de nao-exclusédo
para a identidade de dois irmaos.
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SNP k N HObs HExp PIC NE-1P  NE-2P  NE-PP NE-I NE-SI

ABCG2 2 401 0,202 0,182 0,165 0,984 0,917 0,855 8®,6 0,831
ARS_BFGL_NGS_1310 2 419 0,532 0,487 0,368 0,882 1,8 0,723 0,382 0,603
ARS_BFGL_NGS_2217 2 417 0,369 0,38 0,307 0,928 0,84 0,76 0,457 0,675
ARS_BFGL_NGS_233 2 360 0,161 0,206 0,185 0,979 8,90 0,84 0,652 0,81
ARS_BFGL_NGS_6819 2 417 0,441 0,412 0,327 0,915 3,8 0,748 0,431 0,652
ARS_BFGL_NGS_8461 2 419 0,508 0,487 0,368 0,881 1,8 0,723 0,382 0,602
ARS_BFGL_NGS_9102 2 417 0,434 0,413 0,328 0,915 3,8 0,747 0,43 0,651
ARS_USMARC_11 2 419 0,413 0,37 0,301 0,932 0,849 76®, 0,466 0,682
AY84247 2 419 0,489 0,483 0,366 0,884 0,817 0,724 389 0,605
BOLA 2 415 0,4 0,32 0,269 0,949 0,866 0,783 0,514 ,718®
BOLA_RALY 2 408 0,615 0,501 0,375 0,875 0,813 0,7190,375 0,594
BTA6_0272 2 417 0,271 0,255 0,222 0,968 0,889 0,8140,588 0,77
BTAG6_7706 2 419 0,606 0,499 0,374 0,876 0,813 0,719,376 0,595
BTB_0034683 2 389 0,458 0,461 0,355 0,894 0,823 310,7 0,397 0,619
BUT 2 406 0,483 0,485 0,367 0,883 0,816 0,724 0,383,604

CARD1 2 380 0,584 0,476 0,362 0,887 0,819 0,726 88,3 0,609

CCL2 2 418 0,533 0,457 0,352 0,896 0,824 0,733 90,390,622

COXP1 2 415 0,255 0,281 0,241 0,961 0,879 0,801 57,5 0,749
CSN1S1_BMC_579 2 323 0,183 0,181 0,165 0,984 0,918,856 0,687 0,831
CSN1S2_BMC_1043 2 419 0,518 0,466 0,357 0,892 0,8210,73 0,394 0,616
CSN1S2_BMC_1125 2 418 0,132 0,123 0,115 0,992 0,942,895 0,777 0,883
CSN2_BMC_26 2 419 0,138 0,157 0,145 0,988 0,928 710,8 0,723 0,852
CSN2_BMC_34 2 417 0,285 0,265 0,23 0,965 0,885 90,800,576 0,761
CSN2_BMC_633 2 419 0,265 0,254 0,222 0,968 0,889 814, 0,589 0,77
CSN2_BMC_947 2 419 0,535 0,46 0,354 0,894 0,823 32,7 0,398 0,62
CSN2 2 412 0,558 0,5 0,375 0,875 0,813 0,719 0,379,594
CSN3_BMC_1285 2 357 0,443 0,409 0,325 0,917 0,838 ,740 0,434 0,654
CSN3_BMC_1477 2 418 0,249 0,229 0,202 0,974 0,899 ,8280 0,621 0,791
CSN3_BMC_1482 2 413 0,186 0,215 0,192 0,977 0,904 ,8360 0,64 0,803
DGAT1 2 357 0,521 0,5 0,375 0,875 0,813 0,719 0,3750,594
DQ38115 2 419 0,539 0,499 0,374 0,876 0,813 0,719 ,3760 0,595
DQ40415 2 393 0,483 0,496 0,373 0,877 0,814 0,72 377, 0,597
DQ42294 2 419 0,458 0,441 0,343 0,903 0,828 0,738 410 0,633
DQ48541 2 417 0,48 0,454 0,351 0,897 0,825 0,734 4010, 0,624
DQ64718 2 418 0,481 0,451 0,349 0,898 0,825 0,734 ,4030 0,625
DQ64718 2 418 0,414 0,38 0,308 0,928 0,846 0,759 4570, 0,674
DQ65063 2 405 0,499 0,456 0,352 0,896 0,824 0,733 4 0 0,622
DQ78676 2 417 0,535 0,501 0,375 0,875 0,813 0,719 3750 0,594
DQ78676 2 419 0,492 0,481 0,365 0,885 0,818 0,725 ,3850 0,606
DQ83764 2 418 0,474 0,434 0,34 0,906 0,83 0,74 50,410,637
DQ84669 2 382 0,529 0,496 0,373 0,877 0,814 0,72 3780, 0,597
DQ86681 2 419 0,527 0,478 0,363 0,886 0,818 0,726 ,3870 0,608
DQ88831 2 419 0,427 0,391 0,314 0,924 0,843 0,755,448 0,667
DQ99597 2 411 0,54 0,501 0,375 0,875 0,813 0,719 37%0, 0,594
EF03408 2 419 0,537 0,496 0,372 0,877 0,814 0,72 3780, 0,597



EF04209
EF09351
EF16480
FGF2
FNTA
GHRH
Hapmap23359_BTA_14372
Hapmap23813_BTA_12845
Hapmap27208_BTA_15750
Hapmap27732_BTA_12300

Hapmap34164_BES10_Contig538

100

Hapmap35453_SCAFFOLD669_1
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Hapmap46428_BTA_5450

Hapmap50821_BTA_9175
Hapmap51475_BTA_6217
Hapmap51741_BTA_5375
IGF1
IGF1
IL8
KCBN2
LALBA
LHB
LOC51267
LOC51558
LOC52955
LOC53681
LOC536811
LOC783036_LOC79086
LOC783036_LOC790864
LTF
neaby MCM
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
no_hits
ODC1
OPN
PI
PKD2_101
PKD2_38
PKD2_9714
POU1F

N
N NN N NN D N
N N NN N N NN

N N N NN

N
NN

NN RN NN N NN NN

375
416
419
418
419
418
411
411
418
419

418

398
397
403
414
417

418

370

419

419

419

419

393
414
392
418
419
414
419
418
407
418
413
419
402
410
417
417
419
419
413
394
388
419
416

0,491
0,567
0,518
0,266
0,339
0,512
0,482
0,353
0,426
0,265
0,51
0,548
0,499
0,278
0,449
0,549
0,258
0,641
0,513
0,468
0,332
0,005
0,529
0,44
0,383
0,522
0,191
0,109
0,568
0,385
0,184
0,337
0,094
0,539
0,134
0,088
0,499
0,182
0,115
0,501
0,257
0,429
0,209
0,172
0,313

0,417
0,474
0,485
0,258

0,309
0,448

0,499
0,321
0,441
0,244
0,476
0,474
0,5
0,274
0,416
0,499
0,26
0,486

0,489
0,421

0,317
0,005

0,469
0,406
0,357
0,492
0,196
0,103
0,483
0,34
0,172
0,314
0,094
0,463
0,138
0,084
0,471
0,17
0,108
0,463
0,45
0,462
0,187
0,165
0,293

0,33
0,361
0,367
0,224

0,261

0,347
0,374
0,269
0,344
0,214

0,362

0,361
0,375
0,236
0,329
0,374
0,226
0,368
0,369
0,332
0,266
0,005
0,359
0,323
0,293
0,371
0,176
0,098
0,366
0,282
0,157
0,265
0,09
0,355
0,129
0,08
0,36
0,155
0,102
0,355
0,349
0,355
0,169
0,151
0,25
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0,913 0,835
0,888 0,819
0,883 0,816
0,967 0,888
0,952 0,869
0,9 0,826
0,87®,813
0,949,865
0,903,828
0,970,893
0,887 0,819
0,888 0,819
0,875 8130,
0,962,882
0,914,835
0,87®,813
0,966 0,887
0,882 0,816
0,881 0,815
0,912 0,834
0,95 0,867
1.000 0,998
0,89 0,821
0,918 0,838
0,936 0,854
0,879 0,815
0,981 0,912
0,995 9510,
0,884 ,81710
0,942 0,859
0,985 0,922
0,951 0,868
0,996 0,955
0,893 0,822
0,99 0,936
0,996 0,96
0,889 0,82
0,986 0,922
0,994 0,949
0,893 0,822
0,899 0,826
0,893 0,822
0,983 0,915
0,986 0,924
0,957 0,875

0,746 4270, 0,648
0,727 ,3890 0,611
0,724 ,3830 0,604
0,812 40,580,767
0,788 9,52 0,727
0,736 0,408,628
0,719 0,376 0,595
0,783 0,513 0,718
0,738 0,41 0,632
0,82 0,602 0,779
0,727 0,388 90,60
0,727 0,389 110,6
0,719 0,375 0,594
0,804 0,565 0,754
0,746 0,428 0,649
0,719 0,376 0,595
0,812 0,582,766
0,723 3,380,603
0,722 0,3810,601
0,745 24,4 0,646
0,785 8,51 0,721
0,995 0,9910,995
0,729 ,3920 0,614
0,75 43@, 0,656
0,768,478 0,691
0,7210,379 0,599
0,847,666 0,819
0,91 0,81 0,901
0,724 0,384 0,605
0,775 0,4940,704
0,862,701 0,84
0,786 520 0,723
0,916 829, 0,909
0,731 ,3960 0,618
0,884 752, 0,869
0,924 43,8 0,919
0,728 910,3 0,612
0,863 704, 0,841
0,906 20,800,896
0,731 0,396,618
0,735 0,404 ,6260
0,7310,396 0,618
0,852 ,6780 0,826
0,86®,711 0,845
0,796 30,54 0,74
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PPARGC1A 2 419 0,437 0,38 0,307 0,928 0,846 0,76 450, 0,675
SDHA 2 378 0,23 0,22 0,196 0,976 0,902 0,833 0,633,798
STAT1 2 417 0,42 0,374 0,304 0,93 0,848 0,762 0,463,679
TF 2 415 0,508 0,444 0,345 0,902 0,828 0,737 0,408,631
TLR4 2 348 0,279 0,284 0,243 0,96 0,878 0,8 0,554,740
Total 2% 409 0,395+ 0,368* 0,292* 0,000+ 0,000+ O® 0,000 0,000*
*Valor Médio

**Probabilidade combinada de nédo excluséo

Adicionalmente, foram extraidos 20 marcadores wadlid em estudos
anteriores (Heaton et al., 2002) especificamenta fstes de paternidade (Tabela 2.7). Para
o conteudo de informagé&o polimérfica (PIC) forantiads valores médios de 0,347, e para a
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He)vatsres de 0,486 e 0,449,
respectivamente. As estimativas das probabilidadesinadas de ndo exclusao (Tabela 2.6)
foram abaixo de 0,00% para a confirmacdo de pakide, considerando o gendtipo

conhecido de ambos pais, e para os parametrooredos com a identificagéo individual.

Tabela 2.7Estimativas de diversidade independentes para\NEs Yalidados para testes de
paternidade selecionados para o conjunto de antestisdos (N); K=nimero de
alelos observado; HObs=heterozigosidade observaip=heterozigosidade
esperada; PIC=conteudo de informacao polimérfida;1IR=probabilidade média
de ndo-exclusdo para um pai candidato; NE-2P=piiitede média de néo-
exclusdo para um pai candidato dado o genétipondeoai conhecido do sexo
oposto; NE-PP= probabilidade média de ndo-exclusin gendtipo de ambos
pais conhecidos; NE-I=probabilidade média de n&tus&o para a identidade de
dois individuos néo relacionados; NE-Sl=probabdiElanédia de ndo-exclusdo
para a identidade de dois irmaos.

SNP k N HObs HEXp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI
DQ38115 2 419 0,539 0,499 0,374 0,876 0,813 0,719 ,3760 0,595
DQ40415 2 393 0,483 0,496 0,373 0,877 0,814 0,72 377, 0,597
DQ42294 2 419 0,458 0,441 0,343 0,903 0,828 0,738 ,410 0,633
DQ48541 2 417 0,48 0,454 0,351 0,897 0,825 0,734 4010, 0,624
DQ50095 2 419 0,563 0,459 0,353 0,895 0,823 0,732 ,3980 0,62
DQ64718 2 418 0,481 0,451 0,349 0,898 0,825 0,734 ,4030 0,625
DQ64718 2 418 0,414 0,38 0,308 0,928 0,846 0,759 4570, 0,674
DQ65063 2 405 0,499 0,456 0,352 0,896 0,824 0,733 4 0 0,622
DQ78676 2 419 0,492 0,481 0,365 0,885 0,818 0,725 ,38%0 0,606
DQ78676 2 419 0,37 0,342 0,283 0,942 0,858 0,774 492, 0,702
DQ78676 2 417 0,535 0,501 0,375 0,875 0,813 0,719 ,37%0 0,594
DQ83764 2 418 0,474 0,434 0,34 0,906 0,83 0,74 50,41 0,637
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DQ84669 2 382 0,529 0,496 0,373 0,877 0,814 0,72 3780, 0,597
DQ86681 2 419 0,527 0,478 0,363 0,886 0,818 0,726 ,3870 0,608
DQ86681 2 416 0,486 0,428 0,336 0,908 0,832 0,742 4190 0,641
DQ88831 2 419 0,427 0,391 0,314 0,924 0,843 0,755 ,4480 0,667
DQ88831 2 405 0,477 0,442 0,344 0,902 0,828 0,737 ,4090 0,631
DQ98482 2 417 0,59 0,495 0,372 0,878 0,814 0,721 3780, 0,597
DQ99083 2 419 0,363 0,356 0,293 0,937 0,854 0,769 ,4780 0,692
DQ99597 2 411 0,54 0,501 0,375 0,875 0,813 0,719 3790, 0,594

Total 2* 414* 0,486* 0,449* 0,347* 0,117 0,022 [0.03]0] 0,000 0,000

*Valor Médio

**Probabilidade combinada de nédo excluséo

Considerando-se as 1920 transmissdes mendelipossiveis do ensaio
original (5 trios x 384 SNPs), foram encontradasciaimente 260 inconsisténcias
concentradas em 52 SNPs (13,5%). Apés as filtrageakzadas, o painel validado (249
SNPs) apresentou média de confirmacdo de patemidade reprodutibilidade de 100%
(Tabelas 2.4 e 2.5).

Conforme esperado, os desvios em relagdo as pfgmrgenotipicas do
equilibrio de Hardy-Weinberg foram significative®<Q,01), quando a populacdo como um
todo foi considerada (Figura 2.3). Esse desvio plaporcdes de equilibrio poderia ser
consequéncia da reunido de grupos genéticos diésreom frequéncias alélicas diferentes

em uma mesma populacéo.

45% - - 100%
40% A - 90%
35% - - 80%

© L 0 =

2 30% 0% g

© - 60% E

L 25% - 3

© - 50%

'S 20% A T

@ - 40% 3

= 04 -

515/0 - 30% 8
T 10% - L 20% &
5% A L 10%
0% - - 0%

N
SFON S

o S T U IR U R

Q- Q' QY O
Equilibrio de Hardy-Weinberg

Figura 2.3 Valor deP para o Equilibrio de Hardy-Weinberg para o patwlsiderando todos
0s 384 SNPs.
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A proporcéo geral de SNPs polimorficos observadestenestudo (N = 576
animais) considerando todos os 384 SNPs foi estimad 71,6%. Apés aplicacdo dos
criterios de filtragem, foi possivel observar umemiduicdo da propor¢cdo de SNPs
polimérficos (53,4%, Figura 2.4). Animais aparemsprodutos dos cinco trios incluidos no
estudo) e as amostras repetidas (66 amostras) fexatnidas dessas estimativas. Os 419
animais restantes (118 machos e 301 fémeas) afem@nTaxa de Genotipagem média de
0,9699 + 0,017.

Call Rate GenTrain
100 57 50 458 46,1
90 86 45
80 40
70 35 33,1 33,6
60 30
50 25
40 20 17,2
30 15 89 101
20 14 10
D 0 0
g <0¢ 50,6 0-0,2 0,2-0,4 04-0,6 0,6-0,8 08-1,0
S Call Rate GenTrain
IS
& GenCalla 50% Frequencia do Alelo Menor MAF)
50 e 50 762
45 38 40,9 45
5
40 346 40
35 35
30 30| 284
23 16,7 ;2 195 =
' 143 54 15,4
15 13,5 15 07 125
10 . 7.1 10 423 86
, 23,7
o | - 052 0 .
0 0
0-0,2 0,2-0,4 0,4-0,6 0,6-0,8 0,8-1,0 0-0,0¢ 0,501 01-02 02-03 03-04 04-05
GencCall MAF

B Antes da Filtragem = Depoisda Filtragem
Figura 2.4 Distribuicdo dos valores de Taxa de Genotipag&anTrain e GenCall50
observados antes e depois da filtragem dos dadweslage com o painel de
SNPs.

A andlise de componentes principais ndo revelautesacdo de grupos genéticos
na populacdo estudada. O primeiro e segundo comfaEme@rincipais (CPs) respondem
individualmente por 45% e 24% da variagdo totaresmms 249 SNPs examinados, e 0s
primeiros dez CPs explicam mais de 61% da variém@b (Figura 2.5). A partir do sétimo e

décimo sexto componente principal, a varianciaieagh por cada componente foi abaixo de
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10% e 5%, respectivamente, explicando, a partsedpento, uma quantidade cada vez menor
da variagéo total (Figura 2.5).
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Figura 2.5 Variancia Individual e Acumulada dos Componentascipais.

O gréafico de dispersdo (Figura 2.6), foi obtidoawfis dos escores dos
componentes principais 1 e 2. Como pode ser olderes CPs utilizados ndo identificaram
subestruturagdo na populagdo estudada, o que alipdssiveis erros nas estimativas
associados ao efeito de GGs diferentes. Por ocatlo, ffoi realizado analise de estruturagéo
entre animais holandeses (excluidos no inicio dadlises) de animais meio sangue
(1/2Holandés+1/2Gir), para avaliar o poder de &stagdo do painel validado. Como pode
ser observado na Figura 2.7, o painel foi capagstheiturar as duas populagdes, distinguindo
0s animais holandeses dos meio sangue.
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2.6. DISCUSSAO

Avancos tecnoldgicos obtidos na ultima década geranovas metodologias
para genotipagem de marcadores SNP, o que revotucios limites da utilizacdo de dados
moleculares nos estudos com genes candidatos dérse@s reguladoras das proteinas do
leite (Caetano, 2009). Conformkaminski et al (2005), e se tratando de rebanho bovino
leiteiro em associagdo as suas caracteristicamtdeesse econdmico, para uma maior
exploragédo da variacdo de proteinas no teor de leih nimero maior de marcadores SNPs
pode favorecer os resultados. Para estes autarsticp-se o interesse em SNPs em
decorréncia de sua utilizagédo na identificacéo efeeg associados a doengas multifatoriais e
QTL. Supbe-se que, em alelos proximos, os SNP$isétados em conjunto com os QTLs
através das geragoes.

Os resultados apresentados neste capitulo compravaficacia do ensaio
GoldenGatepara avaliacdo de genotipagem de SNPs em paiibacka densidade,
evidenciando o amplo potencial na deteccdo e seldgdum grande numero de marcadores
SNPs. No mesmo sentido, Gonzéalez-Neira (2013) appata a viabilidade da metodologia
GoldenGateem procedimentos de genotipagem em painéis peizaoias de SNPs. Segundo
a autora, esta ferramenta promove garantias néiceagéio de frequéncias dos alelos menores,
bem como permite obtencdo de maior probabilidadeudesso na validagdo do experimento.
Para esta autora, frente aos critérios de filtragem excluem do experimento amostras e
marcadores nao confidveis, € possivel estabelesrelpde marcadores de SNPs de baixa
densidade para verificacdo de critérios como repilotidade e herancas genéticas. De
acordo com Ziegler (2009), SNPs genotipados dedantonsistente ou que ndo contribuirdo
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para a acurécia das avaliacbes genéticas deveexdafdos no sentido de reduzir esforgos
computacionais, diminuir a quantidade de resultdalees e melhorar a precisdo das anélises

realizadas com os polimorfismos restantes.

Conforme Lin et al. (2009), é primordial a seteci ferramentas que melhor
se adaptem ao objetivo do trabalho, que oferecamisiéncia no desempenho, flexibilidade
em conteudo, rapidez na geracdo de dados, e dlidadib para estudos em larga escala. Para
Kaminski et al. (2005), a genotipagem de SNPs d¢emialos regulares, possibilita a detecgéo
de regibes gendmicas que apresentam variacdo ageéfrcias alélicas, auxiliando os

processos de avaliacdo genética e melhorament@knim

Também com intuito de desenvolver e validar untod®@ r4pido para a
genotipagem das principais mutagbes das proteioagi® bovino, Chessa et al. (2007)
realizaram experimento com microchips, para a ifleamtdo simultdnea de 22 SNPs
localizados em 8 diferentes regides de genes osladbs com a proteina do leite. A
plataforma utilizada permitiu insercdo e delecadinprfismos para serem genotipados.
Conforme os resultados deste estudo, atravémideochips foi constatada facilidade de
genotipagem de diferentes regibes genGmicas, qderipm ser investigadas para estudos
filogenéticos e de associagdo; avaliacdo das disiirgenéticas entre racas de bovinos;

histéria da espécie bovina e identificacdo de pasen.

Onteru et al. (2011) analisando caracteristicagodepivas em porcas,
utilizaram um limiar de MAF > 0,001 e eficiéncia denotipagem >80% para verificar o
EHW e excluir de SNP com erros de genotipager@edtrain Scorgeutilizado nesta analise,
baseou-se na andlise de agrupamento dos gendiipodpram realizadas por meio @en
Call scoreda lllumina. Apos este controle de qualidade foramovidos 6.814 SNPs (11%)
do banco de dados genotipico. Estes autores for@mosnrigorosos com os limiares
estabelecidos nos critérios de qualidade dos maresthmostras de animais, em comparagao

aos adotados no presente capitulo.

Fan et al. (2011), avaliando caracteristicas deposigdo corporal em suinos,
utilizaram um limiar de MAF >0,05, eficiéncia dengéipagem > 80% e p-valor < 1xi®o
teste dey® para verificar o EHW para exclusdo de SNP. Nestede de Fan et al. (2011),
excluiram-se inicialmente 5 amostras por apresemtaficiéncia de genotipagem menor que
0,80, e no controle de qualidade dos SNPs foranovielns 2.286 com eficiéncia de

genotipagem inferior a 90% e por falharem na geagém (o cal). Desta forma, estes
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autores alcancaram aproximadamente 50K SNPs, ds fyuam utilizados para analises de
associagao.

Ankunov et al. (2009) aplicaram a tecnologeraCodepara a genotipagem de
SNPs em experimentos com trigo. A metodologia fiidiente em determinar amostras
polipdides do trigo, com uma média de 89% tetragidie 84% de gendtipos hexaploides.
Neste experimento, apos filtragem de SNPs de bgiedidade, foi constatada precisdo de
genotipagem com média de 99% para hexaploides ¥ pPada tetraploides. De acordo com
os estudos de Deulvot et al. (2010), em experimesatiizado também com cultivo de vegetal
(ervilha), o ensaidGoldenGatemostrou-se de mesma eficacia na validacdo do Ipdae
SNPs. Este painel estava composto inicialmente8deSNPs, dos quais 356 SNPs (92,7%)
permaneceram apoés a aplicacao dos critérios dagiitn, mantendo nivel acima de 94% para
0 parametro de qualidad&enTrain Assim como na pesquisa foco deste estudo, altggao
GoldenGatefoi utilizada nos experimentos de Ankunov et 2009) e Deulvot et al (2010),
0s quais destacaram como ferramenta adequada edfisa¢do de variacdes genética de
locos relacionados com caracteristicas complexaesantando resultados favoraveis a este

tipo de cultura.

Os valores médios observados e esperados de hgtsidade para os
marcadores foram considerados dentro das expedatnsto que os SNPs sdo marcadores
bialélicos e que alguns iria apresentar variabdédeeduzida (SNPs relacionados a doencas
genéticas). Estes numeros foram comparados e mavstse semelhantes aos obtidos em
trabalhos que também tem utilizados marcadores gadfises de paternidade em bovinos
(Fisher et al., 2009; Hara et al., 2010). Os tasés se mostraram eficientes na identificagédo
de individuos néo relacionados e na confirmacdoparnidade quando se possui a
informacé@o de ambos os pais, uma vez que os valeredo exclusdo foram abaixo de 0,0%
(exclusdo de 99%)).

Verificou-se neste estudo que a metodolo@ldenGate tanto otimiza a
pesquisa quanto garante maior eficacia de dadoglosbtsendo, consequentemente,
considerada ferramenta de sucesso para a validacgainel proposto. A proporgéo geral de
SNPs polimoérficos observados neste estudo (paraabiffais) considerando todos os 384
SNPs foi estimada em 71,6%. Apos aplicagdo doéricrdt de filtragem, foi possivel observar
uma reducao da proporcdo de SNPs polimorficos ¢683,40rém estes marcadores foram
considerados mais robustos. O painel validado 8eSNPs pode ser utilizado com diferentes

propositos na raga Girolando. Os resultados obtatesvés da analise de componentes
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principais revelaram a eficiéncia que este papeimitindo que seja utilizado em estudos de
estruturagdo genética, estimacé@o do grau de dileglsidentro e divergéncia genética entre
populagBes, possivel identificacdo de QTL e de O6egido genoma associadas a
caracteristicas de producéo leiteira aptas a selédé@diante comparagdo do experimento
aqui apresentado e demais estudos fundamentadesfegamenta, constata-se a eficacia do
painel personalizado por meio da qualidade na §eralps gendtipos dos SNPs, visando

melhorias da qualidade e produtividade leiteira.



61

2.7. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram a adequacédo do easidenGate por meio da
validacdo do painel personalizado com 249 SNPsgeracdo de gendtipos confiaveis
relacionados a caracteristicas de producédo de deiencas hereditérias e teste de paternidade
em animais da raga Girolando. O ens@oldenGateproporcionou, portanto, um grande
namero de marcadores SNPs capazes de detectangd@imo de DNA em rebanhos da raca

Girolando, sendo estéo indicado para estudos gen8ma presente raca.
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Anexo 01: Painel inicial dos SNPs, Probabilidade deibridizacéo dos oligonucleotideos estabelecidoslp empresa Illlumina(Escore
Final e Designability Rank) e Parametros descritevdo resultado da genotipagem GoldenGate (GC50|Rzad;, MAF, HW, GenTrain).

Probabilidade de

Parametros Descritivos do Resultado da

1

Informacgdes iniciais dos SNPs hibridizacao - -
. Genotipagem
lllumina
ID | Referéncia Nome do BTA Posicao Efeito SNP| Escore | Designability GC50 | CallFreq MAF HW GenTrain Status
SNP/Gene/Acesso Final Rank

1| http://www.ncbi.nim.nih.gov/py ABCG2/ ATP-binding | ¢ 12826341 | Producdode 1 | g 962 1 0,804| 0,529 0,1084 0,0148 0,8463 Permaneceu
bmed/19719788 cassette G2 Proteina
http://www.biomedcentral.com Produco de N duid

2 | content/supplementary/1471- ABCG2_256 6 | 19170708685 550 O9 [A/G] | 0,983 1 08257 08424 03774 O 0,8262 Exau
2156-8-32-S1.xIs

3 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pul  APOE/Apolipoprotein E| 18 1917070866Pr§d“9"f‘° d¢ /ey | 0.467 0 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741677 roteina

4 | http://www.ncbi.nim.nih.govinu  APOE/Apolipoprotein E| 18 1917299522Pr§d“9"f‘° ¢ (mc] | 0362 0 05342 0,811 00569 O 0,534 Exaluid
ccore/NM_173991 roteina
http://repository.library.ualberta.

5 | Caldspace/bitstream/10048/498/ ) oy g pTA14 14 | 31708200 | PrOducd0de 1y | g g1q 1 0639 09366 03617 0 0,639 Permanec
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf

g | Ntp://support.illumina.com/dow \ps grGL BAC 12507 13 | 15805830 ; NG| 0,927 1 05951 09094 04502 p 05951 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html

7 | Mtp-//support.illumina.com/dow \po geG) BAC 20631 16 | 16270590 - [AG] 0,941 1 0,7067 0,9999 0,31727795| 0,7067 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html

g | http-//support.illumina.com/doy ARS_BFGL_NGS_1029% | 5551717205 ; el 0,892 1 0879 08533 04841 D 0,879 Excluido
nloads/bovinesnp50v2.html 9

g |Nttp:/isupport.illumina.com/dow \po gegi NGS 13104 20 2354405 | Producdode e | g 57 1 0,7405 1 0,4284 0,1386 0,7405 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Proteina

10 | http-//support.illumina.com/dow \po grg| NGS 21534 14 | 14021415 - [AVG] 0,98 1 0,7408 1 0,471 0,38140,7408 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html

11 | htp-//support.llumina.com/dow \oo grg) NGS 22171 21 | 17927012 - [AG] 0,803 1 0,7179 0,998 0,29467905| 0,7179 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html

12 | http:/isupportillumina.com/dow \po pre) NGs 2335 19| 16437712 Froducdode ey | g 533 0 062720 0875 01501 0 0,6272 Permemec
nloads/bovinesnp50v2.html Proteina
http://support.illumina.com/dow ARS_BFGL_NGS_2487 Producéo de .

13 nloads/bovinesnp50v2.html /rs109952207 3 39599273 Proteina [A/T] | 0872 1 0 0 0 0 0 Excluido




http://support.illumina.com/do
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14 : ARS_BFGL_NGS_27620 17 | 2021717231 - [T/c] 0,884 05579 08315 0329 [0 0,5579 Excluido
nloads/bovinesnp50v2.html
15 | http-//support.illumina.com/dow \po grg) NGS 20837 18 4723921 - ric)| 0,903 0,6991 0,9942 0,3411 0040 0,6991 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html
http://support.illumina.com/dow ARS_BFGL_NGS_34052 )
16 | 1londs/bovinesnps0v2 himi TNW_ 003104701 11 | 13597480 [c/G] 0815 05494 0,994 0,35180085| 0,5494 Permaneceu
17 | htte-//support.llumina.com/dow \po grg| NGS 67659 25 | 15459573 - [AG] 0,86 0,7715 1 0,317 0,0p110,7715 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html
1g | http-//support.llumina.com/dow \po grg| NGS 68191 25 | 73221850 - [AG] 0,953 0,8032 0,994 0,31181906| 0,8033 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html
19 | http-//support.llumina.com/dow \oo grg| NGS 70555 24 | 41289771 - [ric] 0,901 0,8215 0,8859 0,17790001| 0,8215 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html
http://support.illumina.com/dow ARS_BFGL_NGS_78387
20 | Nloads/bovinesnp50v2.html /W, 003104190 9 39339420 - [A/G] 0,834 0,6985 1 0,4692 0,00010,6985 Permaneceu
http://support.illumina.com/do )
21 | Hloadsibovinesnps0v2 htmi | ARS_BFGL_NGS 83908 28 9487826 [ric]| 0,894 0,7388 0,8605 0,3474 1670 0,7388 Permaneceu
http://support.illumina.com/do ARS_BFGL_NGS_8418d) Producéo de
22 | [loads/bovinesnp50v2.html TNW._ 003103861 3 14674370 | "5 520 B9 [A/G] | 0,897 06108 0,9314 0,2335 0,12990,6108 Permaneceu
http://support.illumina.com/dow ARS_BFGL_NGS_84617 ) 4
23 | | onds/bovinesnpsov2 himi JNW_003104150 9 3524780 ricl| 0,745 0,7765 0,998 0,4453 8636 0,7765 Permaneceu
http://support.illumina.com/dow ARS_BFGL_NGS_9102 )
24 | Nloads/bovinesnp50v2.html S 110885790 2 11605190 [ric)| 0,953 0,7804 0,994 0,3009 30[1 0,7804 Permaneceu
http://support.illumina.com/dowy ARS_USMARC_116/ Producéo dg
25 | Nloads/bovinesnp50v2.html NW._ 003104062 7 98566451 | ol ] [AG] | 0,751 0,7064) 0,9987 0,2396 0,00390,7064 Permaneceu
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nu| ATPIAL/ ATPase, Producéo dg
26 : NCDL.OM. A Na'/K* transporting, 3 | 1917299524 G [A/C] | 0,696 0,7305 0,777 02727 0 0,730 Exauid
ccore/NC_007301.3 . Proteina
e alpha 1 polypeptide
27 | http:/Awww.ncbi.nim.nih.gov/ AY776154/ 2 | 26997650 - Gl 092 06858 1| 04266 0,00090,6853 Permaneceu
p: -nebi.nim.nin.g NW_003103836 : ’ i A ’
_ _ . AY842473]
28 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ NW 003103869 3 49703650 - [A/G]| 0,757 0,729 0,992 0,4065 9,833 0,729 Permaneceu
. . . AY844963/ Producéo dg q
29 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ NW_003103936 5 98102350 Proteina [T/C] | 0,956 0,5257 10,9909 0,472 0,00040,5257 Permaneceu
30 | hitp://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/ AY857620 16| 202126B - [G/c]| 0,625 0,8524 0,7862 0,2546  ( 0,852 xclEdo
31 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/nul  BcL2/Bcl-2 protein 24 | 62103854| ProduCa0 A& 1o | 704 05435 0,891 00119 1 0,776 Pergane
ccore/AF515848 Proteina
32 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/nul  BCL2/Bcl-2 protein 24 | 62104847| Producdoda o | g 918 0,4916] 0,9764 0,0612 0,37330,4916 Permaneceu
ccore/AF515848 Proteina
http://repository.library.ualberta.
33 | Ca/dspace/bitstream/10048/494/ g1 p7aq4 14 | 33364431 | Producdode 1 | o875 07446| 009964 04778 0,45490,7446 | Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
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34 | http://www.ncbinim.nih.goviny BOLA/MHC class |, |55 | 1917599549 Producdoda /x| g 355 07339 09909 01618 O 0,725 Exdluid
ccore/AB008590.1 heavy chain Proteina
35 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/pu _BOLA/ 11 | 1917209534 Producaode e | g g4 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/16704422 vacciniarelatedkinase2 Proteina
BOLA/beta-1,4-N-acetyl Producio dd
36 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ galactosaminyl 19 1917299537 Protgina [T/C] | 0,319 0 0 0 0 0 Excluido
transferase 2
BOLA/beta-1,4-N-acetyl Producsio dd
37 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ galactosaminyl 5 5027900 Protgina [A/IC] | 0,529 0,4541) 0,8822 0,4795 0,00020,4541 Permaneceu
transferase 3 (2)
. . . BOLA/MHC class |, Producéo de L
38 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ heavy chain 23 27535221 Proteina [A/G] | 0,424 0,606 0,9221 0,4627 0 0,606 Permamece
BOLA/pyruvate Producio dd
39 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ | dehydrogenase complex, 15 27863560 Protgina [T/C] | 0,722 0,7216/ 0,9853 0,4651 0 0,7216 Permeaume
component X
40 | htp:/Awww.ncbi.nim.nih.gov/ | BOMARALYLRALY |1, | 4150315 | Producdode oy | g 651 06433 00692 04813 0,00010,6433 Permaneceu
RNA binding protein-like Proteina
41 | htp:/iwww.nchinim.ningov | BTAL1980LM0ISNSAR 4 | 5051717264 - me| o082 06934 0808 04922 D 6984 Excluido
42 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ BTA_63385_no_rs 27 2021717269 - [A/C]| 0,953 0,828 0,735 0,4803 D ,8287 Excluido
http://www.gsejournal.org/contg 5
43 | nypdf/1297-90686-41-24.pdf N%Agﬁgfgggég 6 | 86904512 Prg?;g?r?ade [r/c] | 0,928 07187 09964 0,1618 0,13130,7188 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte BTA6_09701/NW_0031( Producio ds ]
44 ntlpdf/1297-9686-41-24.pdf - 3979 - 6 1917299550 Protgina [A/T] 0,85 0 0 0 0 0,1479 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte  gTas 107922/UDP .
45 | NUpdf/1297-9686-41-24.pdf | o1 curonosyltransferase 6 86819253 Prgfolig?r?ade [A/G] | 0574 0,794| 09149 0,302 0,071 0,794 Permaneceu
family, polypeptide A3
http://www.gsejournal.org/contg BTA6 107923/UDP .
46 | NUpdfi1297-9686-41-24.pdf | g, curonosyltransferase R 6 86819139 Prgfolig?r?ade [T/C] | 0,883 0,6928 0,9964 0,3936 0,00170,6928 Permaneceu
family, polypeptide A3
http://www.gsejournal.org/contg 5
47 | nypdii1297-9686-410a.pd | o~ o 2031 6 | 87366114 | PO0UGR0 Y Gy | 0,922 07495 09987 04138 O 0749 Permane
http://www.gsejournal.org/conte Producio de | 3
48 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf BTA6_77053 6 | 1917299558" [ <o N [AC] | 0,477 07121 075| 0,413 0 0,7121 Excluido
http://www.gsejournal.org/contg 5
49 | nypdfi1297-9686-410apdf | 0~ o 02 6 | 8735840 | PO0UGR0 G (G | 0,016 06072 09547 03615 0002406072 | Permaneceu
http://www.gsejournal.org/contg 5
50 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf BTA6—77gg%NW—OO31( 6 | 87325038 Prg?;g?r?ade [T/c] | 0,849 03776 09837 0,142 0,01170,5394 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/contg 5
51 | n/pdf/1297-0686-41-24.pdf BTA6—77gg%NW—OO31C 6 | 87324778 Prgfolig?r?ade [AVG] | 0,986 0,5007| 0,9946 0,4645 0,00030,5007 Permaneceu
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_ . . BTB_00346830/ ) ]
52 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ NW 003104101 8 49356880 [T/C]| 0,939 0,7955 0,8678 0,3643 985 0,7955 Permaneceu
53 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BTB_00780234 2q 2027273 - [A/G]| 0,917 06621 0,581 0,5 0 06621  xclido
. . . BTB_01052867/ Producéo dg P
54 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ NW 003104083 8 2021717275 Proteina [A/G] | 0,739 0,7913| 0,8404 0,2338 0 0,791 Exauid
55 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ BTB_01576968 15 39P0 - [A/G]| 0,766 0,7189 0,9928 0,4818 0,00030,7189 Permaneceu
_ . . BTB_01739441/
56 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ NW 003103915 5 10560050 - [T/C]| 0,817 0,7034 0,917 0,415 005Q 0,7034 Permaneceu
57 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/ BTB—“?%%‘;Z’NW—OO‘ 11 | 2021717281 - NG| 0,969 08646 0,8587 049260 0,8646 Excluido
58 | hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BTB_02057682 29 2027284 - [T/c]| 0,689 05381 097684 0,1076 8876|  Excluido
59 Eﬁpigmég;g-"'mﬂih-GOV/DU BUT/Butyrophilin 23 | 1917299564 Prgg‘r‘gf;de [T/C] | 0,563 0,769| 07862 0,174 0 0,769 Excluido
me
60 E“Digmég;g-n'm-“ih-QOV/DU BUT/Butyrophilin 23 | 31343712 Pg‘itr‘gj;de [T/G] | 0,84 05944/ 09726 04134 0,91070,5944 Permaneceu
me
http://www.gsejournal.org/contec40RF7 601/NW 0031D Producio de
61 | nypdf/1297-0686-41-24.pdf 2970~ 6 87355308 | 0 920 O [AIG] | 0,814 0,6929| 0,867 0,0804 0,00010,7293 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte Producio de A
62 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf C4ORF7_914 6 87356621 ' o 0 59 [T/C] | 0,782 0,6151 0,9928 0,4352 0,00090,6151 Permaneceu
CARD15/caspase Producio dd
63 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/py recruitment domain 15| 18 19210680 Protgina [T/A] 0,97 0,7429| 0,8986| 0,399 0 0,7424 Permanec
bmed/18005441 protein
CARD15/caspase Producio dd
64 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/py recruitment domain 15| 18 19210721 Protgina [A/C] 0,97 0,7961| 0,9783 0,3852 0,05030,7961 Permaneceu
bmed/18005441 protein
CARD15/caspase Producio dd
65 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/py recruitment domain 15| 18 19212150 Protgina [T/A] | 0,797 0,7701| 10,9438 0,4223 0,238 0,770 nigreceu
bmed/21054834 protein
66 Egﬁpeigmégg%"'m“ih-GOV/DU CC"ﬂi’(ﬁ%ﬁ’i‘;gﬁ'&“&z(C'c 19 | 1917299574 Prgfolig?r?ade AG] | 0,784 0 0 0 0 0 Excluido
67 E“Dizmégg'ii-?n'm-"ih-QOV/DU CCLﬂiﬁ%ﬁ%gm%(C'c 19 | 1917299581 Prgfolig?r?ade [ric] | 0,977 0662 06354 01809 0 0,662 Excluido
me
68 Egﬁpeigmégg%"'m“ih-GOV/DU CC"i’()%'f‘)eI’i;Z‘;'g‘;(C'c 19 | 1917299584 Prgfolig?r?ade AG] | 0,915 0 0 0 0 0 Excluido
69 Eﬁpigmégggi-?n'm-"ih-QOV/DU CCLﬂi’(ﬁ%ﬁggﬁg‘;(c'c 19 | 14674417 Prg?;g?r?ade [T/ic] | 0,933 0,7405 0,9964 0,3691 0,00010,7405 Permaneceu
me
70 qupeigmégggi-?n'm-"ih-QOV/DU CC";/O%?)EI?;Z‘;'SZ(C'C 19 | 1917299587 Prgfolig?r?ade [T/ic] | 0,989 0 0 0 0 0,2419 Excluido
71 Eﬁpigmégggi-?n'm-"ih-QOV/DU Ccﬁgig‘gg;‘;‘? éc-c 22 | 53613712 Prg?;g?r?ade [A/G] | 0,896 0,7977| 0,9858 0,307 0,2248 0,7977 Permaneceu
me
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CD14/ Monocyte Doenca

72 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/py differentiation antigen 7 1917299591 Genét‘i;ca [A/G] | 0,656 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/9300371 CD14 precursor

73 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pu CD18/BLAD 1 | 145114063 PS8 | (nG) | 0,925 07625 1 001| 09976 08026 | Permaneceu
bmed/9361228 Genética

74 | hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/pu  COXPL/ Cytochrome | 5| 1 g1759959g Producao dg ey | g 945 05139 07694 01071 0 05139 Exdluid
bmed/9363619/ oxidase Proteina

75 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/puy  COXPL/ Cytochrome | 5| 41405350, | Producdoda rrqy | g6 07719| 09801 0,1858 0,13930,7719 Permaneceu
bmed/9363619/ oxidase Proteina
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pu CRH and Produgéo dg

76 bmed/18059556 TRIM55/BTAL4 14 32153693 Proteina [A/G] | 0,928 0,6907| 0,9891 0,3782 0,00130,6907 Permaneceu

77 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pul cSN1S1/ Casein, alpha $1 6 | 1917299601 ~ro0dua0 de a1 | o 086 0,563| 09837 0,351 0 0,563 Excluido
bmed/15741668 Proteina

78 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/py cSN1S1/ Casein, alpha$l 6 | 87157212 | PrO9UG0 de ) | o gg7 07212 05054 01703 0 07752  Perene
bmed/15741668 Proteina
http://www.gsejournal.org/conte cSN1S1 BMC 16680/ Produc&o dd -

79 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Caseﬁ,alph_a s1 6 1917299605 Proteina [C/G] | 0,868 0 0 0 0 0 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte cSN1S1 BMC 17969/ Produc&o dd -

80 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s1 6 1917299609 Proteina [T/C] | 0,737 0 0 0 0 0 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte csN1S1 BMC 1995/ Produgso deg -

81 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s1 6 1917299609 Proteina [C/G] | 0,859 0 0 0 0 0 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte cSN1S1 BMC 5798/ Produc&o dd

82 | ny/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s1 6 | 87145250 | T, - [AG] | 0,879 0735| 0994 037 018 0,735 Permenec

g3 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/py cSN1S2/ Casein, alpha$2 6 | 1917299614 Pr0dusdode e | o 758 0,8092 0,769 0,463 0 0,8092 Exdluid
bmed/15741668 Proteina
http://www.gsejournal.org/conte csN1S2 BMC 10215/ Produgéo deg i

84 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 6 | 87260042 | "5 c T [T/C] | 0,888 0,7412 1 | 00263 05959 0,7412 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte cSN1S2 BMC 10431/ Produgéo deg

85 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 6 87269258 Proteina [A/G] | 0,982 0,7618 0,998 0,0735 0,1029 0,802 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte cSN1S2 BMC 11255/ Produgéo deg

86 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 6 87270082 Proteina [T/C] | 0,815 0,7319] 0,9964 0,085 0,005 0,7319 nfeeceu
http://www.gsejournal.org/conte csN1S2 BMC 14361/ Produgao dd -

87 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 6 | 1917290622 5w " [T/A] | 0,821 0 0 0 0 0 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte cSN1S2 BMC 17192/ Produgéo deg -

88 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 6 1917299623 Proteina [T/C] 0,929 0,865 0,6141 0,46 0 0,8674 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte csN1S2 BMC 18035/ Produc&o dd

89 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 6 87276866 Proteina [A/G] | 0,681 0,8024| 0,9837 0,2928 0,00010,8024 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte  cSN1S2 BMC 1915/ Produgao dd

90 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Caseiﬁ, alph_a 2 6 87260743 Proteina [T/C] 0,909 0,69 0,9801 0,412 0,0012 0,69 Permaneceu
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http://www.gsejournal.org/conte cSN1S2_BMC_21257/ Producio de A L ]

91 ntlpdf/1297-9686-41-24.pdf Casem,alpﬁa 52 1917299630 Protgina [T/C] 0,678 0,7956 0,7574 0,3325 0 0,8023 Exduid
http://www.gsejournal.org/conte. CSN1S2_BMC_21965/ Produgéo de

92 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 87280796 | 5 0 IAG] | 041 0,5983| 0,9601 02623 0 0,598 Permanec
http://www.gsejournal.org/conte. CSN1S2_BMC_22088/ Produg&o de ]

93 Nnt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 1917299634 Proteina [T/C] 0,865 0 0 0 0 0 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte  cSN1S2_BMC_2544/ Produgao de . 4

94 | ny/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 87261372 | 5 20 Y [T/C] | 0,668 0,6354 0,9692 0,0206 0,64380,6688 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte  cSN1S2_BMC_3312/ Producio de ]

95 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha 82 1017299637 5 20 *9 [ANG] | 0,898 0,7229) 06703 02959 0O 0,8091 Exduid
http://www.gsejournal.org/conte  cSN1S2_BMC_5105/ Produg&o de 4

96 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein. alpha 52 87263933 | 5 0 [T/C] | 0,792 0,7369 10,8732 0,2873 0,04220,7369 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte  cSN1S2_BMC_7008/ Producéo de ]

97 | nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 1017200647 ~ 5 #0 OH [AG] | 0,6 0,8058| 0,8261 0,261 0 0,8058 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte  cSN1S2_BMC_8316/ Producio de ]

98 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf Casein, alpha s2 1917299643 Proteina [T/C] | 0,811 0 0 0 0 0 Excluido

99 | http://www.ncbi.nim.nih.govipu  cSN2/Beta-casein 1917299648 704UGa0 d& 1y | 717 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741664 Proteina

100 | http:/mww.ncbi.nim.nih.gov/pu  csN2/Beta-casein g7181471 Froducdoda ey | g ga5 0,5685 0,9964 00055 1 0,8121 Permene
bmed/3271384 Proteina

101 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pll  cSN2/Beta-casein 87181547 "10dUCA0 d& 15 01 | g ga5 0,4663 1 | 00136 09854 0,6661 Permaneceu
bmed/3271384 Proteina

102 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pul  csN2/Beta-casein 87181619 P104UCA0 A& 10y | g 673 0,7772 0,974 0,0381 0,43590,8181 Permaneceu
bmed/3271384 Proteina

103 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pu  csN2/Beta-casein 87183031 Froducdo da s | g 914 0,6427| 0,904| 0,2044 0,00170,6427 Permaneceu
bmed/3271384 Proteina
http://www.gsejournal.org/conte ) Produc&o dg |

104 | ny/pdfi1297-9686-41-24.pdf | CSN2_110/Beta-casein 87181480 o =0 ™ [T/G] | 0,845 0,7728) 0,8551 0,0413 0,43760,8135 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte ) Eroduqéo dd 3

105 | ny/pdfi1297-9686-41-24.pdf | CSN2_516/Beta-casein 1917299656 £ ° [UD] | 0,619 0,6132| 0,9203 0,1053 0,15770,6454 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte cSN2_BMC_2364/Beta Produgéo de

106 | nt/pdfi1297-9686-41-24.pdf e 87187581 | o 0 [T/C] | 0,722 0,756| 0,898 0,3427 0,0268 0,756 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/contg - 5

107 | nupdf1297-0686-41.0a pdf | o —269/Beta 87180676 | P100UG20 A4 0/G) | 0,887 06081 09964 01582 0,04590,6081 | Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte cSN2_BMC_3118/Beta Produgéo de ]

108 nt/pdf/1297-9686-41-24.pdf ~ casein 1917299662 Proteina [T/C] | 0,891 0,527 0,6993 0,4326 0 0,527 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte cSN2_BMC_344/Beta- Produg&o de .

109 | nt/pdfi1297-9686-41-24.pdf st 87189601 | o A0 4 [T/C] | 0,935 0,7273 0,9987 0,1497 0,16880,7281 Permaneceu
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http://www.gsejournal.org/conte 5

110 | nypdfi1207-0686-41. 24 pdf | | o o _4393/Beta 87185552 | 100U%20 dd ey | 0 gsa 06805 09964 00136 074130,6805 | Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte 5

111 nﬂgdfllz97996186_41_24_gdf CSNZ—B(E{;S&?]WS/B% 87184171 Prg?;g?r?ade [NG] | 0,943 0,65 1 | 04563 0,0163 0,65 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte 5

112 nﬂgdfllz97996186_41_24_gdf CSNZ—B(E{;S&?]SQ’MBH"‘ 1917299670 Prg?;g?r?ade [T/c] | 0,635 05923 08859 0,3476 0,11950,5923 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte 5

113 nﬂgdf,1297996é6_41_24,gdf CSNZ—BC"Qge—i?IG“O/Beta 87183306 Pr;?;g?:ade [T/G] | 0,799 07434 09944 03616 0,00350,7434 | Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte CSN2_BMC_9215/Beta Produg&o de ;

114 Nnt/pdf/1297-9686-41-24.pdf - CaSEin 1917299673 Protgina [T/G] 0,931 0 0 0 0 0 Excluido
http://www.gsejournal.org/conte 5

115 | niipdf11207-0686-41. 04 pdf | | o 2-orc_o472/Beta 87180474 | P00 A8 5] | 0801 07212 09801 04861 0041807212 | Permaneceu

116 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pul  cSN3/Kappa-casein 191729967 T0duCA0 d& 1) | 0 823 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741668 Proteina

117 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pul  csN3/Kappa-casein 191729968 10UCa0 d& 1/ p1 | (667 0 0 0 0 02421 Excluido
bmed/15741668 Proteina

118 | http:/mww.ncbi.nim.nih.gov/py  cSN3/Kappa-casein 87300459 Produedo de 1y | g 739 05772 09221 0,0059 0,84250,8245 Permaneceu
bmed/15741668 Proteina

119 | http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/pu  csN3/Kappa-casein g730057§ Producdode o | g 0,5623| 0,9964 00018 1 0,8033 Permanect
bmed/15741668 Proteina

120 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/py  cSN3/Kappa-casein 87300576 Produ¢d0 d& 1y | 0 674 05473 09982 00027 1 0,781 Perroane
bmed/15741668 Proteina

121 | http://iwww.ncbi.nim.nih.gov/pll  cSN3/Kappa-casein 19170710p7"00uCA0 & 1y | 602 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741668 Proteina

122 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pu  csN3/Kappa-casein g739063p Producdo de 1 | o g3s 0,6079] 085871 0,123 089 0,607 PeneU
bmed/15741668 Proteina

123 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/py  cSN3/Kappa-casein 87300673 "10UUGE0 A& 15 | 0,981 07813 08913 04797 0 0,781 Perroane
bmed/15741668 Proteina
http://www.gsejournal.org/contg, 3

124 nﬂgdfllz97996186_41_24_gdf CSN3—Ba"f'§i—Sti1:14/Kap 87387208 Prg?;g?r?ade [AG] | 0,768 06443 08737 0,2075 0,00010,6443 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte 5

125 nﬂgdfllzgf%é&“_m,gdf CSN3—B;‘f'Ccagti2:53/Kap 88481137 Pr;?;g?:ade [AVG] | 0,788 07004/ 09054 0314 0,24920,7004 | Permaneceu
http://www.gsejournal.org/conte 3

126 | nypdi1297-0686-41.0a pdf | o 3916/Kap 87300993 | P100UC20 A4 r6) | 0573 07783 0918§ 04339 0| 0778 Permene
http://www.gsejournal.org/contecSN3_BMC_13941/Ka| Produgao de .

127 | nt/pdf/1297-0686-41-24.pf e P 1923344359 0520 99 [T/C] | 0,732 0 0 0 0 0 Excluido
http://www.gsejournal.org/contecsSN3_BMC_14124/Ka| Producéo de ]

128 | nypdf/1297-9686-41-24.pdf — ormein P 1023344364 ' o S50 99 [T/C] | 0,676 0 0 0 0 0 Excluido
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http://www.gsejournal.org/contecsN3_BMC_14131/Kapp Producio de ]
129 ntlpdf/1297-9686-41-24.pdf - a-ca_sein p 6 1923344361 Protgina [T/G] 0,676 0,463 0,5543 0,272 0 0,736 Excluido
http://www.gsejournal.org/contg, 5
130 nﬂgdfllz97996186_41_24_2(” CSN3—Ba"f'§i—St‘i‘:06/Kap’ 6 | 1923344362 Prg?;g?r?ade [T/G] | 0,891 05933 08228 0,121 0 0,5938 Exduid
http://www.gsejournal.org/contg, 5
131 nﬂgdfllz97996186_41_24_2(” CSN3—Ba"f'§i—St‘i‘:24/Kap’ 6 | 87391701 Prg?;g?r?ade [NG] | 0,794 07692 0,8859 0,447 0 0,7692 Perrmane
http://www.gsejournal.org/contg, 5
132 nﬂgdf,1297996é6_41_24,gdf CSN3—B;‘f';glefg71/Kap’ 6 | 87391848 Pr;?;g?:ade [NG] | 0,905 07593 09904 0,1316 0,04410,7593 Permaneceu
http://www.gsejournal.org/contg, 5
133 | nypf1297-0686-41.0a pdf | o L4826KaPp g | g7391003 | PIOAUCA dE 5 | 0,043 08117 09724 01164 0005808544 | Permaneceu
http://www.gsejournal.org/contg, 5
134 | niipdf11297 06864124 pat | | —e—Lo266KaPh g | 195334437 PIOUUCA0 A€ g0y | g 654 0781| 0846 01981 0 0.781] Excluido
http://www.gsejournal.org/contg 5
135 | nipd1207-0686-41.04 pdf | | oo t923KAPPR g | g7a77716 | PIOIUCED A4 1) | 461 0812| 09658 03677 00018 0,812 | Permaneceu
http://www.gsejournal.org/contg 5
136 | ntipdi1207-0686-41.04 pdf | | o o= 2090KAPPR g | 055344375 PIOIUCAD A4 [y | 0510 05729, 04204 03987 o 07164 Exauid
http://www.gsejournal.org/contg 5
137 | ntipdf1207-0686-41.04 pdf | | o o= 2LTBKAPPR 6 | 1gp334437¢ PIOUUGAC 0 [y | o ggg 07348 0779| 04628 0| 0734 Excluido
http://www.gsejournal.org/contecSN3_BMC_2220/Kappa Producéo de .
138 | ny/pdf/1297-9686-41-24.pdf s T APPR 6 | 1923344379 MO SE0 99 [A/G] | 0533 0 0 0 0 0 Excluido
http://www.gsejournal.org/contg 5
139 | nipd1207-0686-41.04 pdf | | oo e ISSKAPPA g | 95534438q PIOIUCED A4 [ | g g7 08205| 08408 01692 0|  0820% Exatuid
CSNK2A2/Casein kinasg¢ Producio dd
140 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu| 2, alpha prime 18 26109950 Protgina [A/G] | 0,918 0,689 0,9692 0,001 0,9636 0,7253 Permaneceu
bmed/15741668 polypeptide
141 | http://genome.cship.org/contentCVM/ Complex Vertebral - 5 | 43495410 | DO€NGA | o1 | g3 07529 0994 00091 082 07926  Reeneu
16/1/97 full.pdf+html Malformation Genética
142 | http:/mww.ncbinim.nin.goy/ | CXCLL0/ Chemokine (Ch o | 5653505 | Producdoda e | g gg 06213| 0942| 01548 0,00050,6213 Permaneceu
X-C motif) ligand 10 Proteina
143 | http:/Awww.ncbi.nlm.nih.gov/ DCT/dopachrome 12 | 69534625 | Produsdoda el o 651 05354/ 0,9692 0,0271 0,84340,7648 Permaneceu
tautomerase Proteina
144 | http:/Aww.ncbi.nim.nih.gov/ DCT/dopachrome 12 | 69544204 | Producdode e | g gg3 0,681 0,9891 00156 0,85540,7169 Permaneceu
tautomerase Proteina
DGAT/Acyl-CoA:1,2- Producio dd
145 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu diacylglycerol O- 14 1802193 Protgina [A/C] | 0,375 0,8232| 10,9692 0,48¢ 0,5743 0,8232 Permaneceu
bmed/15741668 transferase
DGAT/Acyl-CoA:1,2- Producio dd
146 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu diacylglycerol O- 14 1923344394 Protgina [A/G] | 0,375 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741668 transferase
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DGAT/Acyl-CoA:1,2- Producio dd
147 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu diacylglycerol O- 14 1923344396 p Q, [A/G] | 0,382 0,8206| 0,8442 0,4571 0 0,820 Exauid
roteina
bmed/15741668 transferase
DGAT/Acyl-CoA:1,2- Producio dd
148 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu diacylglycerol O- 14 1923344394 p Q, [A/C] | 0,381 0,8223| 0,8152 0,4489 0 0,8224 Exauid
roteina
bmed/15741668 transferase
DGAT1/Acyl-CoA:1,2- Producio dd
149 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu| diacylglycerol O- 14 1795176 9, [C/G] | 0,629 0,7303 0,9964 0,0118 0,99980,7688 Permaneceu
Proteina
bmed/15741668 transferase
DGAT1/Acyl-CoA:1,2- Producio dd
150 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu diacylglycerol O- 14 1804175 p 9, [G/C] | 0,797 0,6645 0,942 0,0433 0,587 0,6995 Rasveu
roteina
bmed/15741668 transferase
DGAT1/Acyl-CoA:1,2- Producio dd
151 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu| diacylglycerol O- 14 1805963 P tg’ [G/C] | 0,645 0,7357 1 0,166f7 0,23P2 0,7365 Permaneceu
bmed/15741668 transferase roteina
http://support.illumina.com/do DQ381153/ Tese de
152 nloads/bovinesnp50v2.html NW 003103793 1 3249120 Parentesco [A/IC] | 0,922 0,6674 1 0,4774 0,0881 0,6674 Permaneceu
http://support.illumina.com/do DQ404150/ Tese de .
153 nloads/bovinesnp50v2.htm NW_003103810 1 2021717289 Parentesco [A/IC] | 0,822 0,8254) 0,7663 0,4326 0 0,8254 Exauid
http://support.illumina.com/do DQ404151/ Tese de
154 nloads/bovinesnp50v2.html NW_003103826 1 151349518 Parentesco [T/C] | 0,607 0,7897] 0,962| 0,4482 0,516 0,789 Reeneu
http://support.illumina.com/do DQ404152/ Tese de P
185 nloads/bovinesnp50v2.html NW_003103830 2 202171729 Paternidade, [r/C] | 0,498 0 0 0 0 0 Excluido
http://support.illumina.com/do DQ422949/ Tese de
156 nloads/bovinesnp50v2.htm NW_003103841 2 65069060 Paternidade [A/IG] | 0,724 0,7244) 10,9964 0,3145 0,32280,7244 Permaneceu
http://support.illumina.com/do DQ422950/ ) q P
157 nloads/bovinesnp50v2.html NW 003103855 3 2021717294 [T/G] 0,815 0,622 0,7681 0,356 0 0,6227 Excluido
http://support.illumina.com/do DQ435443/ ) P
158 nloads/bovinesnp50v2.html NW 003103870 3 2021717294 [T/G] 0,885 0,656 0,7717  0,0857 0 0,6561 Excluido
http://support.illumina.com/do DQ485413/ Teste de A
159 nloads/bovinesnp50v2.htm NW_003103904 4 94176200 Paternidade [T/C] | 0,678 0,6822] 0,992 0,3668 0,43840,6822 Permaneceu
http://support.illumina.com/do DQ500958/ Teste de A L
160 nloads/bovinesnp50v2.html NW_003103919 5 27702800 Paternidade [T/C] | 0,947 0.7285 0,998 03686 0 0.728p Permame
http://support.illumina.com/do DQ647186/ Teste de
161 nloads/bovinesnp50v2.htm NW._003103887 4 17200580 Paternidade [A/G] | 0,982 0,7923| 0,9964 0,3491 0,17930,7923 Permaneceu
http://support.illumina.com/do DQ647189/ Teste de
162 nloads/bovinesnp50v2.html NW_003103925 5 63273286 Paternidade, [r/cl | 0619 0758| 09948 02596 0,065 0,758 Pesveu
http://support.illumina.com/do DQ650635/ Teste de
163 nloads/bovinesnp50v2.htm NW_003104036 7 55116250 Paternidade [A/G] | 0,897 0,8174| 0,942| 0,3558 0,05140,8174 Permaneceu
http://support.illumina.com/do DQ650636/ Teste de .
164 nloads/bovinesnp50v2.html NW_003104087 8 2021717305 Paternidade [T/C] | 0,651 0,6544| 0,751 0,1675 0 0,6544 Exduid
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http://support.illumina.com/dow DQ786759/NW_003104 Teste de .
165 nloads/bovinesnp50v2.html 59 ! 2021717308 Paternidade, [A/G] | 0,951 0 0 0 0 0 Excluido
http://support.illumina.com/do Teste de
166 nloads/bovinesnp50v2.html DQ786763 12 11824650 paternidade [A/T] | 0,988 0,7472 1 0,3949 0,1587 0,7473 Permaneceu
http://support.illumina.com/do Teste de A
167 nloads/bovinesnp50v2.html DQ786764 12 25669980 paternidade [T/C] | 0,601 0,5992 10,9946 0,2341 0,03420,5993 Permaneceu
16g | Nttp://support.illumina.com/do DQ786766 10 3278580 | _1eS€de | e | 086 0,7452| 0,9964 0,4818 0,37780,7452 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade|
http://support.illumina.com/do DQ789028/ Teste de p
169 nloads/bovinesnp50v2.html NW_003103970 6 2021717319 Paternidade, [ricl 0,92 0 0 0 0 0 Excluido
http://support.illumina.com/dow DQ837643/NW_0031042 Teste de .
170 nloads/bovinesnp50v2.html 95 1 2021717319 Paternidade| [AW/G] | 0,949 0 0 0 0 0 Excluido
171 | http://support.illumina.com/do DQ837646 11| 1703600 _restede I nc | 0,909 06944 09984 03122 0,12820,6944 | Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade|
http://support.illumina.com/dowy DQ846689/NW_0031041 Teste de B
172 nloads/bovinesnp50v2.html 93 9 2021717319 Paternidade [T/C] | 0,549 0,6389 0,818 0,1515 0 0,6389 Exduid
http://support.illumina.com/do Teste de q
173 nloads/bovinesnp50v2.html DQ846695 16 80747550 Paternidade [T/C] | 0,735 0,5687| 0,898 0,4446 0,64250,5687 Permaneceu
http://support.illumina.com/do Teste de
174 nloads/bovinesnp50v2.html DQ866817 15 38078720 Paternidade [T/C] | 0,949 0,74 0,9982 10,3938 10,0088 0,74 Permaneceu
175 | htp://support.illumina.com/do DQ866818 15 | 79187250 _1estede e | 0,056 06557 09964 03145 0002206557 | Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade|
http://support.illumina.com/do Teste de 4
176 nloads/bovinesnp50v2.html DQ888310 17 887316 Paternidade [T/G] | 0,905 0,6113 0,9982 0,2577 0,05690,6118 Permaneceu
http://support.illumina.com/do Teste de q
177 nloads/bovinesnp50v2.html DQ888313 20 17837650 paternidade [T/C] | 0,782 0,7456) 10,9529 0,3441 0,74920,7456 Permaneceu
http://support.illumina.com/do DQ984825/ Teste de .
178 nloads/bovinesnp50v2.html NW 003104285 10 | 2021717329 paternidade [A/G] | 0,624 0,8448| 0,831§ 0,3224 0 0,844 Exduid
179 | http://support.illumina.com/do DQ984826 14 | 27751888 1S Y€ | 11/a1 | 0,959 0,7691| 0,994 0,4508 0,00010,7691 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade,
http://support.illumina.com/do Teste de A 4
180 nloads/bovinesnp50v2.html DQ990834 14 59582201 paternidade [T/C] | 0,762 0,7746) 10,9982 0,2314 0,71930,7747 Permaneceu
http://support.illumina.com/do Teste de
181 nloads/bovinesnp50v2.html DQ995976 21 59582201 Paternidade [T/C] | 0,927 0,7968 0,9529 0,4876 0,13180,7968 Permaneceu
http://support.illumina.com/do Teste de q g L .
182 nloads/bovinesnp50v2.html DQ995977 24 2021717336Paternidade [T/C] | 0,675 0,6055 0,7319 0,4691 0 0,6055 Exduid
DUMPS/ Uridine 5'- Doenca
183 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu| Monophosphate Synthage 1 69756880 G ,9 [T/C] | 0,963 0,4068 0,9873 0,0138 0,94760,5812 Permaneceu
e enética
bmed/8486364 Deficiency
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184 | http://support.illumina.com/do EF026084 19 | 51400125 _1eSt€de | yer | 0062 08614 09511 04124 0373808614 | Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade,

1g5 | Ntp://support.illumina.com/do EF026087 13 1982210| _restede | ygy | 0,716 0,7068| 0,987 0,3358 0,00320,7068 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade,

186 | Ntp-//support.illumina.com/do EF028073 18 | 56026970 - [A/G] 0,62 0,7884 0,9348,3779| 0,167| 0,7834 Permanece
nloads/bovinesnp50v2.html

1g7 | Ntp://support.illumina.com/do EF034080 29 | 2021717342 1eS€d€ | ey | 0704 0,7704) 0,9987 0,3702 0,16910,7704 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade|

1gg | Nttp://support.illumina.com/do EF034083 25 | 15459573 _1eSt€de | ye | o856 06853 09964 04527 0,198 06858  nReeceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade,

189 | Nttp://support.illumina.com/do EF034085 28 | 202171734715 %€ | ey | 0896 0695 075| 03756 0 0,695 Excluido
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade| ! ! ! ! !

190 | Mttp://support.illumina.com/do EF034086 26 | 19605923 _1eStede |yl gg71 07413 09984 04719 0470507413 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade|

191 | Nttp://support.illumina.com/do EF042091 28 | 44262045 _1eSt€de | e | g g7g 081 | 08822 03018 00002 0,81 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade|

192 | http-//support.illumina.com/do EF089234 23 | 202171735315 de | 1 | 0745 08199 08732 04907 0 0,822 Exauid
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade|

193 | Nttp://support.illumina.com/do EF093509 22 | 2021717354 _1eSt€de | mn | 0695 0631| 08496 03731 0 0,631 Excluido
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade,

194 | http://support.illumina.com/do EF093511 21| 59582307 _1eSt€de el 0g6a 0,7043| 09891 03819 0000207043 | Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade|

195 | Ntp://support.illumina.com/do EF141102 27 | 37514025 _'eS€d€ | pey | oo 0,7672| 0,980 0,4492 0,00250,7672 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade,

196 | Nttp://support.illumina.com/do EF164803 19 | 55174230 _1eSt€de | e | g gag 062371 1 | 04167 0,1948 0,6238 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html Paternidade,

197 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/pul FASN/Fatty Acid Snthase 19 | 1923344414 Pr0dUsd0d& 1y | ¢ 595 0,7493| 08228 0,641 0O 0,767 Exauid
bmed/19719788 Gordura

198 | http:/mww.ncbi.nim.nih.gov/py  FASN/Fatty Acid 19 | 15345300 | Producdoda e | g 531 0,7759| 09783 02611 O 0,7759 Perrane
bmed/19719788 Synthase Gordura
http://www.journalofdairyscien . =

199 | e.org/article/S0022- FGF2/ F,':grcotg'ra;tero"m 17 887316 Prg?;g?r?ade [A/G] | 0,936 0,7453| 09964 0,1627 0,294 07453  nfeeceu
0302(08)71199-8/abstract

200 | http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/pul FNTAFamesyltransferas ;| 35746945 | Producdo de 0 | ¢ 0o 07776| 09984 02042 0,00470,7777 Permaneceu
bmed/15741668 e alpha subunit Proteina

201 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipu  GH/Growth Hormone 19| 1923344417°700UG40d8 ey | g 590 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741671 Proteina

202 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pul  GH/Growth Hormone 19 | 192334441 00UCA0 dE o | 414 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741670 Proteina
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203 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu  GH/Growth Hormone 19| 16437717 Frodusdode e | 5905 0,5635  0,9928 o,ooﬂs 1 0,8049 Permeme
bmed/15741672 Proteina

204 | http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/py  GHR/Growth Hormone |, 2354405 | Producdode e | g gog 0,7326/ 09819 0,1624 0,33510,7326 Permaneceu
bmed/15741668 Receptor Proteina

GHRH/ Growth hormone} Homénio de

205 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu releasing hormone 4 65801620 Crescimento [C/G] | 0,826 0,5182 0,9964 0,3327 0,06930,5182 Permaneceu
bmed/15741668 receptor

206 | Ntp-//support.illumina.com/dow Hapmap23359_BTA_143 ¢ 3614332 | Producdode e | g 749 08151 09783 04778 0,26410,8151 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html 727 Proteina
http://support.illumina.com/dow Hapmap23813_BTA_128

207 nloads/bovinesnp50v2.html 455 13 52496690 - [A/C]| 0,958 0,6517 09583 0,20511387| 0,6517 Permaneceu
http://support.illumina.com/dow Hapmap25366_BTA_632 } d d

208 nloads/bovinesnp50v2.htm 87/ NW_003104277 10 30632530 [T/C] 0,961 0,806 0,889 0,1503 283 0,8484 Permaneceu
http://support.illumina.com/dow Hapmap27208_BTA_15Y )

209 nloads/bovinesnp50v2.html 501/ NW_003103871 3 71860050 [A/G]| 0,942 0,6887 10,9946 0,3434 882 0,6887 Permaneceu
http://support.illumina.com/dow Hapmap27732_BTA_123 ) 4

210 nloads/bovinesnp50v2.html 008/ NW_003104020 7 27345560 [T/IC]| 0,621 0,6697 0,994 0,1364 1663 0,6697 Permaneceu
http://support.illumina.com/dow Hapmap29197_BTA_971 Producéo dg

211 nloads/bovinesnp50v2.html 43/ NW_003103804 1 37430750 Proteina [T/A] | 0,949 0,7096/ 0,9982 0,4546 0,00930,7096 Permaneceu
http://support.illumina.com/dow Hapmap30796_BTA_134 Producéo de

212 nloads/bovinesnp50v2.html 326/ NW_003103846 2 94984600 Proteina [T/C] | 0,909 0,547| 10,9964 0,1827 0,0119 0,547 Permaneceu

213 | Ntp-//support.llumina.com/dow Hapmap31189_BTA_161 ,, | 19940995 | Producaode yq | o974 0,5892 1 0,1839 0,183 0,5892 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html 111 Proteina

214 | hitp://support.ilumina.com/doy Hapmap31226_BTA 688 5 | 5051777379 Producdode e | gy 05393 06413 01638 0 0,539 Excluido
nloads/bovinesnp50v2.html 02 Proteina
http://support.illumina.com/do Hapmap34164_BES10_[

215 nloa.ds/bovinésn SOvé html ontig538_1008/ 10 90150330 - [T/C] 0,976 0,7368 0,9964 0,40361844| 0,7368 Permaneceu

pobve. NW 003104285

http://support.illumina.com/do Hapmap35453_SCAFF(

216 nloa.ds/bovinésn SOvé html LD669_15136/ 10 5934530 - [T/C] 0,94 0,7421 0,9293 0,369 0200 0,7421 Permaneceu

pobve. NW_003104266

http://support.illumina.com/dow Hapmap44212_BTA_122 )

217 nloads/bovinesnp50v2.htm 090/ NW_003103900 4 69782720 [T/C]| 0,767 0,7094 0,9004 0,4044 D 7094 Permaneceu

21g | hitp://support.lumina.com/doy Hapmap46428 BTA 545 5, | 53543195 ; m/all 0,983 0862 09094 04841 884 0,862 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html 03

219 | hitp://support.ilumina.com/dow Hapmap50821_BTA_91 ¢ 55697300 | Producdode iy | 004 06858 0,9384 0,168 0,1585 0,6858 Permaneceu
nloads/bovinesnp50v2.html 53 Proteina
http://support.illumina.com/dow Hapmap51475 BTA_621 }

220 nloads/bovinesnp50v2.htm 74 26 38233329 [T/C] 0,779 0,8358 10,9909 0,29980288| 0,8358 Permaneceu
http://support.illumina.com/dow Hapmap51741_BTA_53} ) ] J

221 nloads/bovinesnp50v2.html 56 22 53613712 [T/C] 0,65 0,5568 0,9873 0,4743 2860 0,5568 Permaneceu
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http://support.illumina.com/dow Hapmap53185_rs2901029 )
222 nloads/bovinesnp50v2.html 4/ NW_003104134 8 89564380 [A/G]| 0,748 0,7159 1 0,4239 0,0p050,7159 Permaneceu
http://support.illumina.com/do hypothetical ) A
223 nloads/bovinesnp50v2.htm LOC539014/BTA14 14 18160174 [AIC] 0,91 0,7368 0,958 0, 0,7P84,7363 Permaneceu
http://support.illumina.com/do hypothetical ) q
224 nloads/bovinesnp50v2.html LOC783036/BTAL4 14 66256529 [A/C]] 0,902 0,7715 0,989 0,24820004| 0,7715 Permaneceu
205 | Ntp-//support.lumina.com/dow e\ interferon Gammd 5 | 1923344431 709U680 8 01 | 0 og6 0 0 0 0 0,3437 Excluido
nloads/bovinesnp50v2.html Proteina
206 | Ntp-//support.lumina.com/dow e nterferon Gamma 5 | 1923344433 109U80 € Ly | g3 0 0 0 0 0 Excluido
nloads/bovinesnp50v2.html Proteina
227 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pul IGF1/Insulin like growth) 5| gg540570 | Producdo d e | ¢ ga6 0,6978 0,998 0,1588 0,91120,6978 Permaneceu
bmed/15741672 factor-1 Proteina
228 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pul IGF1/Insulin like growth| 5| gg0505q | Producao da e | g gog 07772 0913| 03512 0 07772  Permamed
bmed/15741668 factor-I Proteina
229 | http://www.ncbi.nm.nih.gov/pu IGF2/Exon 10 29 | 192334443gPT00UCE0 dE 1 | g1q 0,8062 09478 02132 O 0,8062 Exaluid
bmed/19785908 Proteina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu Producéo dg 5
230 IGF2/Exon 2 29 6352711 : [T/C] | 0,574 0,5429 10,8895 0,4043 0 0,5429 Permaume
bmed/19785908 Proteina
IL8/Interleukin 8 Producio dd
231 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu|  (neutrophil activating 6 90560064 Protgina [A/G] | 0,891 0,7379| 0,9982 0,431 0,32420,7379 Permaneceu
bmed/15741668 peptide 1)
IL8/Interleukin 8 Producio dd
232 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu|  (neutrophil activating 6 90561109 Protgina [A/G] | 0,472 0,6199| 0,9873 0,4642 0 0,619 Perroane
bmed/11252171 peptide 1)
IL8/Interleukin 8 Producio dd
233 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pul  (neutrophil activating 6 90562529 Protgina [G/A] | 0,916 0,6043| 10,9928 0,0018 1 0,863 Perroane
bmed/21054834 peptide 1)
234 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ ILBRA(CXCR1) 2 | 1923344457 Producdode o | g 410 07806 07024 01611 0 0,7806 Exduid
/Interleukin 8 Receptor Proteina
ILBRA(CXCR1)/Interleuk| Producio dd
235 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ | in 8 Receptor (chemoking 2 1923344449 Protgina [A/G] | 0,328 0 0 0 0 0 Excluido
receptor 1)
236 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/py ITGA2/Integrin Alpha 2|, | 1953344454 Producdode o | (977 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741668 Subunit Proteina
237 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ipu  |TGB2/ Integrin 1 | 145113504 Producdode pyey | 527 06123 09493 03626 O 0,612 Perroane
bmed/15741668 Proteina
http://repository.library.ualberta.
23g | Ca/dspacelbitstream/10048/49%/ g\ 15>pTA14 14 | 1923344456 Producdode o1 | g g3y 0 0 0 0 0 Excluido
1/Ferreira+tMarques_Elisa_Fall+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta. Producio dd
239 | ca/dspace/bitstream/10048/494/ KCBN2/BTA14 14 38453058 Protgina [C/iG] | 0,712 0,5926 0,9764 0,4685 0 0,5926 Percene
1/Ferreira+tMarques_Elisa_Fal|+
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2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
ca/dspace/bitstream/10048/494/ Producéo de
240 1/Ferreira+Marques,_Elisa_Fall+ KCBN2/BTAl4 14 38453283 Proteina [A/C] | 0,615 0,7149| 0,8261 0,2708 0 0,715 Permanec
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
247 | C&/dspacelbitstream/10048/494/ g\ pTA14 14 | 38453284 | PrOduCd0de 1y | g57 0,6971 1 0,3043 0,0919 0,6972 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
ca/dspace/bitstream/10048/494/ Producéo de .
242 1/Ferreira+Marques, Elisa_Fall+ KCBN2/BTAl4 14 | 1923344464 Proteina [T/C] | 0,858 0 0 0 0 0 Excluido
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
243 | Ca/dspacelbitstream/10048/49%/ \ ~pro/RTA14 14 | 38454206 | ProduGa0 de e | g g5y 0529| 09692 0,3028 0,0639 0,529 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
cal/dspace/bitstream/10048/494/ Producéo dg
244 1/Ferreira+Marques_Elisa_Fall+ KCBN2/BTA14 14 38453578 Proteina [A/C] | 0,896 0,5207| 0,9964 0,3782 0,70970,5207 Permaneceu
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
245 | Caldspacelbitstream/10048/498/  ~\po /BT A14 14 | 1923344470 Producdode e | g g2 05633 09529 04392 0 0,563 Exdluid
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
246 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/py KIEUESTISBIREV, QTL| 4 | 1677764 | Producaode ncy | g 444 07083 0990 00165 O 0745 Permane
bmed/15741668 marker Proteina
KIT/ proto-oncogene Producio dd
247 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tyrosine-protein kinase 6 71877602 Protgina [T/A] | 0,897 0,6416| 0,7754 0,4743 0 0,6414 Perroane
Kit
KIT/ proto-oncogene Producio dd
248 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tyrosine-protein kinase 6 1923344477 Protgina [A/G] | 0,717 0,828 0,9112 0,4125 0,0001 0,828 Excluido
Kit
KIT/ proto-oncogene Producio dd
249 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tyrosine-protein kinase 6 71903003 Protgina [T/A] | 0,879 0,5563| 0,9909 0,0055 1 0,7941 Perroane
Kit
KIT/ proto-oncogene Producio dd
250 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tyrosine-protein kinase 6 71905088 Protgina [A/G] | 0,888 0,5096 1 0,0118 0,8919 0,728 Permaneceu
Kit
KIT/proto-oncogene Producio dd
251 | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tyrosine-protein kinase 6 1923344482 Protgina [T/C] | 0,928 0,6845 0,6721 0,0175 0 0,6845 Exduid
Kit
252 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/py ~ LALBA/ Alpha 5 | 1023344484 Froducdods e | g 491 0 0 0 0 0,2398 Excluido
bmed/15741668 lactalbumin Proteina
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U

253 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/py  LALBA/ Alpha 5 | 102334448 Froducdoda yey | g 421 0 0 0 0 0,2079 Excluido
bmed/15741668 lactalbumin Proteina

254 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/py  LALBA/ Alpha 5 | 31347880 | Produsdode nyay | 0018 06107 09984 0,942 0,636 06108  nReeceu
bmed/15741668 lactalbumin Proteina

255 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pu LEP/ Leptin 4 | 93262050| Producdode ey | ¢ 736 0,7559 0,962| 0,3606 0,00030,7559 Permaneceu
bmed/15741676 Proteina

256 | http:/mwww.ncbi.nim.nih.gov/pu | GB/Lactoglobulin, beta| 11 | 1923344492°00U680 A8 o | 6 6og 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741666 Proteina

257 | http://www.ncbi.nm.nih.gov/pul | GB/Lactoglobulin, beta| 11| 19233444947704U630 & 1y | 403 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741668 Proteina

258 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pu | GB/Lactoglobulin, beta| 11 |  10330472p 7r09US80 8 11 | 0483 05663 0,9692 0,0037 0,9451 0,809 Permaneceu
bmed/15741668 Proteina

259 | http://www.ncbi.nm.nih.gov/pul | GB/Lactoglobulin, beta] 11| 192334449¢”704U680 d& 0 | ¢ 458 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741668 Proteina

260 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/pu | Ge/Lactoglobulin, betal 11| 1923344497 04Us80 d& 1y | 6 694 06957 05833 0,1009 O 0,778 Exduid
bmed/15741668 Proteina

261 | http:/www.ncbi.nm.nih.gov/pu | Ge/Lactoglobulin, betal 11|  10330545p 70dUs80 d& 1y | g 496 0,4956/ 0,9728 00019 1 0,708 Permemed
bmed/15741668 Proteina

262 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/pu | GB/Lactoglobulin, beta] 11 | 19233445007 7°dU680 d& 1y | g 539 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741668 Proteina

263 | http:/www.ncbi.nim.nih.gov/py ~ LHB/LUteinizing | 49 | 1758485 | Producdode jyq | ¢ 367 05438 09983 00073 1 0,776 Permane
bmed/15741668 hormone beta polypeptide Proteina

264 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/pul ~ LHB/LUteInizing | g | 195106gq | Producdode .o | ¢ 59y 06432 09257 00538 0,34080,6771 Permaneceu
bmed/15741668 hormone beta polypeptide Proteina
http://repository.library.ualberta.

265 i%‘i‘:‘fef’i‘rc;iblv'f;gfg‘/}E?ios‘:g’é;ff LOC512677/BTAL4 14 | 42234114 - [T/d] 0,84 0,6279,9293 | 0,3704 0,0576 0,6278 Permaneceu
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

266 ;%‘é?fgf:ﬂ?:;ﬁ?’giosialéz’;f LOC512677/BTAL4 14 | 42314058 - [A/G] 0,98 0,75010,9964 | 0,0473 0,2849 0,7501 Permaneceu
2009.pdf -
http://repository.library.ualberta.

267 i%‘i‘:‘fef’i‘rc;iblv'f;gi?/}E?ios‘:g’é;ff LOC512826/BTAL4 14 2576623 - [C/G] 0,84 0,618 ,9764 | 0,3961 0O 0,6198 Permanece
2009.pdf -
http://repository.library.ualberta.

268 i%‘é‘:‘fef’i‘f:iblv'f;;igl}E?gf"f;11 LOC515582/BTAL4 14 | 64298207 - [A/G] 0,94 0,7539,9982 | 0,2877 0,380 0,7539 Permaneceu
2009.pdf -

269 Egl‘ggl;zz‘;f;‘t’s?’rgg;f/ri’b%"jl'gﬁgi/ LOC519708/BTAL4 14 | 29859550 - [Ad] 0,925 0,8063,9891 | 0,1117] 0,0249 0,8063 Permaneceu
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2009.pdf

¥
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270

http://repository.library.ualberta.

ca/dspace/bitstream/10048/49
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

LOC526726/BTA14

14

1923344516

0,94

0,868 0,8152

0,3089

0,8687

Excluido

271

http://repository.library.ualberta.

ca/dspace/bitstream/10048/49
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

LOC529552/BTA14

14

1923344518

[A/T]

0,97

0,732 0,8967

0,296

0,7327

Excluido

272

http://repository.library.ualberta.

ca/dspace/bitstream/10048/49
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

LOC529552/BTA14

14

31014368

(r/ql

0,91

0,65310,9004

0,2435

0,775

2 0,6531

Permaneceu

273

http://repository.library.ualberta.

cal/dspace/bitstream/10048/49.
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

LOC536811/BTA14

14

39640732

[AG

0,99

0,824 1

0,1087

0,694

0,8224

Permaneceu

274

http://repository.library.ualberta.

ca/dspace/bitstream/10048/49
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

LOC536811/BTA14

14

39641502

(AG]

0,99

0,6089D,9946

0,4262

0,816

40,6089

Permaneceu

275

http://repository.library.ualberta.

ca/dspace/bitstream/10048/49
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

LOC617133/BTA14

14

66494815

[AG

0,94

0,82160,9873

0,145

0,086

R 08216

Permaneceu

276

http://repository.library.ualberta.

cal/dspace/bitstream/10048/49.
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

LOC783036 and
LOC790864/BTA14

14

66194561

[AG]

0,966

0,6572 0,985

0,05

512282

0,6918

Permaneceu

277

http://repository.library.ualberta.

cal/dspace/bitstream/10048/49.
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

LOC783036 and
LOC790864/BTA14

14

66211845

[AG]

0,953

0,6895 1

0,40

49 0,0

P460,6895

Permaneceu

278

http://repository.library.ualberta.

cal/dspace/bitstream/10048/49.
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal
2009.pdf

4/

T

LOC78474/BTAL4

14

61168426

vl

0,92

0,785 97,

0,2882

0,785

Permanece

279

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu|
bmed/15741668

LTF/Lactoferrin

22

41142978

Producéo dg
Proteina

[A/G]

0,684

0,8175| 10,9873

0,181

450,8175

Permaneceu

280

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu|
bmed/15741668

LTF/Lactoferrin

22

53522045

Producéo dg
Proteina

[CIG]

0,686

0,5955 0,990

0,48

D 0,03

380,5955

Permaneceu

281

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu|
bmed/15741668

LTF/Lactoferrin

22

53522973

Producéo dg
Proteina

[AC]

0,914

0,7722| 0,9964

0,213

6 0,00

920,7722

Permaneceu

282

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

MC1R/melanocortin 1

receptor

18

19210721

Producéo de
Proteina

[AC]

0,335

0,4097| 10,9891

0,005

0,585

Permoane
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283 | http:/mmw.ncbi.nim.nih.gow | MCLR/melanocortin 1|y g | 1951515 | Producdode ycy | o744 06982 08659 0,496 0000206982 | Permaneceu
receptor Proteina
284 | http:/mw.ncbinim.nih.go | MCLR/melanocortin1 |, q | 54, 9q5 | Producao da . | g gog 05837 09837 03619 O 0,583 Permeme
receptor Proteina
285 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/py  MDBK/ Epithelial cell 1| g1 1 g5334454¢ Producaode q | ¢ gg7 0 0 0 0 0 Excluido
bmed/15741668 inflammatory protein-1 Proteina
http://repository.library.ualberta.
286 | a/dspace/bitstream/10048/494/ ;501 9g538/BTAL4 | 14 | 45004053 - [A/G] 0,958 050p,9946 | 0296 0 | 05027|  Permanece
1/Ferreira+tMarques_Elisa_Fal|+
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
ca/dspace/bitstream/10048/494/ .
287 1/Ferreira+Marques_Elisa_Fall+ MGC157244/BTA14 14 | 1923344549 - [A/Q 0,581 0,839 0,8315 | 0,4804 0 0,6393 Excluido
2009.pdf
http://repository.library.ualberta. neaby
2gg | C&/dspace/bitstream/10048/494/MCM4/minichromosome) 1, | 55555, | Producdo dg .y | g g5 07202 00601 00943 0071507202 | Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|[+ maintenance complex Proteina
2009.pdf component 4
http://repository.library.ualberta. nearby LOC536186
ca/dspace/bitstream/10048/494/CRISPLD1/cysteine-rich 4 Producéo de A .
289 1/Ferreira+tMarques_Elisa_Fal|+ secretory protein LCCL 14 1923344553 Proteina [G/C] | 0.947 07073 08225 03546 0 0,707 Exduid
2009.pdf domain containing 1
http://repository.library.ualberta.
caldspace/bitstream/10048/494/ nearby Producéo dg
290 1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal+ LOC782438/BTA14 14 43086130 Proteina [A/G] | 0,849 0,6571| 0,9819 0,0996 0,13210,6571 Permaneceu
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
ca/dspace/bitstream/10048/494/ nearby Producéo dg p
291 1/Ferreira+Marques_Elisa_Fall+ LOC783431/BTAl4 14 1923344558 Proteina [WG] | 0,959 0 0 0 0 0 Excluido
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
29 | Ca/dspacelbitstream/10048/494/ ) pycRL 14 | 2276443| Producdoda ye | g goo 0,682| 09984 02468 00222 0,682 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
293 | C@/dspacelbitstream/10048/49%/ |\ o) prA14 14 | 1923344561 P104UGA0 A& 1y | g 987 06719 09964 01936 0 0,672 Exduid
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
294 | Ca/dspace/bitstream/10048/494/ ) i /pTA14 14 | 19233445637 700UCA0 A8 11y | (993 07509 09764 00464 O 0,790 Exdluid
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
295 | Ca/dspace/bitstream/10048/49%/ ., 1 /pTA14 14 | 6696523 | Producao da e | g 936 0692| 09924 03677 0 0,692 Permanec
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
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http://repository.library.ualberta.

296 | C&/dspace/bitstream/10048/49%/ ., i /pTa14 14 | 23054179| Producao de oo | ggo 0,8215 09928 001 0,73830,8647 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

297 | C@/dspacelbitstream/10048/494/ |\ i /mTA14 14 | 192334456p"700UG30 d8 11y | g 61 0 0 0 | 0968l © Excluido
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

29g | C&/dspace/bitstream/10048/49%/ .\, 1y /pTa14 14 | 25857110| Produsao da nyqy | o 869 06534 09439 0,0845 0,00090,6534 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

299 | C&/dspacelbitstream/10048/49%/ ., 1y /pTa14 14 | 26626304 Produca0 da yy | 0 92n 0,7909| 0,9583 0,0406 0,02710,8325 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

300 | C&/dspacelbitstream/10048/494/ |\ 1 /pTA14 14 | 34930139| Producdo da ey | g g55 07187 00964 0,3673 0,07920,7187 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
caldspace/bitstream/10048/494/ . Producéo dg

301 1/Ferreira+Marques_Elisa_Fall+ no_hits/BTA14 14 36837792 Proteina [A/C] | 0,901 0,5714| 0,9964 0,1 0,356 0,5714 Permaneceu
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

302 | C&/dspace/bitstream/10048/494/ ) i /pra14 14 | ao0142071| Producdode yay | o902 0,7308| 00928 02974 0355207309 | Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

303 | C@/dspace/bitstream/10048/494/ ) i /pTA14 14 | 40146422| Producdoda o | g 877 07916| 009984 01452 0313407916 | Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

304 | C&/dspacelbitstream/10048/494/ ) i /pTA14 14 | 19233445837700uCd0d8 oy | g gg1 05107 09801 0382 0 0,510 Exauid
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

305 | C&/dspace/bitstream/10048/494/ ) i /pTA14 14 | 40142071| Producdode e | g30 07245 07134 04898 0,00070,7245 | Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

306 | C/dspace/bitstream/10048/49%/ ., 1y /pTa14 14 |  40146422| Producaoda 1 g 963 05606 06284 0,816 0,61910,5606 | Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.

307 | C&/dspace/bitstream/10048/49%/ ., i /pra14 14 | 192334459pPr0duGa0 d8 oy | 0 976 0 0 0 0 0 Excluido
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
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http://repository.library.ualberta.
30g | C&/dspace/bitstream/10048/49%/ ., i /pTa14 14 | 41374052| Produeaoda 1ol g 919 0,7739 09964 02745 0,81990,7739 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://repository.library.ualberta.
309 | C/dspace/bitstream/10048/49%/ ., i /pra14 14 | 65511904| ProdUGa0 A8 ey |6 901 0,7772| 08152 02433 0,76670,7772 Permaneceu
1/Ferreira+Marques_Elisa_Fal|+ Proteina
2009.pdf
http://www.ncbi.nim.nih.qgov/pu| NOS2/Inducible nitric Producgéo de .
310 | hitp:/lus.ncbi, oxide synthase 19 | 1923344506 0 9°0 €9 [G/C] | 0,88 0 0 0 0 0 Excluido
31| htp:unww.nchi.nim. nih.govipu Noifiggd;’ycr:%s”é”'c 10 | 19958180 | P'OUCA A8 ) | o566 06156 09511 01045 0,14730,6156 | Permaneceu
me
312 E“Diz‘lf\l’\gy‘ifl‘%gén'm-"ih-QOV/DU Oi%;ﬁ&g‘;}g'sle 11 | 87181040 Pr;?;g?:ade [AVG] | 0,754 05768| 09984 0,0626 0,18070,5768 Permaneceu
me
OLR1/ Oxidized low Producio dd
313 | http://www.ncbi.nim.nih.gov/ density lipoprotein 5 1923344601 Gorc;;ura [A/IC] | 0,943 0 0 0 0 0 Excluido
receptor
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/p Producio de
314 | mc/articles/PMC1924865/pdf/]l ~ OPN/Osteopontina 6| 1204163 Ge [T/c] | 0,715 0,7896/ 10,9987 0,356 0,142 0,789  mReeceu
471-2156-8-32.pdf Proteina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/p roducio de
315 | mc/articles/PMC1924865/pdf/1 OPN_607/ Osteoponting 6 192334460&)Pr0tgina [D/] | 0,502 0 0 0 0 0 Excluido
471-2156-8-32.pdf
http://www.gsejournal.org/conte p51 239/ Produco de
316 ntjpdf/1297—9686-41—24.pdf NW_00_3103978 6 87362727 Proteina [T/A] 0,856 0 0 0 0,9073 0 Permaneceu
317 | htt/lwns.nchi.nim. ih.govlo ngggtiajﬁtimt;'itﬁr 21 | 30ssg73 | PO de aig) | 0680 07496 07808 03422 O 0749 Permane
me T
315 htp:unw.nchi.nim. nih.govipu ngggtiajﬁtimt;'itﬁr 21 | 1923344611 79040 49 ricy | 0,400 05627 07844 04007 0  0562] Exauid
me T
319 Eﬁpigﬁggégggéﬂ'm“ih-GOV/DU Z{Er:gtiaasr?tilt?%zlitr?r 21 | 17927012 Prgfolig?r?ade [C/G] | 0466 06098 09547 03491 0,16490,6098 | Permaneceu
me mLT
http://www.ncbi.nim.nih.qov/pu|  PV/Protease Inhibitor Producgéo de .
320 | hitp:/luasny ncbi, alpha-Lontitypsin. | 21| 1923344614 "0 N0 89 [Tic] | 0,753 0 0 0 0 0 Excluido
321 Eﬁpig/‘ﬂl’gswégggén'm-"ih-QOV/DU Z{Er:gtia:ﬁti't’:;‘g;'itﬁr 21 | 1923344616 Prgfolig?r?ade [A/C] | 0,945 0,7703| 09801 03392 O 0,7704 Exauid
me mLT
322 Eﬁpigm‘ﬁggén'm-nih-QOV/DU immzﬁgfgbod}’i?fe”ccepm 16 | 2021717104 Prgfotig?r?ade AG] | 0,717 08273 08442 02049 0O 0,827 Exdluid
me
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/p .
323 | mc/articles/PMC1924865/pdf/1 PK%—lolgl po'ycft'c 6 12882278 GDoef“?a AG] | 0,492 08791 0,885 0,3558 0,01020,8791 Permaneceu
471-2156-8-32pdf laney disease enética
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/p .
324 | mc/articles/PMC1924865/pdf/1 PK%—ﬂgﬁgggg’g?"c 6 | 202171711 D°°0€2 | oy | 0,719 0 0 0 0 0 Excluido
471-2156-8-32.pdf
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/p PKD2 1241/ polveystic Doenca

325 | mc/articles/PMC1924865/pdf/1 c_~ca-/ polycy 12871456 a1 ey | 0,819 0,6703 0,9837 00276 O 0,7056 Permzme
471-2156-8-32.pdf kidney disease 2 Genética
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/p "

326 | mc/articles/PMC1924865/pdf/1 PK%—B“? po'yc)ft'c 12858905 GDoef“?a [AT] | 0,675 0,7978| 0,9928 0,0228 0,8376 0,8398 Permaneceu
471—2156—8—32pdf laney disease enética
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Anexo 02: Exemplo do efeito da edi¢ao dos clustessbre a dispersao dos genétipos.
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CAPITULO 3

ESTIMATIVAS DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO E AVALIACOE S DA
ESTRUTURA DE BLOCOS HAPLOTIPICOS EM GENES CANDIDATO S NOS
CROMOSSOMOS BTA06 E BTA14
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3.1. RESUMO

Objetivou-se com o presente capitulo, estimar ceaglgBbrio de ligacdo e identificar a
estrutura dos blocos de haplétipos utilizando SNRssentes em genes candidatos nos
cromossomos BTAO6 e BTA14 em animais da raca Gidda Foram utilizados para a
analise, 419 animais (118 machos e 301 fémeas)ruqeg genéticos diferentes da raca
Girolando e 249 SNPs. Deste painel, 72 e 47 SNitsilitados nos BTA06 e BTAl4,
respectivamente, foram utilizados para os estudosdesequilibrio de ligacdo (DL) e
construcdo de blocos de haplotipos. Para estimanivel de DL foram utilizados os
parametros de desvio esperadd®)(e o coeficiente de determinagé[?).( Tanto estes
pardmetros quanto as estatisticas descritivas pada par de SNP foram calculados
utilizando os programagPlink e as figuras dos blocos de haplotipos e frequéncias
haplotipicas foram obtidos através do programaploview v 4.2. Considerando o0s
cromossomos BTA06 e BTA14, o paramefo variou de 0,83 a 1,00 e 0,88 a 1,00,
respectivamente. Para o parametioas estimativas oscilaram entre 0,11 a 0,85 (BJA06
0,04 a 0,59 (BTA14). Em relacdo ao BTA14, as edtima médias par®’ e r? foram de
0,29+0,27 e 0,02+0,05, respectivamente. Um tot@48NPs do BTA06 foram excluidos das
analises de DL com a utilizacdo dos seguintesrim#éSNPs fora do equilibrio de Hardy-
Weinberg, com frequéncia genotipica inferior a 26%om frequéncia alélica inferior a 1%.
Assim, dos 72 polimorfismos genotipados no BTA@nente 48 SNPs foram utilizados para
os calculos de DL e para construcdo dos blocosotipjglos. Observou-se na populacao

estudada a existéncia de 32 haplétipos em seidewgilo BTAO06, com frequéncias
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observadas variando de 0,011 a 0,970. Houve tambémngde variacdo das frequéncias
esperadas em relacdo as frequéncias observadashagddtipos. O numero de SNPs
capturadosTagSNPsno BTAG6 variaram de 2 a 4 entre as regides esadas e a distancia
entre eles variou de 75 a 70.177 pb. Dos 47 pofismos genotipados no BTA14, 33 SNPs
foram utilizados para os calculos de DL e para ttogdo dos blocos haplotipicos. A
estimativa de DL revelou a existéncia de 13 hgmphdtiem 4 regides deste cromossomo, com
frequéncias observadas variando de 0,023 a 0,58%€fal, o nUmero de SNPs capturados
entre as regides estruturadas no BTA14 foi igual@ proprioTagSNPe o SNP adjacente) e

a distancia entre eles variou de 225 a 17.284 pgoeaeduz em 50% os esforgos no processo
de genotipagem para cada uma das regides géntoasiieslas. Estes resultados permitiram a
caracterizagdo de estruturas de blocos de hapdotmo regibes gendmicas relacionados com
caracteristicas de interesse zootécnico em anidsisa¢ca Girolando. Este resultado torna
viavel sua utilizacdo em estudos de associacace ergsas regibes com caracteristicas

produtivas.

PALAVRAS-CHAVE: Diversidade genética, rebanhos mesticos, chipsopaligados,
selecdo gendmica ampla, ensaio goldengate.



93

3.2. ABSTRACT

The aim of this study was to estimate the linkageglilibrium and identify the structure of
haplotype blocks using SNPs present in candidategyan BTA06 and BTA14 chromosomes
in animals Girolando breed. Were used for the amglyt19 animals (118 males and 301
females) of different genetic groups in Girolandedd and 249 SNPs. In this panel, 72 and
47 SNPs located in BTA0O6 and BTA14, respectivelyerav used for the linkage
disequilibrium studies (LD) and construction of tuappe blocks. To estimate the LD level
were utilized the parameters expected deviatihdnd the coefficient of determinatiorf)(
Both these parameters as the descriptive statfstiasach pair of SNP were calculated using
the gPLink programs and the figures of haplotype blocks aapldiype frequencies were
obtained through the programaploview v 4.2. Considering the BTA06 and BTA1l4
chromosomes, the parameter D' ranged from 0.830® dnd 0.88 and 1.00 respectively. For
the parameter?, estimates ranged from 0.11 to 0.85 (BTAO06) artdl @o 0.59 (BTA14). In
relation to BTA14, the average estimates Bbrandr? was 0.29 + 0.27 and 0.02 + 0.05,
respectively. A total of 24 SNPs were excluded frita BTAO6 LD analyzes using the
following criteria: SNPs out of Hardy-Weinberg elguium, with genotypic frequencies
below 25% and allele frequency less than 1%. Thaisthe 72 polymorphisms were
genotyped in BTAO6, only 48 SNPs were used fordhalkeulations LD and construction of
haplotypic blocks. It was observed in the studyytaton the existence of 32 haplotypes in
six regions of BTAO06, with observed frequenciesgiag from 0.011 to 0.970. There was also

wide variation in expected frequencies in relatimn the observed frequencies of the
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haplotypes. The number of SNPs capturBagSNP}in BTA6 ranging from 2 to 4 between
the structured regions and the distance betweem ttenging 75-70177 pb. Of the 47
polymorphisms genotyped in BTA14, 33 SNPs were uledthe LD calculations and
construction of haplotypic blocks. The estimated lebealed the existence of 13 haplotypes
in four regions of this chromosome with observesfjfrencies ranging from 0.023 to 0.589.
Overall, the number of SNPs captured between tletsted regions in BTA14 was equal to
2 (the ownTagSNPand the adjacent SNP) and the distance betweenrdneging 225-17284
pb, which reduces by 50% the efforts in the proa#sgenotyping for each structured gene
regions. These results allowed, even though onadl seele, the characterization of haplotype
blocks in genomic regions related to traits of iegt in Girolando animals. This result can be

used in association studies between these regmehpraduction traits.

KEY-WORDS: crosshred cattle, custom chips, genetic divergignome wide selection,
goldengate assay.
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3.3. INTRODUCAO

A indastria leiteira do Brasil representa um impote segmento do
agronegocio brasileiro e tem apresentado crescom@sritinuo e crescente, produzindo em
2009 mais de 29 bilhdes de litros de leite (USDRADD. As projecbes divulgadas pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e EstatisticaGB), estima que em 2014 a produgéo de leite
no Brasil seja de 36,75 bilhdes de litros de leitdor este que corresponde a um aumento de
5% em comparacao aos 35 bilhdes de litros depeitduzidos em 2013 (IBGE, 2014). Com
base nestas informacdes, o Brasil destaca-se entoenco maiores produtores mundial de
leite. Apesar dos consideraveis avancgos observaal@sranjo produtivo do leite nos ultimos
anos, aspectos associados a melhorias da qualitageoduto, bem como a produtividade
dos rebanhos, ainda representam desafios a sepemadas.

Para maior produtividade da industria leiteira n@dl, cruzamentos entre
animais de racas taurinaBos tauru} e zebuinasBos indicuy tém sido amplamente
utiizados em programas de avaliacdo e melhoramgeteetico (Pereira, 2008). Como
exemplo principal temos a raga mestica Girolandan@ér, 2010), a qual apresenta alta
producéo de leite e € adaptada ao clima tropieadfet al., 2002; McManus et al., 2008).

Neste contexto, para que se possa melhorar o agrooeleiteiro no Brasil,
sdo necessarias melhorias ndo apenas na proddayidaas também na qualidade do leite
produzido. Assim, além de estudos genético-quaints estudos gendmicos, com foco na
identificacdo de genes ou blocos génicos que danmtr@u influenciam caracteristicas de

importancia econdmica sdo importantes. Diferensdgdes detectaram QTLs para producdo
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de leite, de teor de gordura e de proteina em todo29 cromossomos autossdmicos do
genoma bovino (Olsen et al., 2007; Khatkar e8l08; Sodeland et al., 2011). Logo, estudos
de associacdo gendmica e de desequilibrio de bgagicipalmente em genes candidatos,
podem agregar resultados positivos e satisfatpacs alavancar a pecuaria leiteira no Brasil.

Segundo Altshuler et al. (2005), ha probabilidddajue individuos portadores
de determinado alelo em um loco também apresentaos a&specificos em loci proximos.
Esta associacdo é denominada desequilibrio dedtigégl), e pode ser representada pela
estimativa de correlagdo entre alelos em loci elifegs. A partir do surgimento de tecnologias
de genotipagem de marcadores em massa do tipo SINgle( Nucleotide Polymorphigram
animais de interesse zootécnico, estudos de DLaganmhgrande importancia para realizagcédo
de analises de mapeamento genético (Amaral e2@08). Segundo Marques et al. (2008),
estes marcadores sao fundamentais no processaifitagéo do DL, na construcdo de mapas
de hapl6tipos e em pesquisas sobre genes candidatos

Diversos trabalhos (McKay et al., 2007; Bohmanovale 2010; Lu et al.,
2012; Espigolan et al., 2013) tém sido realizadu®es 0 DL em bovinos, entretanto este
termo propriamente dito foi empregado pela prime&a por Lewotin & Kojima (1960). Esta
denominacao foi utilizada por ter sido constatade g ligacdo entre locos era essencial ao
equilibrio da populagédo. Conforme Britto (2010Db reflete a habilidade dos alelos de um
|6cus predizer a presenca de alelos em oli@sPara Almeida et al. (2013) a compreenséo
dos padrdes de DL representa a base para 0 mageaseegenes e planejamento de estudos
de associagéo.

O DL em uma populacdo pode ser afetado por fatooeno tamanho efetivo
(Ne), taxa de mutagéo, migragéo, recombinacdoegd@el O DL tende a se reduzir com o
aumento da ocorréncia de durante a formacao dostgarfAmaral et al., 2008). Conforme
Bohmanova et al. (2010), o conhecimento do pade&dbldno genoma bovino é importante
no arranjo genético e nos estudos de associac&mgem Trata-se de uma informacgao
fundamental para inferir sobre a distribuicAccdEssing-overque ocorre quando existe troca
de segmentos de cromossomos homologos) e identiigédes estruturadas no genoma, em
comparacdo ao grau de diversidade entre as ragdlgjovet al. (2003) afirmaram que as
diferencas nos marcadores utilizados em estudas dedureza sdo causas potenciais de
constatagéo de DL.

Diferentes medidas podem ser utilizadas para estdhaem uma populacao.

A estatisticaD' concede parametros mais exatos para a verificagatifefencas de eventos
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de recombinacéo, apesar de sofrer interferéncisitimcdes em que a amostra € reduzida. Ja
a estatistica® favorece a confirmacgéo do histérico de recombinagdindica como os
marcadores correlacionam-se com as regides cromass® que apresentam efeito na
expressdo de caracteristicas de interesse econbdmicseja, que contém QTLs (Du et al.,
2007).

Outra questao abordada neste estudo foi a it&gifo de estruturas de blocos
de haplétipos em genes candidatos, que apreseptaacées importantes no delineamento e
na analise de experimentos genéticos (Wade &0412). Tal identificacdo aponta a descrigdo
de padrdes comuns na variagdo genética dos genoujas,aplicagcbes sdo essenciais para o
delineamento e andlise adequados de experimemésiges (Khatkar et al., 2008). Dentro de
um bloco haplotipico acontece pouca ou nenhumamicacédo e os SNPs situados nesta
regido podem ser herdados juntos em geragcbes seguifambém nessas regides, um
subconjunto pequeno de SNPRgSNP} se faz suficiente na distincdo de cada um dos
haplétipos. Nesse sentido, para genotipagem delooo baplotipico, ndo ha necessidade de
usar todos os SNPs, usam-se apendagSNPs

Na identificac@o de estruturas de blocos de hgyétem genes candidatos, ha
alguns elementos que necessitam de atencdo (Getyay 2006). Dentre tais elementos, a
recombinacéo responde pela delimitacdo entre imdion dos blocos de haplétipos. J& os
informacdes referentes ao histérico da populacderméam a extensdo dos blocos de
haplétipos. Em se tratando de amostra de individieosma populacéo, é possivel inferir os
haplétipos a partir dos dados de DL e frequénéitical

Em bovinos, o cromossomo 06 tém sido relacionadagportantes QTLs com
efeito sobre caracteristicas de producgdo de I€hatkar et al., 2008; Olsen et al., 2007). Ja
para o cromossomo 14, em pesquisa realizada cawstda raca holandesa, Marques et al.
(2008) ressaltam sua relevancia sobre caractedstjoantitativas, que refletem em efeitos
sobre o percentual de gordura no leite, bem confwesa producdo de leite. Portanto,
objetivou-se com o presente estudo, estimar o désegp de ligacdo e identificar a estrutura
dos blocos de haplétipos utilizando SNPs presestegienes candidatos nos cromossomos
BTAO06 e BTA14 em animais da raga Girolando.
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3.4. MATERIAL E METODOS

3.4.1 Amostras e Selecado de SNPs em genes candg&lato

Inicialmente, um conjunto de 384 SNPs foi obtidpaatir da mineracédo de
artigos publicados na literatura cientifica, bandesdados publicosGeneBanke com base
em dados gerados pela Embrapa, para compor o pagelvalidado. Os SNPs selecionados
foram derivados de genes candidatos relacionadosigalmente a producéo e qualidade do
leite, a doengas hereditarias e ideais para reélizde testes de paternidade. Neste trabalho,
foram testadas 510 amostras de animais da rac@m(173 machos e 337 fémeas).

A genotipagem dos SNPs foi realizada com um equéptorBeadXpres®
llumina (llumina, San Diego, CA), de acordo comrotpcolo recomendado pelo fabricante
(Fan et al., 2003). Foram utilizados trés critépasa identificar e excluir os marcadores e
amostras que apresentaram resultados inconsisteSggzracdo de Clusterlgster
Separatiol; Frequéncia de Genotipager@all Frequency e Taxa de GenotipagenC4ll
Rate, além dos testes de paternidade e reprodutidéida

As frequéncias alélicas de todos os SNPs forarmadts apos aplicacdo do
filtro de controle de qualidade, o qual excluiu daslises SNPs que apresentaram taxa de
genotipagem inferior a 75% (Purcell et al., 200%)0s aplicacdo deste critério, o arquivo
final foi composto por 419 animais (118 machos & f@éneas) de grupos genéticos diferentes
(22 eram 1/2Hol +1/2Gir; 2 eram 1/4Hol+3/4Gir; 2amr 7/8Hol+1/8Gir; 4 eram
13/16Hol+3/16Gir; 77 eram 3/4Hol+1/4Gir; 273 erafBHol+3/8Gir; e para 39 animais nao
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foram encontrados a identificagdo) e 249 SNPs. &nep original filtrado, 72 e 47 SNPs,
localizados nos cromossomos BTAO6 e BTA14, respactente, foram utilizados para os

estudos de desequilibrio de ligacdo e construcddodes de haplotipos.

3.4.2 Medida do Desequilibrio de Ligagéo

O Desequilibrio de Ligacdo (DL) foi determinadolopecoeficiente de
determinacao rf), sugerido por Hill & Robertson (1968). Este paefrm representa o
coeficiente de correlagdo no estado alélico ergralelos no mesmo gameta (Hartl & Clark
1997), o qual é definido como:

D;
 RPAd,

em que:Dj= Pj - pg , € a medida de DL proposta por Lewontin (1964nds P; a

frequéncia observada do haplétipo que apreseradetes i e j;p; € a frequéncia do alelo igp

a frequéncia do alelo j,mp.0:0. € o produto da frequéncia dos quatro alelos eslalgii
Outro parametro, também utilizado neste estudo g@estimar o desequilibrio

de ligacdo com a finalidade de definir os blocoshdel6tipos para quaisquer ddoxci

bialélico, foi o coeficiente de desvio padronizg@), o qual é definido como (Lewontin,

1964);
2 2
z Z pl qle(lX

i=1i=2

em que:

— {min[pﬂj'(l = p)(1- q;)]se Dy <0
max

min[p;(1 - q;),(1 = p)q;|se Dy >0

Uma vez que o valor de’ é dependente das frequéncias alélicas, seus valore
minimo e maximo sdo assim definid@;i, = maior valor de $1p, € —q102; Dmax = maior
valor dep;q, e qup.. Por esta razéo, a magnitude do desequilibriggdedo € descrita pd@’,
que é definido comaD’ = D/D nax (Quando D for positivo) &' = D/D min (quando D for
negativo) (Hartl & Clark 1997).
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Ambas as medidas)’e r? sdo utilizadas para descrever a magnitude do
desequilibrio de ligacao porque representam difeseaspectos das associacbes gaméticas.
Assim, quandd®’ é préximo de zera? também se aproxima de zero. Contudo, & medida que
D’ aumenta? pode apresentar qualquer valor entre zebo @artl & Clark 1997).

Os gendtipos dentro dos blocos de haplotipos foohtidos utilizando um
algoritmo EM, conforme sugerido por Gabriel et(2D02). Este algoritmo cria estimativas
precisas da frequéncia dos haplétipos na populagiduncdo da probabilidade maxima
determinada a partir dos genétipos que ndo estdasade ligacao para cada SNP utilizado
(Purcell et al., 2007). ConsiderandoDo, este algoritmo considera que um par de SNPs
apresenta DL forte quando o DL for superior a 95@oietervalo de confianca d@ estiver
entre 0,70 e 0,98. Para estes autores os blocbaplétipos sdo regibes sobre a qual uma
propor¢cdo muito pequena (5%) de comparacfes emres pISNP informativos mostram
evidéncia de histérico de recombinacéo.

Os parametros®, D’ e as estatisticas descritivas para cada par def@hif
calculados utilizando-se os prograng®link, Plink (Purcell et al.,, 2007) e as figuras dos
blocos de haplétipos e frequéncias haplotipicaafioobtidos através do progratdaploview
v 4.2 (Barret et al., 2005). Para cada SNP, foréhzados os valoredlefaultdo Plink e do
Haploviewpara os seguintes parametrostoff do p-valor do Equilibrio de Hardy-Weinberg
(0,001), porcentagem minima de genétipos (75%@@uincia alélica minima (0,001).

Apés a determinacdo dos SNPs informativos para cem@ossomo, foram
estimados para cada gene os blocos haplotipicosattos, a partir dos SNPs validos, pela
metodologia padrao ddaploview(Gabriel et al., 2002). Nesta metodologia, forditizadas
informagdes do paramet® para gerar intervalos de confianga a 95% para caidinagéo
de pares de SNPs. Esta combinagdo determinou selamaaregido apresentou “DL forte”,
“DL inconclusivo” ou “Alta recombinagéo”. Os parede SNPs indicam forte evidéncia de
recombinacao historica quando o limite superiointervalo de confianca d@’ € menor do
gue 0,9 (Gabriel et al., 2002).

O programaHaploview permitiu representar o DL por meio de diferentes
esquemas de cores. No mais tradicional deles,dmliara representacdo dos valore®de
LOD score branco indicaLOD< 2 e D'< 1; azul indicaLOD< 2 e D’ = 1; tons de
rosa/vermelho brilhante indicabh©D > 2 eD’< 1; e vermelho indichOD > 2 eD’ = 1. Em
um segundo esquema, voltado para a representagéiotdosalos de confianca @, uma

forte evidéncia de DL é representada pela cor cgszairo enquanto que forte evidéncia de
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recombinacao é representada por branco; cinzaioldica uma comparacdo nao informativa.
No terceiro esquema, branco indiéa 0, tons de cinza indicam 0%< 1 e preto indica’= 1.

Um valor deD’ multialélico também foi calculado com Haploview Este
consistiu em uma medida de DL entre dois blocosa@dtipos e representou o nivel de
recombinacdo entre os dois blocos. Quanto maisimpodxde zero, maior niumero de
recombinacdes historicas entre os blocosDOmultialélico ndo é computado para o0s
haplétipos raros, pois estes contribuem muito pgara o valor geral (Gabriel et al., 2002).
Com este mesmo programa foi realizada andlise par antre os SNPs utilizados de modo a
identificar os marcadores correlacionados ou emwadl® DL TagSNP} extraindo somente
TagSNPsomr?> 0,5.

O declinio do desequilibrio de ligagdo, em func@odistancia fisica entre
pares de SNPs adjacentes foi estimado, em EXCRarta de um modelo exponencial. Para
ajuste deste modelo, optou-se por sua linearizggdio meio de uma transformacao
logaritmica. Assim, ajustou-se o0 modeloy)xa+bin(x), em quey € a estimativa do
desequilibrio de ligacdo entre dois marcadores & distancia entre eles. Neste modelo, a
constantea representa o valor inicial do DL e a constémtepresenta o valor de declinio do

desequilibrio de ligacdo (LDD).
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3.5. RESULTADOS

3.5.1 — Andlise descritiva dos polimorfismos gengthdos

O tamanho total do genoma autossémico foi de 2081®jb, com o menor
comprimento localizado no cromossomo 25 (42,90 Mbd maior localizado no BTA1
(158,34 Mb) (Tabela 3.1). A densidade de SNPs @ms@htre os BTAs analisados, variando
de 2 a 72SNP (Tabela 3.1). A distancia fisica mddmmarcadores genotipados foi de 50,88
+ 34,11 Mb, variando de 0,89 a 151,35 Mb. J4 aadia média entre os pares de SNPs
adjacentes foi 27,87 £ 29,00 Mb, variando de 0,86@la 148,10 Mb (Tabela 3.1). Os
parametros utilizados para estimar os valores dedpelibrio de Ligacdo (DL) entre os SNPs
variaram entre si e entre os BTAs. Para o paranigfra menor estimativa foi obtida para o
BTA15 (0,0954) e a maior estimada no BTA24 (0,53B9r outro lado, o parametrd
apresentou menor estimativa no BTA17 (0,0011) eimmmo BTA22 (0,0834).

Da mesma forma, observou-se oscilacdo entre asadstas de frequéncia do
alelo menor (MAF) entre os BTAs, variando de 0,0828886 a 0,3502+0,1543,
respectivamente para os BTAs24 e 25 (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1Estatisticas descritivas das analises dos SNRscpaia um dos 29 cromossomos
autossémicos, considerando os 419 animais genospad

Distancia D r MAF

BTA Tamanhd® SN°  média’ ... Desvio- . ... Desvio- . .. Desvio-

() (bM) Média padrao Mediana Média padrao Mediana Média padrao
1 158.34 9 75.35808 0.3583 0.3992 0.0911 0.0081 0.0173 0.0028 0.2355 0.1756
2 137.06 5 68.28342 0.2261 0.2501 0.1422 0.0123 0.0166 0.0072 0.2231 0.0382
3 121.43 4 28.73804 0.2649 0.2748 0.2287 0.0070 0.0088 0.0043 0.1639 0.1059
4 120.83 5 27.46043 0.1893 0.1767 0.1359 0.0244 0.0370 0.0051 0.2740 0.0326
5 121.19 8 44.44848 0.1795 0.2136 0.1133 0.0187 0.0517 0.0035 0.2139 0.0659
6 119.46 72 74.07817 0.4442 0.3452 0.3441 0.0452 0.1144 0.0055 0.1608 0.1189
7 112.64 3 43.45020 0.2064 0.3144 0.0276 0.0094 0.0159 0.0002 0.1929 0.0655
8 113.38 11 0.00301 0.3947 0.3395 0.1911 0.0106 0.0279 0.0030 0.1270 0.1164
9 105.71 2 35.81464 0.0985 - 0.0985 0.0085 - 0.0085 0.2745 0.0272
10 104.31 4 27.35395 0.1047 0.0926 0.0738 0.0031 0.0036 0.0012 0.2315 0.0642
11 107.31 6 0.00073 0.4327 0.4064 0.2798 0.0034 0.0037 0.0019 0.1535 0.1518
12 91.16 5 0.00967 0.4898 0.3588 0.3680 0.0084 0.0118 0.0044 0.1581 0.1593
13 84.24 3 13.82362 0.1277 0.0668 0.1322 0.0058 0.0033 0.0069 0.2027 0.0419
14 84.65 47 17.68679 0.2912 0.2690 0.2033 0.0231 0.0520 0.0051 0.2287 0.1433
15 85.30 4 61.26300 0.0954 0.0612 0.1082 0.0091 0.0096 0.0063 0.2894 0.0187
16 81.72 2 64.47696 0.1066 --- 0.1066 0.0062 --- 0.0062 0.2384 0.0276
17 75.16 2 34.35996 0.1243 --- 0.1243 0.0011 --- 0.0011 0.1949 0.0882
18 66.00 11 0.00004 0.4784 0.3871 0.3455 0.0533 0.1938 0.0025 0.2025 0.1665
19 64.06 8 36.72571 0.2406 0.1888 0.2096 0.0116 0.0112 0.0076 0.1558 0.1204
20 72.04 4 40.06076 0.1655 0.1212 0.1778 0.0091 0.0106 0.0050 0.1833 0.0791
21 71.60 5 0.00020 0.1432 0.1452 0.1151 0.0151 0.0232 0.0058 0.3107 0.0824
22 61.44 6 0.09074 0.3181 0.2854 0.1835 0.0834 0.2108 0.0177 0.3076 0.1411
23 52.53 7 0.00210 0.3511 0.3226 0.3145 0.0792 0.1195 0.0245 0.3057 0.1102
24 62.71 3 0.00099 0.5311 0.4954 0.6076 0.0167 0.0147 0.0226 0.0828 0.0886
25 42.90 2 12.33304 0.1035 - 0.1035 0.0039 - 0.0039 0.3502 0.1543
26 51.68 2 18.62741 0.1266 --- 0.1266 0.0072 --- 0.0072 0.2439 0.0263
27 45.41 3 0.66777 0.3572 0.2319 0.4660 0.0448 0.0360 0.0546 0.2455 0.0554
28 46.31 2 34.77422 0.1142 --- 0.1142 0.0103 --- 0.0103 0.2474 0.0037
29 51.51 4 23.13930 0.2990 0.2175 0.3086 0.0130 0.0233 0.0026 0.2300 0.1473

#Tamanho real do cromossomo, segundo Zimin et @092, Genome Biology 10:R42 doi:10.1186/gb-2009-10
4-r42
® Distancia média entre SNPs adjacentes

O declinio do desequilibrio de ligacad’ (e r2) em funcdo da distancia fisica
(Mb) entre pares de bases de marcadores adjaceatesgerando todos os 249 marcadores
moleculares, distribuidos ao longo de todos os PAsBautossdmicos, podem ser observados
na Figuras 3.1A e 3.1B, respectivamente. Paraimasta geral deD’, pode ser observado
que o declinio iniciou a partir de 0,44, quandastédicia fisica entre os SNPs adjacentes foi
de 38 Kb (Figura 3.1A) e se estabilizou em 0,28 meecom o aumento da distancia fisica.
Em relagéo ao parametrg, o declinio iniciou em 0,054 quando a distanciicé entre os
SNPs adjacentes atinge 12 Kb (Figura 3.1B) tendemd@lor zero com o0 aumento da

distancia fisica.
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Figura 3.1 Declinio do desequilibrio de ligacdo ger® €mA e r2 emB) em funcdo da
distancia fisica (Mb) considerando os 249 SNPsikigtos nos 29 cromossomos
autossémicos.

Foram estimados as estatisticas descritivas desedibs grupos genéticos
(GG) representados nas amostras testadas nas tastimabtidas para o declinio no
desequilibrio de ligacdo. Dos 419 animais da ragaldhdo utilizados neste trabalho, 22
eram 1/2Hol +1/2Gir; 2 eram 1/4Hol+3/4Gir; 2 eram/8Hol+1/8Gir; 4 eram
13/16Hol+3/16Gir; 77 eram 3/4Hol+1/4Gir; 273 eraf8Hol+3/8Gir; e para 39 animais ndo

foram encontrados a identificacdo. Assim, foi sagarum arquivo para analise descritiva
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constituido somente por animais dos grupos gers&fédHol+1/4Gir e 5/8Hol+3/8Gir, os
quais totalizaram 350 animais. As estatisticasriess obtidas para essas amostras podem

ser observadas na tabela 3.2.

Tabela 3.2Estatisticas descritivas das analises dos SNRscpaia um dos 29 cromossomos
autossbmicos, considerando somente 0s grupos c¢ené8/4Hol+1/4Gir e
5/8Hol+3/8Gir.

Distancia D - MAF
BTA Tamanhc® SNP ) media (bM) Mediana Mediana Média Desvio-
padréo
1 158.34 9 70.62 0.18 0.00 0.23 0.17
2 137.06 5 43.93 0.17 0.01 0.22 0.04
3 121.43 4 29.64 0.25 0.00 0.16 0.11
4 120.83 5 36.28 0.11 0.00 0.27 0.04
5 121.19 8 41.59 0.11 0.01 0.21 0.07
6 119.46 72 28.03 0.36 0.01 0.16 0.12
7 112.64 3 47.48 0.03 0.00 0.20 0.06
8 113.38 11 38.68 0.32 0.00 0.13 0.12
9 105.71 2 35.81 0.07 0.00 0.27 0.03
10 104.31 4 47.55 0.10 0.00 0.23 0.07
11 107.31 6 52.51 0.41 0.00 0.15 0.15
12 91.16 5 33.17 0.28 0.00 0.16 0.16
13 84.24 3 33.68 0.08 0.00 0.19 0.04
14 84.65 48 24.44 0.22 0.01 0.23 0.14
15 85.30 4 41.78 0.12 0.01 0.28 0.01
16 81.72 2 64.48 0.09 0.00 0.23 0.03
17 75.16 2 34.36 0.16 0.00 0.20 0.09
18 66.00 11 19.04 0.37 0.00 0.20 0.16
19 64.06 8 20.85 0.34 0.02 0.15 0.12
20 72.04 4 37.14 0.10 0.00 0.19 0.08
21 71.60 5 30.93 0.08 0.01 0.31 0.08
22 61.44 6 18.87 0.12 0.01 0.30 0.15
23 52.53 7 4.23 0.33 0.06 0.31 0.08
24 62.71 3 13.88 0.42 0.00 0.08 0.08
25 42.90 2 12.33 0.21 0.02 0.34 0.16
26 51.68 2 18.63 0.12 0.01 0.25 0.03
27 45.41 3 0.51 0.46 0.04 0.24 0.06
28 46.31 2 34.77 0.10 0.01 0.24 0.01
29 51.51 4 22.14 0.32 0.00 0.23 0.14

#Tamanho real do cromossomo, segundo Zimin et @092, Genome Biology 10:R42 doi:10.1186/gb-2009-10
4-r42
® Distancia média entre SNPs adjacentes

Os parametros utilizados para estimar os valoreBea$equilibrio de Ligacéo
(DL) entre os SNPs variaram entre si e entre osicssomos (BTA), da mesma forma que
ocorreu com as estimativas considerando a populatdlo A distancia média entre os pares
de SNPs adjacentes foi 32,32 + 31,09 Mb (Tabelp B&a os parametrd@ er? a menor
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estimativa foi obtida para os BTA1B®'E0,09; r>=0,00) e a maior estimada no BTAll e
BTA18 (0,48), para o parametid, e no BTA22 e BTA23 (0,09) para o paramefto

Da mesma forma, observou-se oscilagdo entre asatstas de frequéncia do

alelo menor (MAF) entre os BTA, variando de 0,0880para o BTA24 e 0,31+0,08, para os
BTA21 e BTA23 (Tabela 3.2).
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Figura 3.2 Declinio do desequilibrio de ligacdo ger®f €mA e r2 emB) em funcdo da

distancia fisica (Mb) considerando os 249 SNPsiligtios nos 29 cromossomos
autossébmicos em animais dos grupos genéticos 3dAHe&s + 1/4Gir;
5/8Holandés + 3/8Gir.
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O declinio do desequilibrio de ligagdd’ (e r?) em fungéo da distancia fisica
(Mb) entre pares de bases de marcadores adjaceatesgerando todos os 249 marcadores
moleculares, distribuidos ao longo de todos os PA Butossémicos, considerando animais
dos grupos genéticos 3/4Holandés + 1/4Gir; 5/8Ht#lant+ 3/8Gir, podem ser visualizados
nas Figuras 3.2A e 3.2B, respectivamente. Podenolsservados padrdes semelhantes de
declinio ao se considerar os paramebDbe r2 estimados para as populagfes estudadas. Para
a estimativa geral dB’, considerando animais dos grupos genéticos 3/#idéta+ 1/4Gir;
5/8Holandés + 3/8Gir, pode ser observado que ordedé iniciou a partir de 0,47, quando a
distancia fisica entre os SNPs adjacentes foi d€b3@igura 3.2A) e se estabilizou em 0,28,
mesmo com o aumento da distancia fisica. Em relaggmarametro®, o declinio se iniciou
em 0,06 quando a distancia fisica entre os SNRxades atingem 12 Kb (Figura 3.2B)
tendendo a valor zero com o aumento da distansieafi Neste sentido, embora existam
oscilacGes nos valores das estimativas, o resuffadd se mostrou semelhante considerando
os dois conjuntos de dados, se considerarmos sdojuntos de dados analisados.

Na distribuicdo das frequéncias relativas ao EHWnswerando-se a
populacdo total, pode se observar que aproximadem&® dos valores encontrados
estavam fora do equilibrio esperado (Figura 3.8)e Eesultado era esperado, uma vez que 0s
desvios das propor¢des de equilibrio sdo decomedte agrupamento, em uma mesma
populagdo, de animais pertencentes a grupos gesétjae sabidamente ndo estdo em
equilibrio HW (1/2Hol +1/2Gir). De qualquer forma, avitério de Equilibrio de Hard-
Weinberg (EHW) n&o deve ser considerado de form#omastritiva, j& que se trata de
populacdo doméstica e sob selecdo. Muitas vezetm-a€loum critério permissivo para
considerar que h& desvio significativo (P < 0,08&i¢nas como forma de eliminar os SNPs

gue possam apresentar viés de genotipagem.
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Figura 3.3 Valor deP para a frequéncia relativa e a percentagem acdadea Equilibrio de
Hard-Weinberg (EHW) considerando os 249 SNPs Hisidos nos 29
Cromossomos autossoémicos.

A frequéncia do alelo menor (MAF) apresentou méf#a0,22+0,06, dos quais
81,93% dos SNPs apresentaram com MAF maior queFi§ara 3.4).
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Figura 3.4 Frequéncia do Menor alelo para os 249 SNPs distiits nos 29 cromossomos
autossomos.
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A frequéncia observada entre os pares de SNPseatizcapresentou-se elevada
entre as distancias e 1Mb a 80 Mb, variando de BlaM8 Mb, neste intervalo (Figura 3.5).
Distancias superiores a 80 Mb foram observadas paraos pares de bases, ou seja, pouco

mais de 2% dos pares de SNPs apresentaram dist&opi@riores a 80OMb.
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Figura 3.5 Distribuicdo do numero de pares de SNPs adjacentefsingdo da distancia fisica

dos 29 cromossomos autossomos.

Na Tabela 3.3 estd apresentado um resumo dagbeguae regressdo de
declinio dos desequilibrios de ligacdo em funcadodaritmo das distancias fisicas entre
pares de SNPs, para cada BTA autossomo bovinoa Nas¢la, anterceptoestimado para
cada BTA, representa o valor inicial do Decliniolklo(DDL). A partir desse ponto, inicio-se
o DDL conforme a estimativa ddog(distancig. Foram genotipados somente dois
polimorfismos (SNPs) para os cromossomos BTA9,176,25, 26 e 28, portanto para estes
cromossomos ndo foram estimadas as equacdes ées@&grdo declinio do desequilibrio de

ligacao.
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Tabela 3.3Resumo das equagdes de regressao do desequibiiacao D’ er?) em funcao
do logaritmo das distancias fisicas entre paresSHEs adjacentes para cada
cromossomo (BTA) autossomo bovino.

D' r2
BTA Parémetros L Erro N Erro
Estimativa ~ p-valor Estimativa ~ p-valor
padréo padréo

1 Interceptc 0.546: 0.134¢ 0.000¢ 0.014¢ 0.006( 0.022¢
log(distancig) -0.053¢ 0.032¢ 0.109: -0.001¢ 0.001« 0.214¢

2 Interceptc 0.666¢ 0.450¢ 0.1771 0.033( 0.030¢ 0.3152
log(distancie) -0.122¢ 0.123: 0.349¢ -0.005% 0.008¢ 0.514¢

3 Interceptc 1.227: 0.356! 0.026: 0.011¢ 0.019:¢ 0.580:
log(distancie) -0.300( 0.108¢ 0.050¢ -0.001 0.005¢ 0.820¢

4 Interceptc 0.493¢ 0.093: 0.000: 0.093¢ 0.016¢ 0.000¢
log(distarcia) -0.098’ 0.027¢ 0.007: -0.022¢ 0.004¢ 0.001¢

5 Interceptc 0.536: 0.062: 0.000(¢ 0.116 0.011¢ 0.000(¢
log(distancig) -0.109¢ 0.017: 0.000( -0.030( 0.003: 0.000(

6 Interceptc 0.472¢ 0.006¢ 0.000(¢ 0.054¢ 0.002: 0.000(¢
log(distancie) -0.034¢ 0.0019 0.000( -0.011¢ 0.000¢ 0.000(

7 Interceptc 2.370( 1.313¢ 0.322: 0.118: 0.068( 0.332(
log(distancie) -0.571% 0.345! 0.346( -0.028¢ 0.017¢ 0.353¢

8 Interceptc 0.397¢ 0.051% 0.000(¢ 0.011¢ 0.004: 0.008!
log(distancig) -0.004! 0.010: 0.690: -0.001: 0.000¢ 0.156¢

10 Interceptc 0.106: 0.127% 0.452: 0.006¢ 0.004¢ 0.224¢
log(distancig) -0.000¢ 0.035:¢ 0.990: -0.001( 0.001:% 0.469:

11 Interceptc 0.712: 0.464¢ 0.163¢ 0.0027 0.004: 0.547:
log(distancig) -0.077: 0.123( 0.547: 0.000: 0.0011 0.874¢

12 Interceptc 0.373¢ 0.160¢ 0.048: 0.012¢ 0.005! 0.035¢
log(distancie) 0.0457 0.044¢ 0.338: -0.001¢ 0.001« 0.246¢

13 Interceptc -0.127¢ 0.219¢ 0.665( -0.011( 0.000! 0.008!
log(distancig) 0.075¢ 0.064( 0.448: 0.004¢ 0.000( 0.005:

14 Interceptc 0.37%6 0.014( 0.000(¢ 0.047: 0.002¢ 0.000(¢
log(distancig) -0.034! 0.004¢ 0.000( -0.009¢ 0.000¢ 0.000(

15 Interceptc -0.058¢ 0.160¢ 0.734: -0.013: 0.025¢ 0.632:
log(distancie) 0.042¢ 0.044! 0.386¢ 0.006: 0.007( 0.425¢

18 Interceptc 0.512: 0.053: 0.000(¢ 0.090¢ 0.022¢ 0.000:
log(distancie) -0.025¢ 0.013! 0.053: -0.028: 0.005¢ 0.000(

19 Interceptc 0.394¢ 0.080¢ 0.000: 0.019( 0.005! 0.002¢
log(distancie) -0.066: 0.029¢ 0.042¢ -0.003: 0.001¢ 0.109¢

20 Interceptc -0.309¢ 0.217( 0.226: -0.008¢ 0.027( 0.760¢
log(distancie) 0.137¢ 0.062( 0.090¢ 0.005: 0.007% 0.536¢

21 Interceptc 0.216( 0.024% 0.000(¢ 0.027¢ 0.002¢ 0.000(¢
log(distancie) -0.034! 0.005¢ 0.000¢ -0.005¢ 0.000: 0.000(

22 Interceptc 0.347¢ 0.044: 0.000(¢ 0.095! 0.051: 0.085¢
log(distancig) -0.063! 0.012 0.000: -0.024¢ 0.014! 0.101¢

23 Interceptc 0.350" 0.064% 0.000(¢ 0.079( 0.023¢ 0.003:
log(distancie) -0.046¢ 0.021¢ 0.043( -0.017: 0.007¢ 0.042%

24 Interceptc 0.527¢ 0.401¢ 0.414( 0.016: 0.009: 0.329¢
log(distarcia) -0.011¢ 0.085¢ 0.914¢ -0.001¢ 0.002( 0.560¢

27 Interceptc 0.248¢ 0.233! 0.479: 0.039: 0.042: 0.523(
log(distancie) -0.109: 0.171] 0.638¢ -0.005¢ 0.031( 0.887!

29 Interceptc 0.367: 0.283¢ 0.265¢ -0.014% 0.027( 0.615¢

log(distancie) -0.0246 0.095¢ 0.810: 0.009¢ 0.0091 0.336:¢
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3.5.2 — Andlises no cromossomo 06 (BTAO06)

De acordo com as frequéncias alélicas relativeBTa06, observou-se que todos
0s animais apresentaram o aléléixado em polimorfismos nos gen€SN2(ID = 86), CSN3
(ID = 106) elL8 (ID = 130). A frequéncia genotipica considerandam$ods locos revelou-se
bastante heterogénea, com médias de 0,05+0,060pgemdtipo homozigoto para o alelo
menor, 0,64+0,27 para o genétipo homozigoto pakelo maior e 0,30+0,22 para o genétipo

do heterozigoto (Tabela 3.4).

Tabela 3.4Andlise descritiva das frequéncias alélicas e tipicas dos SNPs genotipados no
cromossomo 06 de bovino da raga Girolando.

Frequéncia
ID SNP NCHROBS Alélicas Genotipicas
AL | A2 | ALAL| ALA2 | A2A2
15 ABCGZ ATF-binding . C | A [ CC|CA | AA
cassette G2 0,1042 0,8958 0,0000 0,2083 0,7917
A | G | AA | AG | GG
50 BTA6_02720 645 10 15170,84830,0146 0,2741 0,7113
G | A | GG | GA | AA
52 BTAG_107922 829 14 30430,6957/0,0724 0,4638 0,4638
G | A | GG | GA | AA
53 BTA6_107923 71214 3998 0,60020,12110,5574 0,3215
A | G | AA | AG | GG
b4 BTAG_77051 829 |4 41150,58850,1146 0,5938 0,2917
G | A | GG | GA | AA
56 BTAG_77057 771 10,3610 0,6390 0,0884 05453 0.3664
A | G | AA | AG | GG
o7 BTAG_77060 829 1 12720,87280,03070,1930 0,7763
G | A | GG | GA | AA
58 BTAG_77062 836 | 4646 0,53540.1667 0,5958 0,2375
G | A | GG | GA | AA
59 C40RF7_601 805 10.07510,92490,0188 0,1127 0,8685
A | G | AA | AG | GG
60 C40RF7_914 796 10 44250,55750,1527 0.5795 0,2678
. G | A | GG | GA | AA
62 | CSNI1SI/Casein, alphasl 836 |, 3354 56170.04020,5962 0,3636
o CSNISI_BMC 57981 | ., A | G | AA | AG | GG
Casein, alpha sl 0,3781/0,62190,12290,5104 0,3667
o8 CSN1S2_BMC_10215/ |  go A | G | AA | AG | GG
Casein, alpha s2 0.0240 0,9760 0,00000,0479 0,9521
o CSNIS2_BMC_10431/| ¢, G | A | GG | GA | AA
Casein, alpha s2 0.0710 0,9290 0,0000 0,14200,8580
- CSNIS2_BMC_11255/|  go A | G | AA | AG | GG
Casein, alpha s2 0.0833 0,9167 0,0167 0,1333 0,8500
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" CSNIS2_BMC_18035/ | oo A | G | AA | AG | GG
Casein, alpha s2 0,2705 0,7295 0,0345 0,4720 04935
) CSN1S2_BMC_1918/ | g A | G | AA | AG | GG
Casein, alpha s2 04019 0,5981 0,1245 05549 0,3207
i CSN1S2_BMC_21965/ | o A | G | AA | AG | GG
Casein, alpha s2 0,2732 0,7268 0,0346 0,4773 0,4881
o CSN1S2_BMC_2544] | g A | G | AA | AG | GG
Casein, alpha s2 0,0225 0,9775 0,00000,0451/ 0,9549
50 CSN1S2_BMC_5108/ | gc G | A | GG | GA | AA
Casein, alpha s2 02842 0,7158 0,0487 0,4710 0,4803
. A | C | AA | AC | CC
84 CSN2/Beta-casein 806 |4 202507975 0,0158 0,3733 0,6109
. C | A | CC | CA | AA
88 CSN2_110/Beta-casein| 813 |4 11140 9581/0,0000 0,08370,9163
oo | CSNZ_BMC_236Bete — A | G | AA | AG | GG
casein 0,3393 0,6607 0,092 0,4944 04135
o1 CSN2_BMC_26Bete - G | A | GG | GA | AA
casein 0,1569 0,8431 0,0146 0,2845 0,7008
o CSN2_BMC_34Bete Sa6 T 1 ¢ | T | 7C | cC
casein 0,1490 0,8510 0,0167 0,2646 0,7188
o | CSNZ_BMC_439Bete o1a A | G | AA | AG | GG
casein 0,0157 0,9843 0,00000,0313 0,9687
o | CSN2_BMC_577Bete - G | A | GG | GA | AA
casein 0.4563 0,5437 0,1813 0,5500 0, 2688
oo | CSN2_BMC_633a/Beta| o A | G | AA | AG | GG
casein 03506 0,6494 0,1365 0,4282 0,4353
o7 | CSN2_BMC_6640/Beta| . C | A | CC| CA | AA
casein 0,36670,6333 0,1042 0,5250 0,3708
oo | CSN2_BMC_9472/Beta| o A | G | AA | AG | GG
casein 04778 0,52220,20720.5412 0,2516
. O | G | 00 | 0G| GG
86 CSN2/Beta-casein 832 10,0000 1,00000,0000 0,0000 1,0000
. C | A | CC | CA | AA
84 CSN2/Beta-casein 836 10,0395 0,96050,0000 0,0791 0,9209
. G | C | GG| GC | cC
85 CSN2/Beta-casein 836 10,0156 0,98440,0000 0,0313 0,9688
. G | A | GG | GA | AA
102 CSN3/Kappa-casein 740 10,1081 0,8919 0,0108 0,1946 0, 7946
Log | CSN3_BMC_11414/Kappa- go¢ A | G | AA | AG | GG
casein 0,1868 0,8132 0,0071 0,3593 0,6336
loo | CSN3_BMC_12853/Kappa- g G | A | GG | GA | AA
casein 0,2852 0,7148 0,069 0,4321/ 0,4988
110 | CSN3_BMC_13916/Kappa- g5, A | G | AA | AG | GG
casein 04472 0,5528 0,1416 06112 0,2472
115 | CSN3_BMC_14624/Kappa- gr A | G | AA | AG | GG
casein 04459 0,5541 0,1152 0,6613 02235
116 | CSN3_BMC_14771/Kappa- - A | G | AA | AG | GG
casein 0,1287 0,8713 0,0063 0,2448 07490
117 | CSN3_BMC_14826/Kappd- 706 G| A | GG| GA| AA
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casein 0,12050,87950,0275 0,1860Q 0,7865
119 CSN3_BMC_;923/Kappa- 798 A G AA AG GG
casein 0,3684 0,6316/0,0913 0,5541/0,3546
. G A GG GA | AA
103 CSN3/Kappa-casein 76 10,00210,9979 0,000 0,0042 0,9958
. A G AA AG GG
104 CSN3/Kappa-casein 830 19,0049 0,9951 0,0000 0,0098 0,9902
. 0 G 00 0G GG
106 CSN3/Kappa-casein 830 |9 0009 1,00000,0000 0,0000 1,0000
. A G AA AG GG
107 CSN3/Kappa-casein 826 |1 4681 0,53190,1230 0,6902 0,1868
124 CXCL1U Chemokine (-X-C 796 A G AA AG GG
motif) ligand 10 0,1449 0,8551]0,0022 0,2854/0,7124
C A CC CA | AA
126 |Hapmap23359_BTA 143727 836 |\ 47350 5265 0,2335 0,4798 0,2866
A G AA AG GG
127 | HapmapS0821_BTA 91753 796 | 1594 4 8406 0,02390,2711 0,7050
128 IL8/Interleukin 8 (neutrophil 832 A G AA AG GG
activating peptide 1) 0,4292 0,5708 0,1708 0,51670,3125
129 IL8/Interleukin 8 (neutrophil 279 G A GG GA AA
activating peptide 1) 0,47370,5263 0,14250,6623 0,1952
130 IL8/Intngegkin 8 (n_eutrophil 3836 0 G 00 0G GG
activating peptide 1) 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
131 KIT/ proto—c_)ncqgene _ 830 A G AA AG GG
tyrosine-protein kinase Kit 0,3996 0,6004 0,1049 0,5893 0,3058
133 KI'_I'/ proto-oncogene 836 A T AA AT TT
tyrosine-protein kinase Kit 0,0063 0,99370,0000 0,0125 0,9875
134 KI'_I'/ proto-oncogene 836 G A GG GA AA
tyrosine-protein kinase Kit 0,00210,9979 0,0000 0,0042 0,9958
. T C TT TC cC
137 OPN/Osteopontina 763 10,3656 0,634 0,1146 0,5021 0,3833
A T AA AT TT
139 P51_239 826 0,0438 0,9562/0,00210,0833 0,9146
140 PKD_2_1013/ polycystic 830 A G AA AG GG
kidney disease 2 0,3650 0,6350 0,15790,4142 0,4279
142 PKD_2_1241/ polycystic 836 A G AA AG GG
kidney disease 2 0,01380,9862/0,0064 0,0149 0,9788
143 PKD2_1349/ polycystic 812 A T AA AT TT
kidney disease 2 0,00840,9916/0,0000 0,0167 0,9833
145 PKD2_2759/ polycystic 737 G A GG GA AA
kidney disease 2 0,0052 0,9948 0,0000 0,0104 0,9896
147 PKD2_353/ polycystic 779 A G AA AG GG
kidney disease 2 0,3863 0,6137,0,1266 0,5193 0,3541
148 PKD2_377 polycysic 826 T A TT TA AA
kidney disease 2 0,1120 0,8880 0,0283 0,1675 0,8042
149 PKD2_38Y polycystic 279 A G AA AG GG
kidney disease 2 0,0931 0,9069 0,0000 0,1861/0,8139
150 PKD2_390Y polycystic 836 T A TT TA AA
kidney disease 2 0,2844 0,7156 0,0381 0,4926 0,4693
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152 PKD2_597/ polycystic 836 A G AA AG GG
kidney disease 2 0,0179 0,9821]0,0000 0,0357/0,9643
155 PKD2_650/ polycystic 775 A G AA AG GG
kidney disease 2 0,0469 0,9531]0,0021 0,0896 0,9083
158 PKD2_97141/ polycystic 824 A G AA AG GG
kidney disease 2 0,0948 0,9052 0,0042 0,1813 0,8146
PPARGC1A/peroxisome
160 proliferative activated 836 A G AA AG GG
receptor, gamma, 0,21910,7809 0,03150,3753 0,5933
coactivator 1 alpha
PPARGC1A/peroxisome
163 proliferative activated 808 C A CC CA AA
receptor, gamma, 0,0170 0,9830 0,0000 0,0339 0,9661
coactivator 1 alpha
PPARGC1A/peroxisome
161 proliferative activated 789 G A GG GA AA
receptor, gamma, 0,24790,7521 0,03540,4250 0,5396
coactivator 1 alpha
PPARGC1A/peroxisome
162 proliferative activated 821 A G AA AG GG
receptor, gamma, 0,17240,8276 0,0108 0,3233 0,6659
coactivator 1 alpha
G A GG GA | AA
164 STATH_1754 803 19,24720,75280,03970,4150 0,5453

ID = SNP = Polimorfismo de Base Unica; NCHROBS =ni¢fio total de cromossomos observados na
populacdo para cada marcador; Al = Alelo 1; A2 elé\P

Em relacdo ao genBBCG2 (Tabela 3.4), entre os 419 animais com gendtipos
validos, 80% foram homozigotos para o alelo magjdente AA=335 animais) e os 20%
restantes, heterozigoto®@=84 animais) para este polimorfismo, ndo sendo tatatos
animais com genoétip€C (Tabela 3.4). Para os polimorfismos identificadaesregido do
geneCSN1SX(Tabela 3.4) houve a predominancia de animaisd@¢mtos, variando entre
214 a 250 animais com o gen6tipG. Por outro lado, considerando-se os polimorfismms
geneCSN1S2houve maior frequéncia de animais homozigotoa paaleloG. Entre os 13
polimorfismos genotipados na regido do ge@8N2 (Tabela 3.4), trés apresentaram
MAF<0,05, e dentre os demais, foram encontradasai€os diferentes com predominancia
para o alelds (freqG>freqA>freqC). Da mesma forma, grande variagcdo nas frequédoiss
genatipos pode ser observada para polimorfismaeptes na regiao do ge@8N3 contudo,
somente dois alelos (alel e G) foram encontrados, com predominancia para o &elo
(Tabela 3.4). A maior frequéncia do al&onos polimorfismos dos genes das caseinas esta
ligada a influéncia da raga taurina (Holandesa)forenacdo do mestico Girolando. As
frequéncias dos alelds(0,37) eC (0,63) para o polimorfismo no ge@#N (Tabela 3.4) ndo
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estdo igualmente distribuidas na populacéo, o gsi@tou em variagdes nas frequéncias dos
gendtipos, com predominancia para animais hetestuisg50%) (Tabela 3.4).

Entre os 72 SNPs avaliados, 33% (Figura 3.6A) sé@mvam em EHW (P<0,01).
Adicionalmente, observou-se que a diferenca dosreslmédios para a Heterozigosidade
observada (0,31+0,22) e esperada (0,28+0,18) nasidnificativa a 5% de probabilidade
(Figura 3.6B).
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Figura 3.6 Valor de P para estimativa de Equilibrio de Hardy Weinberdd\(E A) e
Heterozigosidade (HET) observada (Obs) x espergdp) (B) estimados para
SNPs do BTAOQG.

Observou-se que, mesmo quando considerou-se aggdpuGirolando como um

todo (constituida de grupos genéticos difereneess)proporcdes de equilibrio de HW foram
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rejeitadas (P<0,05) para a maioria das combinag@e SNPs (Figura 3.6). N&o foi observado
um padrdo que sugerisse um mecanismo comum desfatgando sobre esses locus que
pudesse ser considerado responsavel pela auséaciqudlibrio. Adicionalmente cabe
destacar que, naturalmente, racas puras apreséotas fixados em alelos alternativos, e
guanto mais distante for a origem da raca, mai@ aevariedade do alelo fixado. Assim, ao
se estabelecer programas de cruzamento entrepac@s diferentes, estes locos estaréo fora
do equilibrio de HW.

3.5.2.1. Desequilibrio de Ligacao e Blocos de Hapfips

Um total de 24 SNPs do BTA06 foram excluidos dadises de desequilibrio de
ligagdo (DL) com a utilizacdo dos seguintes ciiriSNPs fora do equilibrio de Hardy-
Weinberg, frequéncia genotipica inferior a 25% encivequéncia alélica inferior a 1%.
Assim, a partir dos 72 SNPs avaliados no cromossin@TA06), somente 48 SNPs foram
utilizados para os célculos de DL e para constrdg&dblocos haplotipicos.

Observou-se, na populacéo estudada, a existén8i2 liaplotipos em seis regides
do BTAO06, com frequéncias observadas variando 6&10a 0,970 (Tabela 3.5). Houve
também, grande variacdo das frequéncias espei@dps| representa o valor da frequéncia

do hapl6tipo em equilibrio de HW, em relacdo aguésncias observadas dos haplotipos.

Tabela 3.5ldentificacéo dos haplotipos (ID Hap), distribuicdas frequéncias haplotipicas
(Observada e Esperada) e fase alélica do genepugagéo — Cromossomo 06.

- ID Frequéncia Frequéncia Fase alélica
Regido/Gene Intervalo Bloco ID Hap Obs Esp Bt Bi
Hap 01— GA 0,392 0,403
86819139 Hap 02 — AG 0,302 0,183
BTAG a 1 Hapo3z-—na 0,298 o418 COA AG
86904512 ! :
Hap-- — GG 0,00 0,12
Hap 04 — GG 0,970 0,335
87261372 Hap 05-AA 0,024 0,006
a 1 AA GG
87269042 Hap -- — GA 0,000 0,382
CON1SD Hap -- — AG 0,000 0,277
Hap 06 — GA 0,689 0,199
872;6866 ,  HapO07-AG 0,23 019 ., oo
87280796 Hap 08— AA 0,041 0,07¢
Hap 09 — GG 0,033 0,530
87180474 Hap 10— ACC 0,358 0,175
CSN2 a 1  Hapll-GCA 0,304 0,191 ACC GAA

87183306 Hap 12 — GAA 0,211 0,331
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Hap13—ACA 0,118 0,303
Hap 14 —GGA 0,444 0,385
87124171 , HepI5-AAG  0,14C 008 L anc
67199676 Hap 16 —AGA 0,388 0,458
Hap 17 -GGG 0,012 0,072
Hap 18—GA 0,482 0,246
873210993 , Hap19-AG 0,472 0248 . o,
87391701 Hap 20- GG 0,04 0,30¢
- Hap -- — AA 0,000 0,199
Hap 21 — AG 0,112 0,016
873211848 ,  Hap22-GA 0,858 0766 . A
67391003 Hap23—AA 0,019 0,113
Hap 24 — GG 0,011 0,105
Hap 25— GA 0,496 0,300
s 90521109 . Hap26-AG 0,41 0201 o 4
Q0509529 Hap 27 — GG 0,075 0,270
Hap 28 —AA 0,016 0,226
Hap 20 —GAA 0,437 0,018
oKD 1287611456 , Hap30-AGG 037 001 . .
Lo8a604 Hap 31-GAG 0,14 0,96¢
Hap 32 —AAG 0,033 0,000

Bt= Bos TaurusBi= Bos Indicus

Na regidoBTA6foi observado um bloco haplotipico entre os SBPA6_107923
(rs41610994) eBTA6_107922(rs41610993) que compreendeu aproximadamente 114 pb
(Figura 3.7). Este bloco apresentou trés haplétipossiveis, formados por dois alelos
diferentes, com estimativas de frequéncias semielhan que destaca a variabilidade desta
regido. Este hapl6tipo esta localizado em uma oegi@ibnica do gene que sintetiza a
proteina da bilirrubina (Genglucuronosyltransferase 2 family, polypeptide; ABGT2A3;

ID: 511743), responsavel por catalisar reacfes @tabolismo de substancias téxicas
(veneno, drogas, etc.) tornando-as mais solUvaissien mais faceis de serem eliminadas do
organismo. O valor do DL observado foi de 0,93 stgrando o parameti® (Figura 3,7A)

e 0,26 para o parametro(Figura 3.7B). A partir das frequéncias esperadaservou-se que
todos os haplétipos apresentaram desvios, indicaralgséncia de equilibrio de HW (Tabela
3.5; Figura 3.7C). Observou-se alto valor@eentre os SNPs adjacent83A6_107923
BTA6_02720(rs29010267) (Figura 3.7A) distantes aproximadamenB5Kpb. Entretanto,
esta estimativa ndo foi validada devido a baixamesiva observada para o parametfo
(Figura 3.7B).
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Figura 3.7 Bloco estruturado na regidao geB&A6 (rs41610993; rs41610994): A= valor de
D'; B =r?% C = frequéncias observadas dos haplétipos — Cremnus 06.

Observou-se no gen€SN1S2(Figura 3.8) a existéncia de seis hapl6tipos,
divididos em dois blocos (Tabela 3.5), distanteeesi em cerca de 7.800pb. Para os
haplétipos presentes no bloco 1, estruturado EWR3sCSN1S2_BMC_2544s86217860) e
0 CSN1S2 BMC 10216s86217865) houve predominancia do haplétipoehdtipo GG),
com frequéncia de 97% dos haplotipos possiveisopalacdo, o que indica a existéncia de
uma selecédo direcionada nos animais para estaordgi®L para este bloco foi igual a 1,0,
considerando o paramet® (Figura 3.8A), e 0,71 para o parametfo Este bloco esta
localizada na regido néao codificadora do g€®N1S2A5 UTR) e apresenta cerca de 7.670
nucleotideos (Figuras 3.8A e 3.8B). Consideranddooo 2 estruturado na regid@ttronica
deste gene, entre os SNESN1S2_BMC_1803%ss86217870) éCSN1S2_BMC_21965
(ss86217872), observa-se a predominancia do genGtiprepresentado pelo haplétipo 06
(Tabela 3.5), presente em cerca de 69% dos aniseggajdo do haplotipo 07 (gendtipd).
Entre os SNPs que estruturam o bloco 2 estdo pesseerca de 3.930 pb. Este bloco
apresentou valor dB’ igual a 0,83 (Figura 3.8A) & igual a 0,66 (Figura 3.8B). As linhas
entre os blocos (Figura 3.8C) representam o gralbldentre os dois blocos, tratando cada
haplétipo dentro de um bloco como um alelo desge&oe Assim, quanto maior a espessura
da linha, maior o DL entre os blocos. Neste caBseva-se baixa correlagcédo entre os blocos
estruturados nessa regido, mas com predominanegrdsentar o haplotigdG no bloco 1 e

0 hapl6tipoGG no bloco 2.
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Figura 3.8 Blocos estruturados no ge@SN1Sss86217862): A= valor d@'; B =1 C =

frequéncias observadas dos haplétipos — Cromos66mo

O geneCSN2 codificador da proteina Caseina a qual € produmal glandula
mamaria e liberada no leite (Figura 3.9), apreseftblocos e 8 hapl6tipos possiveis, ambos
localizados na regiamtrénica deste gene (Tabela 3.5). Devido a maior densidad8NPs
nessa regido, os haplétipos formados apresenta@XP3. Para o bloco D(=0,95 er’=0,58
para o DL), formado entre os SNESN2 BMC 9474ss86217844) € SN2 _BMC_ 6640
(ss86217847), que possui dimensao de 2.832 nuidesti houve menor variagdo das
frequéncias entre os hapl6tipos encontrados, eeqoestemente, maior variabilidade de
hapl6tipos nesta regido. Por outro lado, o blod®'20,85 er?=0,11) estruturado entre os
SNPs CSN2_BMC_5775 (ss86217849) eCSN2_BMC_269 (ss86217855) que estdo
localizados naexon VIl do geneCSN2 apresentou 5.505 nucleotideos e maior frequéncia
para os haplotipos 14 e 16, que juntos somam nea38 para os haplétipos observados
nesta regido (Figura 3.9C). Outro ponto que medeséaque € a alta correlacdo entre os SNPs
CSN2_BMC_9472SNP28) e cCSN2_BMC_577%SNP36), apresentando DL &=0,99 e
r’=0,92 para o DL. Este resultado é corroborado pelizé que mede o grau de DL entre os
blocos estruturados, que para estes dois blocassfonado em 83%. Este resultado sugere
forte evidéncia para considerar estes SNPs coagSNPsdentro dos blocos que estdo
inseridos. Adicionalmente, observa-se uma correlagignificativa entre o SNP26
(CSN1S1_BMC_5798 ss86217841) e 0 SNP34CEN2 _BMC_6640- s586217847),
localizados em genes diferentes, com estimativas €@,87 er’=0,73.
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Figura 3.9 Blocos estruturados no ge@&N2 A= valor deD’; B =r? C = frequéncias observadas dos haplétipos — Cssomao 06.
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Os polimorfismos identificados na regiémronica do geneCSN3(Figura 3.10)
estruturaram 2 blocos e 7 haplétipos com frequérméan distintas (Tabela 3.5). Para o bloco
1, formado entre os SNPLSN3_BMC_ 13916 (ss86217886) CSN3_BMC_14624
(s$86217891), o valor do DL considerandb’cfoi igual a 0,98 e 0,85 parara Este bloco
possui a extensdo de 708 nucleotideos (Figuras\318.10B), e maior predominancia dos
haplétipos 18 e 19 (Tabela 3.5; Figura 3.10C) gudojs somam mais de 95% dos haplétipos
observados nesta regido. Em relagdo ao bloco 2, GBN8_BMC_14771ss86217892) e
SNP CSN3_BMC_14826ss86217893), este foi estruturado com 0 menor ruinge
nucleotideos (55pb), com mais de 85% dos animaistigpados apresentando o haplétipo 22,
corroborando a frequéncia esperada. O DL parabéste foi igual a 0,89, considerando o
parametradD’ (Figura 3.10A), e 0,74 para o paramatr¢Figura 3.10B). Foi encontrado alto
grau de DL (Figura 3.10C) entre esses dois blog@gl], o qual esta diretamente relacionado
com a proximidade fisica entre eles (147pb). Vaksaltar a existéncia de correlacdo acima
de 50% e 72% pang e D', respectivamente, entre os blocos estruturadosresoBNPs da

regiaoCSN3 mostrando que os blocos estruturados represeaattara regido do ger@SN3
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Os polimorfismos genotipados na reg@xondo genelL8 (SNPs nas posi¢coes
90561109 a 90562529que atua nos mecanismos de defesa do organisnimdnfecgoes,
revelaram a estruturacdo de 1 bloco (Figuras 3.41211B) com 4 haplotipos possiveis
(Figura 3.11C). Entre os quatro haplétipos, aquelesapresentaram maior frequéncia foram
25 (GA) e 26 AG) (Tabela 3.5; Figura 3.11C). O valor do DL partedsoco, o qual possui

dimenséo de 1.420 nucleotideos, foi igual a 0,92 p®’ (Figuras 3.11A) e 0,67 parar?)
(Figuras 3.11B).
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Figura 3.11 Bloco estruturado no genié8: A= valor deD’; B = r% C = frequéncias
observadas dos haplétipos — Cromossomo 06.

Na regido do gen®KD2 (Figura 3.12), cujas mutacdes sdo responsavets pel
desenvolvimento de rins policisticos, foi encontrad maior bloco estruturado no
cromossomo 06, com dimensao de 11.238 nucleot{i@gat® SNPs nas posi¢cdes 12871456 a
12882694). Este bloco apresentou valor de DL igudJ97 para ®’ (Figura 3.12A) e 0,53
parar? (Figura 3.12B). Neste bloco foram encontrados 4dtimos, com os haplétipos 29
(GAA e 30 AGG (Tabela 3.5; Figura 3.12C) apresentando maiorquiacia.
Adicionalmente, pode ser observado que existe wonvalor do DL estimado pam@’e r?
entre 0s SNPBKD2_1241e PKD2_2759com o SNROPN (relacionado com a producéo de
leite), separados por 70.177 e 68.650 nucleotidesspectivamente. Esta alta correlacdo
sugere que exista ufagSNPgue englobe a regido do gdPi€D2 e a regido do ger@PN
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cias observadas dos haplétipos — Cssomoo 06.
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Para o cromossomo 06, a distadncia média entre paresarcadores adjacentes,
que geraram estimativas de DL, foi de 31,96+59,61Wbiando de 3pb a 89Mb. O declinio
do desequilibrio de ligacd®{( e r?), dos marcadores moleculares em funcdo da distanci
fisica (Kpb) entre pares de bases de SNPs adjacqrade ser observado na Figura 3.13A e
3.13B, respectivamente. Considerando o parambtroobservou-se que o declinio do
desequilibrio de ligag&o (DDL) iniciou em 0,92 &aédizou a partir de 250 Kbp, mesmo com
0 aumento da distancia fisica entre marcadores,cceator deD’ = 50. Para o parémetr6
pode ser observada a mesma tendéncia, entretantoestimativas inferiores, quando
comparado com o parameiro. O DDL considerando o parémetﬁjniciou com o valor de
0,20 e estabilizou, a partir de 250 Kbp, com vd®0,08.
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Figura 3.13 Declinio do desequilibrioDl emA e r2 emB) de ligacao geral em funcéo da

distancia fisica (Kpb) para o cromossomo BTAG.

3.5.2.2. Estimativas d&dagSNPsa partir dos Polimorfismos encontrados

Para os calculos dosagSNPs foi utilizado um limiar de coeficiente de
correlacdo ) igual a 0,5 (Tabela 3.6). Em geral, o nimero dNPS capturados no
cromossomo 6 variou de 2 a 4 entre as regifesastdas e a distancia entre estes variou de
75 a 70.177 pb (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6 SNPs capturados com a selecaoTaégSNPslocalizados no cromossomo 06

Bovino.

Gene/Regido TagSNP SNP Capturado r
BTA6_10792 0,67
BTA6 BTA6_107923/1s41610993 g ral=y 0707 Vo
CSN1S2 _BMC 219 0.8°
CSN1S2 g;l;;??ggzMC_SlOS/ CSN1S2 BMC_180 0.8¢
CSN1S2_BMC_5105 1,00
CSN2_BMC_236 0.97
SN2_BMC_947 0.5¢
CSN2 CSN2_BMC_664O/588621784'gsNZ_BMC_5775 oo
CSN2_BMC_6640 1,00
CSN2_BMC_4393 0,64
CSN2 CSN2D/ss86217850 ConaD 200
CSN2_BMC_269 0,80
CSN2 CSN2_BMC_3441ss86217854 Lo\ > 344 Vo0
CSN3_BMC_1141 0,67
CSN3 CSN3_BMC_14771/s5862178 mg_smc_mszs 8’23
CSN3_BMC_14771 1.00
CSN3_BMC_13916 0,85
CSN3 CSN3_BMC_14624/ss862178@ISN3_BMC_1923 0.58
CSN3_BMC_14624 1.00
_ ILsB 0.67
IL8 IL8/ ID: 280828 s Vo0
PKD2_ 597 0,53
_ PKD2_1241 1,0¢
PKD2 PKD2_1241/ID: 530393 PKD2 2758 e
OPN 0,57

Para osTagSNPsidentificados na regido do ger@SN2 CSN3e BTA6 a
captura de SNPs ocorreu somente iatrons de cada regido. Por outro lado, TegSNPs
identificados na regido do ger®KD2 e IL8, capturam SNPs em regides dron das
respectivas regides, com destaque para a regigereEPKD2 que apresenta uma dimensao
superior a 70 Kpb de extensao e captura tambémeaN&utro genedPN), corroborando os
resultados das estimativas dos critéioe r? apresentados sobre a Figura 3.12. Em relag&o a
regidao do gen€SN1S20 TagSNPidentificado captura SNP na regido ndo codificadsr
deste gene (Tabela 3.6). ®agSNPddentificados nas regi6eBTA6, CSN2e IL8 reduzem
em 50% o numero de SNPs necessarios para expliciabilidade genética observada em
cada uma destas regides génicas. No casdalpgSNPgara 0os geneESN1S2 CSN3essa

reducéo representa 67%, ao passo que no casdadiF\Psidentificados para os genes
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PKD2, CSN3e CSN2a reducéo representa 75% dos esfor¢cos necessarippooesso de

genotipagem em cada uma dessas regides génicas.

3.5.3 — Andlises do cromossomo 14 (BTA14)

Na distribuicdo das frequéncias alélicas para odsSNenotipados no
cromossomo 14 (BTA14), pode ser observado que guéreia do alelo menor (MAF)
apresentou média de 0,26+0,16, com 15% dos SNEBseapando MAF <0,05 (Tabela 3.7).

A analise de frequéncia genotipica revelou hetereigade entre os SNPs
genotipados no BTA14. As médias e os desvios-paftséam 0,08+0,09, 0,55+0,25 e
0,37%0,20 para o gendtipo homozigoto de alelo megmmozigoto para o alelo maior e para

0 heterozigoto, respectivamente.

Tabela 3.7Analise descritiva das frequéncias alélicas e tipicas dos SNPs genotipados no
cromossomo 14 de bovino da raca Girolando.

Frequéncia
ID SNP NCHROBS Alélica Genotipica
Al A2 | A1A1 | A1A2 | A2A2
A G AA AG GG
217 ARMC1/BTAL4 794 0,36290,63710,0833 0,55920,3575
A G AA AG GG
218 ARS_BFGL_NGS_21534 836 0,4740 0,5260 0,2083 0,5313 0,2604
A T AA AT TT
220 BIG1/BTAL4 830 0,4770 0,5230 0,2129 0,5282 0,2589
291 BOLA RALYL/RALY RNA 821 C G CC CG GG
binding protein-like 0,4968 0,5032/0,1962 0,6013 0,2026
A G AA AG GG
222|  CRH_TRIMSS/BTAL4 830 10,3685 0,63150,1044 0,5282 0,3674
293 DGAT/Acyl-CoA:1,2- 712 A K AA AK KK
diacylglycerol O-transferase 0,4619 0,5381,0,2015 0,5209 0,2776
297 DGAT1/Acy-CaA:1,2- 731 A K AA AK KK
diacylglycerol O-transferase 0,0369 0,9631 0,0024 0,0690 0,9286
228 DGAT1/Acy-CoA:1,z- 830 A K AA AK KK
diacylglycerol O-transferase 0,0073 0,9927,0,0000 0,0146 0,9854
299 DGAT1/Acy-CoA:1,z- 836 A K AA AK KK
diacylglycerol O-transferase 0,16350,8365 0,0188 0,2896 0,6917
A T AA AT TT
230 DQ984826 830 0,4508 0,5492 0,1569 0,5879 0,2552
. A C AA AC CC
258| hypothetical_LOC539014/BTA14 808 0.48920,5108 0,1983 0,5819 0,2198
259| hypotheticalLOC783036/BTA14 819 A C AA AC CcC
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02468 0.75320,06170,3707 05681
237 KCBN2/potassium volta-gated 836 G A GG GA AA
channel 0.3052 0,6948 0,0750 0,4604 0,4646
233 KCBNZ2/potassium volta-gated 809 G A GG GA | AA
channel 0.3140 0,6860 0,0774 0,4731 0,4495
234 KCBNZ2/potassium voltage-gatéd 821 C G CC CG | GG
channel 0,4618 0,5382 0,1550 0,61360,2314
232 KCBNZ2/potassium voltage-gatéd 830 C A CC CA AA
channel 0.3873 0,6127 0,1420 0,4906 03674
236 KCNB2/potassium voltage-gatéd 800 A G AA AG GG
channel 0.43460,5654 0,11110,6471 0,2418
A | C | AA| AC | CC
239| KIEL/ESTISB/REV, QTL marker 832 | (1 oo guod oo 4 o 6o
C | A | CC|CA | AA
240 LOC512677/BTA14 788 10,3650 0,6350 0,1084 0,5133 0,3783
A | G | AA| AG | GG
241 LOC512677/BTA14 832 10,0450 0,9550 0,00420,0816 0,9142
C | G [ cC| cCG | GG
242 LOC512826/BTA14 821 10,38770,61230,0890 0,5975 0,3136
G | A | GG | GA | AA
243 LOC515582/BTA14 821 10,20370,70630,0758 0.4358 0.4884
C | A [ CC|CA | AA
244 LOC519708/BTA14 832 10,1119 0,8881/0,00210,2197 0,7782
A | G | AA | AG | GG
246 LOC529552/BTA14 764 102426 0,75740,0547 0,3759 0,5695
G | A | GG | GA | AA
248 LOC536811/BTA14 832 14 4248 0,57520.1691 0,5115 0,3194
A | G | AA | AG | GG
249 LOC536811/BTA14 836 141146 0,88540.0146 0,2000 0,7854
G | A | GG | GA | AA
250 LOC617133/BTAL4 832 101426 0,85740,0294 0,2264 07442
A | G | AA | AG | GG
251) LOC783036_LOC790864 | 827 |\ n537( 9463 0.00000,1074 0,8926
A | G | AA | AG | GG
252/ LOC783036_LOC790864 | 836 |\ 49150 58850.13330.55630,3104
A | G | AA | AG | GG
253 LOC78474/BTA14 805 1 28660,71340,0366 0,50000,4634
G | A | GG | GA | AA
254 MGC128538/BTA14 830 14 2824 0,71760,0335 0,4979 0.4686
neaby MCM4/minichromoson
aby_ I G | A | ce| ca | aa
260| maintenance czmplex compongent 808 0.0991 0,9009 0,0022 0,1940 0,8039
G | A | GG | GA | AA
262| nearby LOC782438/BTAl4 826 0.0888 0,91120,0021 0,1734 0,8245
C | A [ CC|CA | AA
264 nearby_PYCRL 830 192411 0,75890,0376 0,4071] 0,5553
. G | C | GG | GC | cC
267 no_hits/BTA14 832 10,2004 0,7996 0,0355 0,3299 0,6347
272 no_hits/BTAL4 830 G| A| GG| GA| AA
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0,0476 0,9524 0,0021 0,0909 0,9070
270 no_hits/BTAL4 832 0,3':6\706 0,66294 03'381 02?49 02570
27 no_hits/BTAL4 832 O,OCZ:I.04 0,9?396 O,%CC):OO O,%SOQ O,C9;$91
2re no_hits/BTAL4 798 O,OG775 O,$225 O,GO(c);66 O,Glﬁlg 02215
27 no_hits/BTALL 818 0,(;‘;115 0,9%85 O,%'SOO 03(8330 O,C9;§.;7O
°r no_hits/BTALL 832 0,3?776 O,g\224 0,3.:'3?60 0,5:1333 02208
27 no_hits/BTAL4 832 0,0%62 O,S?OSS O,%CC):Zl OEQBB 02396
208 no_hits/BTAL4 832 0,2(3929 O,?O?l O,GO€C5;49 031?61 OﬁéQl
2% no_hits/BTALL 836 O,ﬁSS 0,86562 03?88 02(5300 O,C7;?c>513
°r no_hits/BTALL 822 0,3?797 O,£203 03534 0,?3?27 02239
250 no_hits/BTALL 830 0,2C782 O,$518 0,8569 0,22\26 O,AS?.\OS
256 PKIABTALY 822 0,:(:)93 O,5A907 O,c1:566 0,%254 02'380

ID = Identificacido do SNP; SNP = Polimorfismo desBaJnica; NCHROBS = Nimero total de cromossomos
observados na populacédo para cada SNP; Al = Ajle\@ £ Alelo 2

Considerando a regido do gdd&AT, entre os sete polimorfismos inseridos no
ensaio original, quatro permaneceram no paineldadt. Este resultado era esperado,
considerando as informagcdes geradas pela empilesank, visto que as sequéncias dos
oligos de alguns dos polimorfismos desta regido apresmmtabaixa probabilidade de
genotipagem (Anexo 01 — Capitulo 02 desta Teseye8dtados na andlise das frequéncias
dos alelos do polimorfismo no geB&AT (ID = 223) (AleloA = Alelo A = 0,46; AleloC =
Alelo K = 0,54) apresentaram grande variabilidade, resildta&am uma propor¢cdo maior de
heterozigotos para este loco (52% dos animais galagio). Considerando 0s outros trés
polimorfismos genotipados na regido do gB@AT1, foram encontrados dois alelos (Tabela
3.7). Destes polimorfismos, um (ID = 227) apresemmdominancia para o ale® (0,96),
gue representa o Aleld, sendo que um animal apresentou gend@ifo(gendtipoAA), 29
animais heterozigoto€£G = AK) e 398 animais homozigotos para o afel(KK), com 7% de
gendtipos em falta. Para os outros dois polimodsriD = 227; ID = 228), observou-se
maior frequéncia para o alel@, que representa o Alel&, variando de 0,84 (regido
reguladora 3’) a 0,99 (regido dexon 15). De qualquer forma, essa maior frequéncia,

representada pelos polimorfismos na regido do Je@AT1 indica em um primeiro
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momento reflexo de um processo de selecdo que emulosintensificado na populacéo
estudada (Tabela 3.7).

Os polimorfismos utilizados na regido do g&@BN2 apresentaram grande
variagdo nas frequéncias alélicas, cujos valoremihémo e maximo para MAF foram de
0,30 e 0,46 respectivamente. Da mesma forma, padebservado grande variacdo para os
polimorfismos relacionados com a producdo de pmateho leite, representadas pelos SNPs
LOC512677- LOC78474 Entre os 12 SNPs nesta regido, foram encontradsstipos de
SNPs e somente um apresentou MAF < 0,05.

Entre os 47 SNPs analisados, 30% (Figura 3.14A) esiavam em EHW
(P<0,01). Adicionalmente, a diferenca dos valoredio®para a Heterozigosidade observada
(0,37£0,20) e esperada (0,34+0,16) ndo foram sagnivos a 5% (Figura 3.14B). Estes
resultados foram semelhantes aos obtidos nas esalsn o BTA06 (Figura 3.6), e mesmo
considerando a populagdo Girolando como um todmsftaida de grupos genéticos
diferentes), as propor¢des de equilibrio foram itagjas (P<0,01) para a maioria das
combinacBes dos SNPs na populacdo. Contudo, cosiacddo anteriormente, racas puras
apresentam, naturalmente, locos fixados em alddeshativos, e quanto mais distante for a
origem da raca, maior sera o contraste do aledmlfixAssim, ao se estabelecer programas de
cruzamento entre ragas puras diferentes, € espeuadestes locos estejam fora do equilibrio
de HW.
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Figura 3.14 Valor de P para estimativa de Equilibrio de Hardy Weinberdd\(g A) e

Heterozigosidade (HET) observada (Obs) x espeiasp) (B) estimados para
SNPs do BTA14.

3.5.3.1 - Desequilibrio de Ligacédo e Blocos de Hafipos

Semelhante ao adotado para as analises do BTAGSn fidentificados quais
SNPs seriam efetivamente utilizados nas estimatieadesequilibrio de ligacéo (DL). Foram
utilizados os parametros previamente definidoso@dora do equilibrio de Hardy-Weinberg,
locos com frequéncia genotipica inferior a 25% m deeqiiéncia alélica inferior a 1%) para

excluir os SNPs. Assim, a partir dos 47 polimorfismanalisados no cromossomo 14
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(BTA14), 33 SNPs foram utilizados para os calcudesDL e para construcdo dos blocos
haplotipicos.

Em relacdo aos polimorfismos genotipados no BTAR pbpulacéo
estudada, a estimativa revelou a existéncia deaptipos em 4 regides deste cromossomo,
com frequéncias observadas variando de 0,023 & ((E&bela 3.8). Observou-se grande
variacao entre as frequéncias observadas e asadapedos haplétipos estruturados no
cromossomo 14 (Tabela 3.8). Este resultado eraaipeuma vez que as frequéncias dos
haplétipos estdo diretamente ligados as frequénalékicas/genotipicas, e 30% destes

polimorfismos ndo estavam em equilibrio.

Tabela 3.8ldentificacdo dos haplétipos (Hap ID), distribwcdas frequéncias haplotipicas
(Observada e Esperada) e fase alélica do genepodagéo — Cromossomo 14.

ID Frequéncia Freguéncia Fase
Gene/Regidao  Posigéo ID Hap 9 9 alélica
Bloco Obs Esp Bt B
HAP 01 — CC 0,528 0,450
D(?DA_T 1805193 L HAPO02-AC 0,308 0,386 .o cc
AJ318490) 1805963 HAP 03 — AG 0,160 0,076
HAP -- — CG 0,000 0,080
HAP 04 — AA 0,589 0,420
KCBN2 3845;’058 | HAP05-CG  0,30: 0120 o aa
(5107795102) 50 1c 500, HAP 06 — CA 0,085 0,266
HAP 07 — AG 0,023 0,192
HAP 08— GA _ 0,57¢ 0,508
LOC536811 396‘;‘0732 . HAP09-GG 0310 0376 o oA
(5561480578) 400, c 0 HAP 10- AG 0,11¢ 0,04¢
HAP -- — AA 0,000 0,066
LOC783036 — 66194561 HAP 11 -GG 0,535 0,557
HAP 12 — AG 0,411 0,389
LOC790864 a 1 AG GA
(ss61535152) 66211845 HAP13-GA 0,054 0,032
HAP -- — AA 0,00( 0,02:

Bt = Bos TaurusBi = Bos Indicus

Em relagdo ao genBGAT (ID: AJ318490), foi identificado um bloco com
3.770pb de extensdo (Figuras 3.15) e 3 haplotipgsipeis (Tabela 3.8; Figura 3.15). Este
bloco apresenta valor de DL igual a 0,95 para arpatroD’ (Figura 3.15A) e 0,19 parard
A frequéncia observada seguiu a mesma tendéncifredaéncia esperada, em que o
haplétipo homozigoto para o aleb(que representa o Alekd) apresentou maior frequéncia

em relacdo aos demais. Este bloco esta presentegii doexor8 do geneDGATL1 e
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apresenta a substituicdo A/A C/G, a qual determina duas variantes: liskpg alanina4),

as quais estao diretamente relacionado com a piiodiggordura no leite.

A B
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g8 &8 &8 &8 & 28 528
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0o

(1]
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Figura 3.15 Bloco estruturado na regido do geRSAT A= valor deD’; B =% C =
frequéncias observadas dos haplétipos — Cromos&dmo

Da mesma forma, pode ser observado que para o g&BN2 (SNPs
$s63780010 e ss107795102) houve a estruturacém ddoao (225pb de extensdo — Figuras
3.15A e 3.15B) com 4 haplétipos possiveis (Tabe3aBgura 3.16C). Este bloco apresentou
DL igual a 0,88 para ®' (Figura 3.16A) e 0,59 pand (Figura 3.16B). Observa-se maior
frequéncia para o haplétipfA, uma vez que mais de 58% dos animais genotipados
apresentaram este genotipo. Este bloco estd ihtegre localizado naexon do gene
KCBN2 Outro ponto que merece destaque € o alto valdd’'dentre o SNP29KCBN2 -
$s61516059com os demais marcadores nesta regido, sugeeimdam primeiro momento
ser um candidato BagSNPdesta regido.
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Figura 3.16 Bloco estruturado no ge@CBN2(ss107795102): A= valor d&’; B = r% C =
frequéncias observadas dos haplétipos — Cromos&dmo

Para a regido genémica que apresentou os polimasitOC536811(SNPs
$s561480576 e ss61480578), observou-se a estrududacéim bloco haplotipico com 770pb
de extensao, com trés haplétipos possiveis (Tah8taFigura 3.17). Este bloco, que esta
localizado na regiddntronl do geneJPHL1 relacionado com proteinas de membrana
complexos juncionais das células, apresentou d@ddL igual a 1,0 par®’ (Figura 3.17A)

e 0,17 para®(Figura 3.17B).
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30 31 30 M

Figura 3.17 Bloco estruturado no gene LOC536811 (SNPs ss61468655561480578): A=
valor deD’; B =r% C = frequéncias observadas dos haplétipos — Cssomo
14.

Para a regido gendmica que apresentou polimorfido@S783036(SNPs
$s61535152 e ss38329727), foi identificado o mhioco de haplétipo do cromossomo 14,
com 17.284pb de extensdo, com trés haplotipos yaiss{Tabela 3.8; Figura 3.18). Este
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bloco, que esta localizado em regido sem funcédbemda, apresentou valor de DL igual a
1,0 pareD’ (Figura 3.18A) e 0,04 para(Figura 3.18B).
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Figura 3.18Bloco estruturado no gemg®C783036(ss61535152): A= valor d@’; B = r% C
= frequéncias observadas dos haplétipos — Cromas4dm

Para o cromossomo 14, a distancia média entre gdaregmrcadores adjacentes
foi de 24,44+18,30 Mb, variando de 1pb a 78 Mb.e&@lishio do desequilibrio de ligacab’(
e r2), dos marcadores moleculares em fungéo da distdiiscca (Mb) entre pares de bases de
SNPs (Figura 3.19). Considerando o paramBtropode ser observado que o declinio do
desequilibrio de ligacdo (DDL) iniciou-se com 0,87estabilizou-se a partir de 250Kbp,
mesmo com o aumento da distancia fisica entre miares, com o valor de 0,40. Para o
parametra?, pode ser observada a mesma tendéncia, entre@mtestimativas bem abaixo
quando comparado com o paramei¥o O DDL considerando o parametrg inicia com o
valor de 0,18 e estabiliza, a partir de 250Kbp, eafor de 0,05.
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Figura 3.19 Declinio do desequilibridX emA er2 emB) de ligacdo em funcao da distancia
fisica (Kpb) para o cromossomo 14.

3.5.3.2. Estimativas d8agSNPsa partir dos Polimorfismos encontrados

Para se estimar 03agSNPs foi utilizado um limiar de coeficiente de
correlacdo ) igual a 0,5. Em geral, o nimero de SNPs captsragiiire as regides
estruturadas no cromossomo 14 foi igual a 2 (orp6épagSNPe o SNP adjacente) e a
distancia entre estes variou de 225 a 17.284 phe(@a.8). Com isso, est€éagSNPpodem
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reduzir em 50% os esfor¢os no processo de genetipggra cada uma das regides génicas

estruturadas.

Tabela 3.9 SNPs Capturados com a selecadoTagSNPslocalizados no cromossomo 14

Bovino.
Gene/Regidao TagSNP SNP Capturado re
: DGAT; 1,00
DGAT DGAT/ID: 282609 DGAT1 1.00
KCBN2/ss63780014; 0,60
KCBN2 KCBN2/ss107795102 KCBN2/ ss107795102 1.00
LOC536811/ss61480576; 1,00
LOC536811 LOC536811/ss61480578 LOC536811/SS61480578. 1.00
LOC783036_LOC790864/ss 1.00
LOC783036_ LOC783036_LOC790864/ 38329727, '
LOC790864 ss61535152 LOC783036_LOC790864/ss 1.00
61535152. ’

Para oTagSNPidentificado na regido do ger@GAT, a captura do SNP

identificado ncexon2 ocorreu com SNP genotipado na regrdidnica. Considerando o gene

KCBN2 o TagSNPidentificado esta presente na regidoedtondeste gene, da mesma forma

gue o SNP capturado. Por outro lado, TegSNPsidentificados na regido do SNP
LOC536811e do SNPLOC783036estao localizados nmtron de cada regiao, e os SNPs

adjacentes capturados estéo situados em regid@sica
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3.6. DISCUSSAO

Um total de 249 SNPs identificados em 69 genesidato$ distribuidos em
todos 29 cromossomos autossémicos do genoma bdeirase analisados em 419 animais da
raca Girolando, assim como 72 e 47 SNPs distrilsuédolongo dos cromossomos BTAOQ6 e
BTA14. O foco principal das andlises realizadasdof@studo do desequilibrio de ligacéo e
avaliacbes da estrutura de blocos haplotipicosemgcandidatos nos cromossomos BTA06
e BTA14, ja que genes localizados nestes cromoss@@o responsaveis pela producdo de
proteinas secretadas no leite e/ou que afetanveis e producéo e/ou a qualidade do leite
(Khatkar et al., 2008; Marques et al., 2008; VAlagulo et al., 2009).

Em processos diversos de simulacdo de estudos aelpropriedades de DL,
Wang et al. (2005) confirmaram a interferéncia amanho da amostra no resultado obtido.
Tenesa et al. (2003) corroboram essa afirmativeadasdo que o poder do mapeamento de
DL varia conforme o tamanho da amostra. Em pesqugtstada por estes autores em
populacdo de 50 bovinos leiteiros considerandorosiassomos 2 e 6, foi constatado DL
significativo somente nas distancias genéticas msnoSilva et al. (2010) também
comprovaram a importancia de uma amostra numerasa @ constatacdo real do DL. O
estudos destes autores foram com animais da ragi@io, contando com populacdo de
apenas 25 animais, utilizando chip comercial lllna's BovineSNP50. Foi sugerido que
amostras pequenas (abaixo de 100 individuos) teradsomperestimar a quantidade de DL
porque podem ndo incluir haplétipos recombinantessr (Tenesa et al., 2003), além de

promover uma subestimativa da taxa de decréscinidLdcomo aumento da distancia fisica
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(Dunning et al., 2000). Contextualizando essaginé&gdes com o presente trabalho, pode ser
observado que os 419 animais utlizados, que geraamalise em média de 810
cromossomos, estdo acima dos limiares estabelepatasgerar informagfes ndo viesadas
sobre a estrutura de blocos de haplétipos que moef&eich et al. (2010) pode ser medido
com 80 a 100 cromossomos. Conforme observado malgraaioria dos estudos (Tenesa et
al.. 2003; Wang et al., 2005; Villa-Angulo et &009), a necessidade de uso de amostras
numerosas (acima de 100 animais sem parentesssggaial para validagdo dos resultados e
sua consideracdo em experimentos futuros.

Em relagéo ao polimorfismABCG2 (ID = 48), Cohen-Zinder et al. (2005)
sugeriram que este seria um QTL para producaatde per que foi constatado sua influéncia
na secrecdo de substratos clinicamente importantedeite. Varios SNPs ja foram
identificados no genABCG2 dentre estes 0 mais representativo refere-seaasubystituicdo
do aleloA para o aleldC localizados n@xonl14, causando uma mudanca de aminoacido de
uma tirosina para serina. A baixa frequéncia dim &eencontrado na populacédo de Girolando
estudada, sugere que este polimorfismo seja iclondéd programas de selecdo objetivando
aumentar a producdo de leite, sobretudo por n&r estruturado em nenhum bloco de
haplétipo e ndo estar em DL com outros SNPs.

Para a regido do gene daappa Caseina(CSN3 presente no BTAO6, a
frequéncia média dos genotipos dos SNPs genotifadas semelhantes, variando de 0,30
(AA) a 0,37 GG). Dentre os SNPs genotipados na regidexdmlV deste gene (Tabela 3.4),
pode ser observado que o loco representado porl06-esta fixado para o ale®(100%
GG). Este resultado € superior aos 0,63 e 0,67 abpido Stipp et al. (2013) e Botaro et al.
(2009), respectivamente, para o genot(p@, desta mesma regido, em rebanhos da raca
Girolando. Em animais da raca Holandesa, Stipph €2@13) obtiveram frequéncias similares
para os trés genotipos possiveis (+0,30), valovestgmbém sao superiores aos obtidos no
presente estudo. Valente (1996) e Rodrigues (2@@8pltaram que para raca Gir ha uma alta
frequéncia do genotipBG. Assim, neste trabalho pode ser observada a ndfla&la raca Gir
na determinagdo das frequéncias alélicas paraleste especifico em animais da raca
Girolando. O aleloA, um dos alelos do gene em questdo, esta relaciocach maior
producéo de proteinas no leite, quando comparadtesrG.

Polimorfismos encontrados na regido exon VIl do geneCSN2tém sido
relatados como responsaveis por aumentar a prodwgoproteina no leite e,

consequentemente, diminuir a concentracdo de gomrluendimento do leite (Nilsen et al.,
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2009; Oléski et al., 2012). Neste trabalho, o SSBN2_BMC_344ID=93), localizado na
regido doexonVIl, apresentou frequiéncias alélicas iguais a QAl&lo T) e 0,85 (Alelo C),
valores estes semelhante aos 0,11 (ABle® 0,89 (AleloC) relatados por Ofeski et al.
(2012) em rebanho da raga Holandesa. Nilsen €2@09) analisaram haplétipos caseina e
suas associa¢cfes com caracteristicas de produgéibede concluiram que o alebda beta-
caseina pode ser utilizado em programas de sgbegdcaumentar a concentragcdo de proteina
no leite. Vale destacar este resultado, sobretedoossideradas as prioridades atuais na
selecdo de gado leiteiro, que vem sendo direcienpdoa identificar animais com maior
producéo de proteina (consequentemente menos gpriuteite.

Estudos sobre a regido do g&@AT demonstraram que existe uma tendéncia
de racas taurinas apresentarem predominancia p#iel@ A (associado ao aumento na
producado de proteina e de leite), com freqiénaia& dariando 0,35 a 0,7 (Spelman et al.,
2002; Kaupe et al., 2004; Berry et al.,, 2010; Lesket al., 2013). Berry et al. (2010)
ressaltam que racas européias tém altas frequédoiadelo A, apesar de serem criados
tradicionalmente para producdo de carne e, comoestk alelo é considerado parte do
haplétipo ancestral dBDGAT1 Por outro lado, para as racas zebuinas, a teiadésta na
predominancia do Alel&, associado a diminuicdo da producdo de proteiaangento na
producéo de gordura no leite (Pappas et al., 2BQ#4p et al., 2005; Lacorte et al., 2006;
Komisarek et al., 2011). Em relagéo a animais mestisua origem baseada geralmente em
cruzamento entre ragcas com aptiddes diferentadtaessn uma maior segregacao do locus, o0
que favorece a maior predominancia do genétipatatoto (Cardoso et al., 2011). Cardoso
et al. (2011), apresentaram valores das frequeat#isas para @ GAT iguais a 0,46 e 0,54,
para, respectivamente, o Alefoe K, com o geno6tipdAK igual a 0,54. Estes resultados sé&o
iguais aos obtidos no presente trabalDGAT ID = 223). Entretanto, Santos et al. (2007)
observaram tendéncia oposta em animais da ragahi@gnoes quais encontraram valores
iguais a 0,40 e 0,60 para os Alek® A, respectivamente. Todavia, um consentimento entre
todos esses trabalhos consiste na importancia pactm do aleldk do geneDGAT1sobre a
producao total e na producdo média diaria de ¢@ite um efeito aditivo, o que corrobora a
iniciativa de realizar selecbes assistida por nikmes em programas de melhoramento da
raca Girolando.

Considerando os cromossomos 06 e 14, a extensablatms de haplotipos
variou de 55 a 17.284 pb, resultados semelhanteblacos com extensdo de até 15.600 pb

obtidos por Villa-Angulo et al. (2009) em bovinos drigem zebuina e taurina. Por outro
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lado, Kim & Kirkpatrick (2009) obtiveram uma extéos média dos blocos de haplotipos
variando de 25,4 Kb a 113,7 Kb para animais da lffandesa. Estes valores s&o superiores
aos encontrados em estudos com animais de origeainze(Utsunomiya et al., 2013), em
populacdes de animais bovinos mesticos (Mokry .et28l13) e animais mesticos de outras
espécies (Amaral et al., 2008).

Constatou-se que o coeficiente de DL variou dedmaom a proximidade
entre os blocos de hapl6tipos, confirmando-se re@oitante a identificacdo de blocos de
haplétipos para estudos de associacao, visto gedegdo de determinado nimero de SNPs
define determinado haplétipo de interesse no psacds selecdo (Zhang et al., 2002). Alguns
estudos demostraram extensdes variaveis de DL éntee pouco mais de 10 cM em
populagBes de bovinos, e que existem varios fatpresdeterminam o DL, como a distancia
entre os marcadores, a pressdo de sele¢cédo emfafedador (Mckay et al., 2007; Sargolzaei
et al., 2008; Espigolan et al., 2013).

Silva et al. (2010), trabalhando com animais da fag, reportaram valores de
DL, que variaram de 0,60 a 0,72 para o paranitre de0,17 a 0,24 para o parametro
abaixo dos apresentados neste trabalho, os quasava de 0,83 a 1,0 para o paramé&trae
de 0,11 a 0,85 para o paramatroEstudo semelhante, foi realizado por Amaral et24108),
em amostras de suinos de ragas Chinesa e Eurepgiapmparacéo entre as racas revelou
grandes e significativas diferencas no grau e pade DL. Na pesquisa realizada por
Bohmanova et al. (2010) com touros norte americdaosca Holandesa, o DL foi estimado
através das estatisticBS er?, cujas médias foram 0,72 e 0,20, respectivameateres que

foram inferiores aos obtidos no presente capitulo.
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3.7. CONCLUSAO

Foi possivel a caracterizacdo de estruturas dedlde haplétipos, em regides
genbmicas relacionados com caracteristicas deesserzootécnico em animais da raca
Girolando. Este resultado torna vidvel sua utifta@m estudos de associacdo entre essas
regibes com caracteristicas produtivas. O desbequiltle ligacdo se estende por pequenas

regides génicas, tendéncia observada para aninesis;os de varias outras espécies.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS
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4.1. CONSIDERAGOES FINAIS

4.1.1. Mudancas recentes nos procedimentos de aagho genética e suas repercussdes

Nos ultimos anos, diferentes metodologias de geagém de DNA tém sido
desenvolvidas e utilizadas amplamente, revolucidoaos estudos gendémicos e gerando
grandes quantidades de informacdes para as maessaés espécies. Grande parte dessa
evolucdo s6 foi possivel a partir do sequenciamelostagenoma de varias espécies, que,
aliadas a evolucdo metodologica, permitram o desdeimento de uma variedade de
marcadores moleculares. Estas técnicas tém sililtadéis em estudos que , proporcionaram
o desenvolvimento de ferramentas importantes parelboramento genético de animais de
producdo. Dentre as tecnologias disponiveis, vaktadar os ensaios de genotipagem de
SNPs de baixa densidade (customizados ou comerc@itendo de dezenas até centenas de
marcadores), média densidade (de milhares a dedenaslhares) e de alta densidade (de

centenas de milhares a milhdes).

Vérias tecnologias foram apresentadas por difeser@mpresas para a
genotipagem de painéis de SNP de baixa densid&duifla —BeadXPressABI/BioTrove —
OpenArrary, ABI-SNPIlex, ABI-TagMan, etc.), cada uagaresentando suas especificidades
em relacdo aos custos de desenvolvimento e aogdinuentos laboratoriais. Entretanto,
segundo Caetano (2009), o ponto em comum entrgupralma dessas plataformas é que os
ensaios para SNPs especificos podem ser adaptad@domgdas as tecnologias, permitindo que

a mesma informacdo genotipica possa ser acessadigpendentemente da tecnologia
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utilizada. Os métodos contemporaneos de genotipalgemarcadores SNP apresentaram na
ultima década altos niveis de automacdo e acurécasionando reducdes drasticas nos
custos de geracdo de dados em relagdo as tecrsobgfieriores (Caetano, 2009). Segundo
este mesmo autor, os custos de geracdo de dadas \d& centavos (no caso de ensaios de

baixa densidade) a uma fracdo de centavo (no @asaghios de alta densidade) por gendtipo.

O trabalho descrito nessa tese teve como foco dalsen uma ferramenta que
permitisse agregar todos os principais marcadomsaulares descritos na literatura com as
seguintes caracteristicas: a) efeito sobre carsiitess de producdo bovinos de aptidédo
leiteria; b) mutacBes responsaveis por causar dsegenéticas; e c) realizacao de testes de
confirmacédo de paternidade; em um ensaio simpéebatko custo e alta reprodutibilidade. O
trabalho foi iniciado em 2008 em um projeto finaud pela Embrapa, em um contexto em
qgue apenas um numero reduzido de marcadores Sldaestndo rotineiramente testado
(Mello et al., 2011; Mello et al., 2012; Paiva €t 2013) com a tecnologias que demandam
muita mdo de obra e ndo permitem grandes nivepaddelizacdo (PCR-RFLP com leitura
em géis de agarose). A possibilidade de testarSB#4s em um Unico ensaio, realizado em
paralelo com um total de 96 individuos, a um cd&tdJS$14,4 por amostra, representava na
época um avancgo tecnoldgico significativo, com pectvas muito positivas de gerar um
produto com grande aplicabilidade para o setoryiienl Outros esforcos similares haviam
gerado produtos tecnoldgicos analogos (Kaminski.e2006; Chessa et al., 2007; Marques

et al., 2008) e foram adotados como ferramentadpaus respectivos paises.

Durante a execugdo do projeto, presenciamos untadeira revolugdo nos
programas de avaliacdo e melhoramento genéticmdads de aptiddo leiteira, na América
do Norte, Europa e Oceania. Métodos desenvolvidma pstimar o valor genético de um
individuo, considerando dezenas de milhares de adares genéticos distribuidos pelo
genoma (a chamada Selecdo Gendmica AmplaGenome-Wide Selectipn foram
desenvolvidos por (Meuwissen et al.,, 2001) e edatiente postos em pratica em 2008,
guando ocorreu a publicacdo do primeiro sumaridodeos para a raca Holandesa com

Valores Gendmicos, nos Estados Unidos.

Desde entdo, painéis com 50 mil SNPs s&o rotineingenutilizados para
genotipar touros e vacas com controle leiteiro, sedados genotipicos utilizados para
avaliacdo dos animais. Métodos para utilizar geoétigerados com painéis de baixa
densidade, com alguns milhares de marcadores, tascosis baixos, na imputacdo dos
genadtipos do painel com 50 mil SNPs foram deseiodve validados (Li et al., 2006;
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Goddard e Hayes, 2009; Boichard et al., 2012) erpurados nos procedimentos em uso.
Nos Estados Unidos, as avaliagbes do gado Holaagéssentam estimativas do valor
gendmico desde 2008 (https://www.cdcb.us/eval.ntn#?) base de dados de animais
genotipados com o BovineSNP50 em 2011 ja contava omis de 85.000 animais

genotipados, proporcionando ganhos médios de 35%onfabilidade das avaliacdes de
touros jovens para caracteristicas produtivas (¥asdll, 2011). No primeiro trimestre deste
ano, a mesma base de dados j& possuia mais d®G2Binais genotipados, e a correlagdo
entre estimativas da PTA Gendmica e tradicionah pdérito Total (producéo de leite) de

touros jovens, sem filhas, e com avaliacéo tradaliesta >50% (VanRaden, 2014).

A Avaliagdo Genodmica touro pode ser feita com umagdo dos recursos
necessarios para a realizacdo de um teste de pro@#rneste tradicional de um touro em
2008 custava ~US$50.000, durando por volta deasgis a partir do nascimento do animal.
Com o0s métodos atuais, € possivel obter uma a&alidg animal com 70% de acurécia,
mesmo antes do nascimento do animal (caso sejaa@luma biopsia do embrido), a um
custo de <US$70. Vale destacar que parte dos SHi=mdos na presente tese foram

incorporados aos chips comerciais atualmente digpisn(50K).

As mudancas nos procedimentos de avaliacdo genddiseritas trouxeram
grandes beneficios para o setor produtivo e, ptodado, descontextualizaram a aplicacdo
dos resultados obtidos com a execucao dessa taber& os métodos de avaliacdo gendmica
ainda ndo tenha sido aplicados na avaliagdo ganédticaca Girolando, estudos que visam
estabelecer as bases de dados basicas necesamiasqiar o processo estdo em andamento.
Assim, embora os resultados obtidos tenham graplieabilidade para identificar animais
geneticamente superiores e nao portadores de negtag8ponsaveis por causar doengas
genéticas que foram incluidas no ensaio validad@avanco tecnolégico observado nos

ultimos anos deixou o painel de 384 SNPs testaslousiéizacado pratica.

4.1.2. Avaliacéo critica da tecnologia Veracode (BdXPress) — Perspectivas Futuras

O ensaidGoldenGateatravés da tecnologieracodeg(BeadXPresspossui um
o sistema de leitura com capacidade para obtengd®6@d64 gendtipos (384 SNPs X 96
amostras) em dois dias de trabalho. Este cengiegentava significativo avanco na geracao

de dados moleculares quando comparados com ososhditiavés de genotipagem com
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microssatélites, os quais em situagfes id@disdtiplex padronizado, primers 96 amostras,
Sequenciador ABI 3730 com 16 placas) 7.680 “datdap@oderiam ser obtidos no mesmo

periodo de trabalho.

Em relacdo a estrutura e procedimentos necesg#@iasa geracdo de dados
genbmicos, cabe destacar também algumas das d#desd que encontramos no
desenvolvimento deste trabalho, sobretudo sob ¢opd& vista laboratorial. A tecnologia
Veracode(BeadXPregspossui uma rotina complexa de laboratério, unmque o processo
para obtencéo destes resultados envolve a margiouticamostra de DNA com 18 reagentes
alternando em 5 placas diferentes. Essa complexidedtorna ainda maior quando se
acrescenta o fator “transporte” desses reagenée® atsuario. Existem especificidades de
temperatura entre esses reagentes, e variacoes pofligenciar as caracteristicas quimicas
dos reagentes, enviesando os resultados. Outrtatiteiem relacdo ao transporte esta nas
placas de hibridizacdo, em que os oligonucleotide@ssintetizados estdo fixados em
bastonetes de silica. Estes bastonetes, comotdasarcapitulo | desta tese, séo cilindros de
vidro com dimensfes micrométricas e qualquer vlwagas placas pode danificar os
bastonetes e, consequentemente, dificuldade para tgitor possa capturar a informacgéo do
gendtipo. Diante dessa realidade, os servigositiza@dos de genotipagem e sequenciamento

tornaram mais atrativo, seguro para o usuariotgien

Os equipamentos utilizados na rotina do laboratt&in que ser previamente
aprovados pelos técnicos da lllumina e o usuanal ftapacitado para iniciar as atividades
(treinamento oferecido pela lllumina). Além dissglibragbes anuais, desde as pipetas
automaticas até o scanea@@adXPresssdo necessarias para que a empresa possa continua
fornecendo garantia sobre os dados gerados. Diastas explanagdes, pode-se perceber as
dificuldades que foram encontradas utilizando andkgia Veracode (BeadXPress na

geracédo do dado gendmico desta tese.

Paralelo ao exposto, e em reconhecimento de te@aee®lucdo tecnoldgica, a
empresa lllumina anunciou no inicio do ano de 2QL8 n&do seriam mais aceitos novos
pedidos para o equipamerBeadXPressdescontinuando efetivamente a venda de ensaios
comerciais e customizados de baixa densidade ceatesnologia. O contexto tecnoldgico
atual apresenta perspectivas positivas, com novascas incrementais sendo lancados
frequentemente para as tecnologias ja disponiwaia genotipagem e sequenciamento do
genoma completo de varias espécies. Adicionalmemd®as tecnologias estdo sendo

desenvolvidas e aprimoradas, criando possibilidao@s novas reducdes de custo e
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estabelecendo novos limites de aplicacéo, outes@itos apenas pela inventividade humana
(Oxford Nanopore Tecnologies®, Schneider e Dekk&2? A alta cobertura do genoma
com marcadores torna possivel particionar 100% at@hilidade genética aditiva de uma
caracteristica por todo genoma, permitindo estseay valor de substituicdo de alelo em cada
um dosloci envolvidos com a caracteristica (Caetano, 2008%e Eprocedimento permite
entdo estimar o valor genético de um individuo doase nos genétipos de todos os
marcadores associados com a caracteristica, ou sejalor genébmico, sem a coleta da

medida fenotipica do individuo (Meuwissen et 20D).

Nesse sentido, GWS ou selecao genémica (GS), geopos Meuwissen et al.
(2001), é uma analise baseada na avaliacdo deegramdero de marcadores amplamente
distribuidos ao longo do genoma. Obtidos estes adares, sdo estimados 0s seus efeitos
com base em dados fenotipicos de uma populacéstiueaedo. Estimados os efeitos, sédo
obtidos os modelos de predicdo dos valores gesetieadmicos (VGG). As acuracias dos
modelos sdo obtidas nas populagbes de validac@meseguida, eles sdo aplicados em
populagdes de selecdo (Crossa et al., 2011). Noonaehento genético, uma vez preditos 0s
valores genéticos gendmicos, estes poderdo séradtb para a avaliagdo dos valores
genéticos de individuos em fases precoces de selemé@ a predicdo dos fendtipos futuros de
individuos genotipados em etapas preliminares dgrama de melhoramento. Tal estratégia
acelera a selecdo, tendo em vista que torna pgssivedeterminados ciclos de selecéo,

eleger gendtipos de interesse sem necessidadaea@égem (Resende et al., 2008).

Ja existe a disponibilidade de ensaios de baixsidkte [pfinium BovineLD-
7K) para aplicacdes como selecdo genbmica, tegpatdenidade e rastreamento. Os usuarios
deste chip poderdo comparar seus dados aquelegenm plataformas de maior densidade
(imputacdo com 98% de confiabilidade), ampliandipbcacao das informacdes genbmicas,

ja que o novo produto é complementaBawine SNP5@ outros ensaios semelhantes.

Como evidenciado, o uso de ferramentas gendmicas paplementar
processos de avaliagdo de mérito genético resaltowavancos tecnoldgicos significativos,
podendo acarretar aumentos de eficiéncia e maacess, como consequéncia de aumentos
nas acurdcias e redugfes nos intervalos de gerAd@m disso, ainda existem grandes
perspectivas para langamento de inovacdes tecoakgara geracdo de dados moleculares a
curto e médio prazo, com tendéncias de reducdesistes, inclusive para sequenciamento
completo de genomas em varias espécies de interesenico, aumentando dessa forma os

limites que as tecnologias podem fornecer. Esspctura torna cada vez mais importante a
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coleta de dados fenotipicos relacionados com a&teaisticas que impactam a lucratividade
dos sistemas produtivos e a qualidade dos prodjerlos, e que podem ser aprimoradas
pela incorporacdo de avaliagbes gendmicas nos gmagr de melhoramento. Portanto, a
definicdo de objetivos de sele¢do, com base encdadicondmicos definidos em conjunto
com o setor produtivo, e a coleta de dados femui$passociados, sdo consequentemente de
primordial importancia para desenvolvimento competi e sustentavel dos arranjos de

produgé&o animal.
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