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RESUMO

ESTIMATIVAS DE AUTOZIGOSE E IDENTIFICACAO DE ASSINATURAS DE
SELECAO EM BOVINOS DA RACA NELORE UTILIZANDO PAINEIS DE SNP DE
ALTA DENSIDADE Arnaldo Basso Rebelato! e Alexandre Rodrigues Caetano'?, PhD

Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias Animais — Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterindria/Universidade de Brasilia (FAV/UnB), DF', Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia/Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Cenargen/Embrapa)?

A intensa selegdo direcional, € o uso intensivo de métodos de reprodugdo assistida, observado
nas ultimas décadas na raca Nelore, sugerem perda da diversidade genética ¢ baixo nimero
efetivo da populacdo. Processos que auxiliem na estimativa de niveis de consanguinidade dos
rebanho e identificacdo de pacotes de genes favoraveis e desfavoraveis a produgao que foram
fixados nessa raga, poderdo contribuir para tracar diretrizes a serem seguidas pelos programas
de melhoramento em andamento. Os objetivos deste trabalho foram identificar os parametros
mais adequados para estimar corridas em homozigose, do inglés Runs of Homozygosity
(ROHs), em uma populagdo de bovinos da raca Nelore; estimar niveis de autozigosidade
individual a partir do célculo do indice Fron; e identificar Assinaturas de Selecdo a partir da
analise da distribui¢do de ROHs comuns. Foi utilizado o comprimento minimo de 200 SNPs
com 2 heterozigotos permitidos para a identificacido de ROHs visando a obten¢do de
Assinaturas de Selecdo na raca Nelore. As caracteristicas das 120.707 ROHs observadas
sugerem presenca de eventos de consanguinidade recentes, devido a alta incidéncia de trechos
longos, presentes em grande parte dos animais estudados (84,55%) e eventos antigos, devido a
alta proporg¢ao de trechos curtos (96,23% de todas as ROHs identificadas abaixo de 10Mb). As
estimativas de Fron indicaram altos niveis de autozigosidade no rebanho, em eventos de
consanguinidade recente (até 3 geragdes), subindo gradativamente até eventos antigos (acima

de 50 geragdes), sugerindo elevado nivel de parentesco direto na populagao e efeitos de selecao



direcional na raga ou na espécie. A analise da frequéncia de ROHs comuns por SNPs levou a
identificacdo de Assinaturas de Sele¢ao nos cromossomos BTA4, 7 ¢ 12, além de indicios de
Assinatura de Sele¢do também no cromossomo BTA24. O estudo de sobreposicao de QTL
identificou QTLs nas regides conservadas, reclacionados a Caracteristicas Reprodutivas;
Crescimento; Producdao de Carne, Carcaga e Conformacdo; Habilidade Materna; Eficiéncia
Alimentar; Termorregulagdo e Resisténcia a Endo e Ectoparasitas. Os resultados encontrados
mostraram-se em conformidade com o esperado, devido as caracteristicas da populacdo

estudada.

Palavras-chave: Assinaturas de Selegdo, Autozigosidade, Corridas em Homozigose, Frou,

Nelore.
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ABSTRACT

ESTIMATES OF AUTOZYGOSITY AND IDENTIFICATION OF SIGNATURES
SELECTION IN NELORE BREED CATTLE USING HIGH DENSITY SNP PANELS

The intense directional selection and the intensive use of assisted reproduction methods
observed in last decades in the Nelore breed suggest a loss of genetic diversity and a low
effective number. Processes that assist in estimating levels of inbreeding of the herd and in
identification of favorable and unfavorable groups of genes, that have been fixed in this breed
can contribute to the development of ways to be followed by breeding programs in progress.
The objective of this study was to identify most appropriate parameters to estimate Runs of
Homozygosity - ROHs in a Nelore cattle population; individual autozigosity levels, from the
Fromu index calculation and identify Signatures Selection, in this population, from the analysis
of the distribution of common ROHs. Was used minimum length of 200 SNPs with 2 allowed
heterozygotes for identification of ROHs with the purpose the identification of Signatures
Selection on Nelore Breed. The characteristics of the 120,707 ROHs observed suggest the
presence of recent inbreeding events due to the high incidence of long stretches, present in most
of the animals studied (84.55%) and old events, due to the high proportion of short stretches
(96.23 % of all ROHs identified below 10Mb). Fron estimates indicated high levels of
autozigosity in the herd, in recent inbreeding events (up to 3 generations), growing gradually
to ancient events (over 50 generations), suggesting a high level of direct parentage in the
population and effects of directional selection in the breed or species. Analysis of the frequency
of common ROHs by SNPs, allowed to the identification of Signatures Selection on BTA4, 7
and 12, and signs of Signatures Selection on the BTA24 chromosome. The study of overlapping
of QTL identified QTLs in the conserved regions, related to Reproductive Characteristics;
Growth; Meat, Carcass and Conformation Production; Maternal Ability; Food Efficiency;
Thermoregulation and Resistance to Endo and Ectoparasites. The results found were similar to

those described previously and in accordance with the expected, due to the characteristics of
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the studied population

Keywords: Signature Selection, Autozygosity, Runs of Homozygosity, Fron, Nellore.
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CAPITULO 1
Estimativa de Corridas em Homozigose e sua Utilizacdo para Estimar Autozigosidade,

Identificar Assinaturas de Selecdo e Caracterizar uma populacio de Bovinos da Raca

Nelore.
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1. INTRODUCAO

Os primeiros estudos com marcadores moleculares para auxiliar o melhoramento
animal datam do final da década de 1980 e, baseados em poucos marcadores e técnicas de alto
custo, seus resultados geraram divida quanto a eficiéncia e viabilidade da utilizagdo de dados
gendmicos para a producdo animal (Caetano 2009). Porém, a associagdo de tecnologias para
fabrica¢do de microarranjos de DNA com métodos moleculares desenvolvidos para genotipar
marcadores polimdrficos de base tnica — SNPs (do inglés Single Nucleotide Polymorphism),
levaram ao desenvolvimento de painéis com milhares de marcadores que permitem uma extensa
avaliacao do genoma em uma fragao do tempo e do custo de metodologias anteriores (Caetano
2009; Da Silva et al. 2015).

Definidas como longos trechos ininterruptos do genoma que apresentam
genotipos em homozigose (Lencz et al. 2007), as corridas em homozigose - ROH (do inglés
Runs of Homozygosity) podem ser identificadas mediante analise de painéis de SNPs,
preferencialmente em alta densidade (acima de 50.000 SNPs). Analises direcionadas dos dados
gerados com esses painéis permitiram o surgimento de trabalhos para identificar e caracterizar
ROHs em diferentes espécies (Curik et al. 2014). Andlises secundarias das ROHs observadas
podem ser utilizadas para identificagdo e monitoramento da taxa de consanguinidade em
animais de produgdo; mapeamento ¢ identificacdo de alelos deletérios recessivos;
caracterizagdo da demografia, estrutura e historico de uma populagdo; além da estimativa
genomica de parentesco ¢ autozigosidade, individual e populacional (Saura et al., 2015;
Peripolli et al., 2016).

Atualmente a genotipagem de SNPs com Chips de DNA oferece a solugdo mais
consistente e o menor custo para a gera¢do de dados em alta densidade (Da Silva et al. 2015).
Tal metodologia vem sendo utilizada para a realizag@o de trabalhos para identificar e utilizar

ROHs em diversas espécies de animais de produgdo, como bovinos (Zhang et al., 2015a;

19



Zavarez et al., 2015; Szmatola et al., 2016; Mastrangelo et al., 2016; Reverter et al. 2017);
ovinos (Beynon et al., 2015; Al-Mamun et al., 2015); equinos (Metzger et al. 2015); suinos
(Saura et al., 2015; Gomez-Raya et al., 2015); aves (Wolc et al. 2015); felinos (Bertolini et al.
2016) e abelhas (Fuller et al. 2015).
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1.1 PROBLEMATICA E RELEVANCIA

O processo de domesticagao de animais de produgdo, seguido nas ultimas
décadas de intensa sele¢do direcional com o uso de métodos quantitativos, resultou em
incrementos genéticos significativos em caracteristicas de adaptagdo, tipo e producao
(Randhawa et al. 2016). Como consequéncia, pode-se observar drésticas redugdes no tamanho
efetivo da populacao (Ne) (Falconer & Mackay 1996) e prejuizos produtivos devido a altas
taxas de consanguinidade (Reverter et al. 2017) em ragas sob selegdo intensa (Scraggs et al.,
2014; Zavarez et al., 2015).

O equilibrio entre altas taxas de ganhos genéticos e indesejadas perdas de
diversidade genética faz com que os programas de melhoramento tenham que considerar e
controlar taxas de acasalamentos endogamicos nas populagdes em questdo (Peripolli et al.
2016). Tradicionalmente, informagdes genealdgicas sdo utilizadas nesses processos, mas erros
aleatorios nos varios passos necessarios para anotacdo, coleta, registro e armazenamento das
informacgdes de parentesco podem ter sé€rias consequéncias negativas, levando a aumentos
indesejados nos niveis observados de autozigosidade (Curik et al. 2014; Hudson et al., 2015;
Zavarez et al., 2015). A utilizacdo de dados genémicos para complementar ou corrigir dados
genealdgicos existentes, pode consequentemente impactar positivamente os ganhos genéticos
obtidos a longo prazo (Hudson et al., 2015; Marras et al., 2015; Zhang et al., 2015b).

A formagdo da raga Nelore no Brasil se deu de uma forma que pode ter gerado
altos indices de consanguinidade nos rebanhos. O uso intensivo de métodos de reprodugao
assistida como a inseminacdo artificial (IA), a transferéncia de embrides (TE) e a fertilizacao
in vitro (FIV), nas tltimas décadas, resultou na utilizagdo de um baixo nlimero de reprodutores
pelos programas de melhoramento genético dessa raga (Zavarez et al., 2015). Dessa forma,
identificar em nivel molecular quais pacotes de genes favoraveis e desfavoraveis a produgao
que foram consequentemente fixados nessa raga, podera contribuir para tragar diretrizes a serem

seguidas pelos programas de melhoramento em andamento.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVOS GERAIS

Estimar Corridas de Homozigose (Runs of Homozygosity- ROH) em uma
populagdo de bovinos comerciais da raga Nelore, a partir de dados provenientes de painéis de
SNPs de alta densidade; estimar os niveis de autozigosidade da populagdo e identificar

assinaturas de scle¢do na raga.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Estimar ROHs na populagao estudada a partir de dados genomicos;
o Identificar os critérios para uma melhor estimativa de ROHs nesta populagdo

visando a identificagcdo de Assinaturas de Selegao;

. Analisar a distribui¢ao das ROHs identificadas para caracterizag¢ao da populagao
estudada.
. Obter a estimativa de consanguinidade individual com base em ROHs, Fron ¢

compara-la a outras estimativas individuais de consanguinidade;

. Identificar Assinaturas de Sele¢do na raga Nelore com base em ROHs comuns

por SNPs.
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REVISAO DE LITERATURA

Caracterizacdo do Genoma Bovino

De acordo com a montagem realizada por Liu et al., (2009), o genoma haploide
bovino possui um elevado nivel de complexidade, contendo cerca de 2,87 bilhdes de pares de
bases ou 2,87Gb (Giga bases), divididos em 29 autossomos € cromossomos sexuais, nos quais
foram identificados cerca de 22.000 genes. Intimeros estudos demonstram a importancia do
estudo de “grupos de genes” para caracteristicas de interesse a producdo animal, uma vez que
a grande maioria dessas ¢ influenciada por mais de um gene (poligénica) e as regides do genoma
(loci) que contém genes que influenciam essas caracteristicas sdo denominadas “regides de
caracteristicas quantitativas” ou QTL, do inglés, “Quantitative trait loci” (Georges &
Andersson, 2003). Outro fator a ser levado em consideracdo na identificacdo das bases
genéticas das caracteristicas quantitativas ¢ o desequilibrio de ligacdo — LD (Linkage
disequilibrium), que € observado quando combinacdes de alelos situados em diferentes regides
de um cromossomo ocorrem com uma frequéncia maior do que combinagdes ao acaso (Goddard
et al., 2009). Dessa maneira, para se identificar variagdes gendmicas que afetam caracteres
quantitativos a partir de marcadores moleculares, € necessario que estes marcadores possuam
forte ligacdo com os genes em questdo, ou seja, que os marcadores utilizados estejam em LD

com OS genes procurados.

Raca Nelore

No inicio do século XX (1900-1920) criadores brasileiros comegaram a se
interessar pela raga zebuina “Ongole”, até entdo importada basicamente para entretenimento
(circos e zooldgicos), e a trazé-la diretamente da provincia de Nelore, na India, onde os animais
escolhidos ficavam aguardando pelo embarque (Santos 2000). Dessa forma os melhores
representantes da raga Ongole eram destinados aos brasileiros que passaram a identifica-los
como Nelore e, ao longo das décadas seguintes, esta raga passou a contribuir com sua genética

no, até entdo, altamente heterogéneo rebanho brasileiro. A partir da década de 1950 comegaram
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a surgir trabalhos de selecdo de individuos da raga, visando precocidade produtiva e padrio
racial. Vinte anos depois (1970) a raca foi permeada por todo territorio brasileiro devido,
principalmente, ao interesse do governo federal que fomentou a fixacdo da raga com o incentivo
da implantagdo de mais de 4.000 propriedades nas regides Norte ¢ Nordeste utilizando
unicamente reprodutores Nelore (Santos 1998). Além disso, propiciaram incentivos fiscais para
autilizagdo da raga Nelore em programas de desenvolvimento da Amazonia (Sudam), Nordeste
(Sudene), Espirito Santo (Sudes) e dos cerrados da regido Centro-Oeste (Santos 2000).

Nos anos de 1973-1974 agdes para o desenvolvimento do Programa de
Melhoramento de Bovinos de Carne (Promebo) foram iniciadas. Com o apoio da Associagao
Nacional de Criadores de Zebu (ABCZ), a implementacdao do programa recomendava a
avaliagdo dos animais tanto por escores de conformagao quanto pela avaliagdo do animal pelo
seu peso. Em apenas 5 anos de implantacdo (1974-1979) ja haviam sido realizadas mais de
60.000 avaliagdes completas. Algumas propriedades de grande relevancia para a formagao da
raca Nelore no Brasil participaram deste programa desde sua implantag¢do, como as Estancias
Alvorada e Guatambu (nucleo inicial do atual condominio Delta G), Agropecudria CFM Ltda
e Agropecuaria Jacarezinho Ltda (Oliveira & Barbosa 2007)

Atualmente, a raca Nelore pode ser considerada a de maior representatividade
para a pecudria brasileira pois, com mais de 200 milhdes de cabegas, o Brasil possui o maior
rebanho bovino comercial do mundo e, em sua maioria (cerca de 80%), pertencente ao sub-
género indicus e, quase a totalidade destes (90%), € composta de animais puros da raca Nelore

ou animais cruzados (Aroeira et al., 2016; Nascimento et al., 2016).

Marcadores Moleculares

O termo marcador indica sua fun¢do de “identificar” ou “etiquetar” algo e, no
caso de marcadores em genética, o objetivo ¢ marcar alelos de um gene cuja funcdo ndo ¢
necessariamente conhecida. Ramalho et al. (2000) citam que existem varios tipos de
marcadores, mas ¢ essencial que sejam herdaveis, de facil avalia¢do e que estejam fortemente
ligados aos alelos que se deseja selecionar. Citam também que a primeira utilizagdo de um
marcador genético foi para auxiliar na sele¢do de um carater quantitativo foi em 1923 em
culturas de feijao, onde foi identificado que o alelo responsavel pela auséncia da pigmentacao
escura no tegumento da semente estava ligado a alelos de alguns genes responsaveis pelo maior

tamanho da semente.
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Na década de 1980 surgiram os primeiros estudos de identificacdo,
caracterizagdo ¢ utilizacdo de marcadores moleculares para a caracterizar recursos genéticos ¢,
nos anos seguintes, o desenvolvimento da tecnologia permitiu grande avango na geragao de
dados moleculares e uma reducdo significativa nos custos destes dados. Os marcadores do tipo
SNP (Single Nucleotide Polimorphism) identificam mutacdes em uma tinica base da cadeia de
bases nitrogenadas e, geralmente, seus polimorfismos sdo encontrados em abundancia nas
espécies e distribuidas de maneira homogénea pelo genoma (Caetano, 2009; Arias et al., 2009).
Isso representou uma verdadeira revolugdo na forma de identificar e genotipar marcadores pois
este tipo de marcador permite, por meio da tecnologia de Chips de DNA, a genotipagem de
centenas de milhares de marcadores em um unico ensaio, cobrindo assim quase a totalidade do
genoma em fragdes de tempo e de custo de metodologias anteriores (Caetano, 2009).

Metodologias estatisticas recentes foram desenvolvidas para, com base em
painéis de marcadores SNP de alta densidade, estimar com acuracia, o valor genético de animais
sem necessidade de informagdes fenotipicas ou de parentesco, a chamada Sele¢cdo Gendmica
Ampla, do inglés Genome-Wide Selection (Meuwissen et al., 2001). Atualmente, a genotipagem
de SNPs com Chips de DNA oferece a solugdo mais consistente € 0 menor custo para geragao
de dados em alta densidade, o que incentivou a producao de pain¢is de SNP especificos para
diversas espécies de interesse zootécnico como bovinos, ovinos, equinos, suinos, aves ¢ cacs

(https://www.ilumina.com).

Corridas em Homozigose

O termo Runs of Homozygosity foi utilizado pela primeira vez para denominar
trechos de 100 ou mais SNPs consecutivos, em um unico cromossomo, com auséncia de
heterozigotos ou genotipagens perdidas (Lencz et al. 2007). As ROHs foram inicialmente
identificadas em cromossomos humanos (Broman & Weber 1999) devido a necessidade da
ampla cobertura do genoma para a correta identificagdo de ROHs (Purfield et al. 2012), situacdo
praticamente restrita & espécie humana até entdo. Estudos sobre tamanho e distribuigdo de
ROHs, em outras espécies animais, s6 foram realizados cerca de 8 anos depois (Gibson et al.
2006), quando surgiram os primeiros pain¢is de SNPs de alta densidade para animais de
producao.

O processo de formacdo de ROHs pode ser visualizado na figura 1; onde o
individuo “A” representa o ancestral comum dos pais “D” e “E” do individuo “F”. O fragmento
ROH do individuo “F”, assim como o cromossomo homoélogo do ancestral comum “A”, que

deu origem a essa ROH, estdo representados em verde e as demais cores representam
25



fragmentos de cromossomo ndo originarios do cromossomo homologo do individuo “A”

(Gomez-Raya et al., 2015, com adaptacdes).

L I

Figura 1. Ilustragdo representando a formacdo de uma ROH. O individuo “F” possui uma
ROH (em verde) que foi formada devido ao pareamento de trechos em homozigosidade
provenientes do cromossomo homologo do ancestral comum “A”.

A correta identificagdo de ROHs depende do controle de fatores como a
qualidade da genotipagem, a escolha do tamanho minimo das ROHs e do numero de
heterozigotos permitidos. A estimativa de ROHs pode ser comprometida devido a eventuais
erros de genotipagem e a escolha do tamanho minimo das ROHs e do niimero de heterozigotos
permitidos podem alterar o nimero total das ROHs identificadas (Ferencakovi€ et al. 2013).
Outro fator a ser considerado na identificagdo das ROHs € o tipo de chip utilizado na obtencao
dos dados, pois a ampla cobertura do genoma permite a identificagdo de um maior numero de
ROHs. Chips com densidades superiores a 50.000 SNPs sdo necessarios na detecc¢do precisa de
ROHs menores que SMb (Purfield et al. 2012; Zhang et al., 2015a)

Painéis de marcadores SNP de alta densidade para animais de produgao ficaram
disponiveis somente a partir de 2008 (Cactano 2009). Atualmente, existem Chips de
genotipagem de alta densidade para inlimeras espécies de interesse zootécnico, o que permitiu
o desenvolvimento de trabalhos baseados em ROHs para essas espécies (Curik et al. 2014) e

seus resultados vém confirmando o potencial dessa tecnologia para se identificar regides
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gendmicas de interesse, em areas distintas da ciéncia. A caracteriza¢do das ROHs em diferentes
populagoes, ragas ou linhagens de uma espécie ¢ importante para se obter informagdes acerca
da historia evolutiva (Metzger et al., 2015; Sorbolini et al., 2015; Zavarez et al., 2015),
informagdes demograficas (Bosse et al. 2012), ou de consanguinidade (Marras et al. 2015) de

uma populacao.

Softwares Utilizados para a Identificacio de ROHs
Atualmente os soffwares mais utilizados na identificagdo de ROHs sdo o PLINK

v1.07 (Purcell et al., 2007; http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) € 0 Golden Helix SNP

and Variation Suite (SVS; www.goldenhelix.com) (Curik et al. 2014), seguidos de outros

softwares como 0 BEAGLE ¢ o GERMLINE (Howrigan et al. 2011).

O software PLINK v1.07 utiliza como método de identificagdo uma janela
deslizante que, de acordo com o tamanho minimo especificado pelo usudrio, busca identificar
sequéncias em homozigose que atendam ao critério “tamanho minimo” pré-especificado, para
identificar ROHs como trechos consecutivos que contenham um niumero minimo de SNPs, em
homozigose, dentro de uma distancia minima, em pares de bases. Esse método permite apenas
detecgoes basicas dos trechos em homozigose, cabendo ao usudrio definir apenas o parametro
“tamanho minimo” do segmento a ser identificado (Curik et al. 2014).

Tal software esta disponivel para download gratuito em diversas plataformas
(zzz.bwh.harvard.edu/plink/download.shtml), sendo esta gratuidade sua grande vantagem em
relacdo ao SVS Golden Helix, o qual por outro lado, justifica seu elevado custo (superando US$
1.000 anuais) pela grande capacidade de gerenciamento de dados, design amigavel, qualidade
do material produzido e assisténcia garantida (goldenhelix.com/forms/SNP_Variation/pricing).

O software SVS, por sua vez, considera todo SNP em homozigose como um
possivel inicio de uma nova ROH e cada SNP ¢ classificado como “em homozigose”, “em
heterozigose” ou “genotipagem perdida”. Fornece como resultado o conjunto de trechos com
niamero de SNPs em homozigose maior que o especificado (para cada cromossomo ¢ cada
individuo). Posteriormente, um segundo algoritmo agrupa os trechos calculados pelo algoritmo
anterior em conjuntos ou “clusters”, fornecendo uma lista com o nimero minimo de individuos
que contém esses trechos em comum. Tal método permite ao usuario definir um conjunto de
parametros como: tamanho minimo de ROH, em pares de bases ou nimeros de SNPs; densidade
minima, intervalo (gap) maximo; nimero maximo de heterozigotos permitidos e de

genotipagens perdidas (Curik et al. 2014).
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Fatores que Influenciam na Formac¢io de Padroes de ROH

Processos de sele¢do natural e artificial aos quais os animais de produgdo sio
submetidos podem alterar padrdes genotipicos e produzir padrdes contrastantes em populagdes
submetidas a pressdes seletivas distintas (Sorbolini et al. 2015). A selecdo de um pequeno
numero de animais superiores em relacdo a caracteristicas determinadas de acordo com
objetivos de selecao especificos para a formacdo de rebanhos comerciais, tende a reduzir a
variabilidade fenotipica observada e leva também a um remodelamento do genoma, gerando
padroes de ROH (Kim et al. 2013), devido ao aumento da homozigosidade nas regides
genomicas proximas aos locus que controlam as caracteristicas de interesse (Zhang et al. 2015).
Regides gendmicas nas quais se encontram locus que foram alvo de selegdo artificial
apresentam geralmente uma maior concentragdo de ROHs, quando comparadas a outras regides
do mesmo genoma (Metzger et al. 2015).

Fatores demograficos que levam a deriva genética e pressodes seletivas naturais
¢ artificiais podem causar modificacdes genomicas nas espécies (Ramey et al. 2013). O
aumento da intensidade de selecdo, observado nas ultimas décadas em programas de
melhoramento genético, aliado a utilizagdo de um pequeno numero de animais como
reprodutores, tem contribuido para a redugdo do tamanho efetivo (Ne) das populagdes de
animais de interesse zootécnico, o que contribui para o aumento da consanguinidade, da deriva
genética e a diminui¢do da variabilidade genética (Peripolli et al. 2016), refletindo em uma
tendéncia de ROHs grandes em populagdes de animais que foram submetidos a essas condigdes.

Por definicdo, ROHs sdo longos trechos ininterruptos do gendtipos em
homozigose, gerados por acasalamentos consanguineos (Ferenc¢akovi¢ et al. 2013) e portanto,
o tamanho desses trechos varia de acordo com o nimero de geragdes em que estes
acasalamentos ocorreram. Sendo assim, os tamanhos de ROHs em um rebanho tendem a
diminuir a cada gerag¢do. A observagdo de longos trechos em homozigose (ROHs longas) indica
alta consanguinidade entre os individuos em uma populagao (Curik et al. 2014), ocorrida devido
a acasalamentos consanguineos recentes.

As diferengas entre padrdes de ROH observados sugerem que a selec¢ao artificial
altera a autozigosidade no genoma (Metzger et al., 2015; Peripolli et al., 2016; Szmatola ct al.,
2016). Eventos de selecao e/ou deriva resultam na formag¢ao de ROHs longas (Pemberton et al.,
2012; Howard et al., 2015), que posteriormente sofrem efeitos de recombinacdo e mutagdo,

fazendo com que as ROHs herdadas diminuam de tamanho a cada geragdo sucessiva (Curik et

al. 2014).
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Caracteriza¢iao de uma Populacio baseado em ROH

A extensdo e a frequéncia de ROHs podem ser utilizadas para fornecer
informacgodes sobre a ascendéncia de um individuo ou sobre a estrutura e histérico da populacao
a qual ele pertence (Howrigan et al. 2011; Purfield et al., 2012) pois a sua distribui¢do, pelo
genoma, ndo ocorre de forma aleatdria e nao € uniforme, sendo fortemente dependente das taxas
de recombinag¢do e mutagao locais (Bosse et al. 2012) e, de outras forcas evolutivas como a
selecdo e deriva genética (Ramey et al. 2013).

Assim, a formacdo e distribuicdo das ROHs pelo genoma ¢ resultado da
combinagdo de varidveis gendmicas, como a taxa de recombinag¢do e sinais de selecdo
direcional recente (Pemberton et al. 2012).

As variagdes no tamanho e na distribuicdo das ROHs observadas pelo genoma
podem ser utilizadas para inferir sobre eventos de consanguinidade em uma populacio
especifica (Howrigan et al. 2011). Em animais de produgado sdo esperados ROHs de tamanhos
maiores que os encontrados em populacdes humanas, como consequéncia dos processos de
selecdo artificial e tamanhos efetivos populacionais (Ne) reduzidos observados (Curik et al.
2014). Ragas e linhagens especializadas de animais de produgdo passaram e continuam sendo
submetidas a intensa selecdo de pacotes de alelos com efeito positivo sobre caracteristicas
produtivas, reprodutivas ou de padrdo racial e, devido a 1sso, € comum se encontrar altas taxas
de endogamia e, consequentemente, ROHs distribuidas em abundancia pelo genoma e presentes
em altas frequéncias nas populag¢des estudadas (Zavarez et al., 2015; Zhang et al., 2015a).

A analise do tamanho, da posicao e da frequéncia das ROHs pelo genoma pode
fornecer informagdes sobre caracteristicas gendmicas, taxa de recombinacdo, diregdo de
selecdo ou evidenciar relagdo entre populagdes distintas (Bosse et al., 2012; Metzger et al.,
2015). ROHs extensas podem indicar pressdes seletivas intensas, devido a reducao da
variabilidade genética (Metzger et al. 2015), ou eventos de consanguinidade recentes em uma
populagdo (Al-Mamun et al. 2015), enquanto que ROHs curtas sugerem perda de diversidade
genética, seja por efeito gargalo ou fundador (Al-Mamun et al. 2015) ou eventos de
consanguinidade antigos na populacao (Howrigan et al. 2011).

Metzger et al., (2015) estudando padrdoes de ROH em diferentes populagoes de
cavalos, observaram varia¢cdes no numero e na frequéncia de ROHs quando compararam
cavalos de ragas definidas com cavalos cruzados, estabelecendo-se uma relagdo entre a
formagdo de padrdes especificos de ROH com o histoérico de pressdes seletivas (natural ou
artificial) sofridas pelos animais. Resultados semelhantes foram encontrados por Saura et al.,

(2015) que identificaram, por meio de presenca/auséncia de ROHs, perdas da variabilidade
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genética causada pelo processo de melhoramento genético em suinos melhorados e por
Szmatola et al., (2016) que identificaram padrdes distintos de ROH, em trés populacdes
distintas de bovinos (nativas, submetidas a processos de conservacdo e comerciais), sugerindo
que uma vez conhecido o padrdo de ROH de uma determinada espécie, raga ou populagdo, ¢
possivel determinar a histéria evolutiva ou informag¢des demograficas que caracterizem

determinada populacao.

Estimativa gendmica de Consanguinidade baseada em ROH (Fron)

A autozigose ocorre quando individuos acasalados, que possuem ancestrais
comuns, transmitem segmentos cromossomicos idénticos por descendéncia (do inglés Identical
by Descent - IBD) para sua progénie. O coeficiente de endogamia (do inglés Inbreeding
Coeficient — F), estima o nivel de autozigosidade de um individuo com um ou mais ancestrais
em comum, ou seja, estima a probabilidade dos alelos em uma regido aleatoria do genoma
serem idénticos por descendéncia (Wright 1922).

Tradicionalmente, utilizam-se dados fornecidos pelo pedigree para compor a
matriz de relacionamento “A” obtida por meio do valor esperado da proporcdo de loct idénticos

por descendéncia (VanRaden 1992) como na expressdo a seguir:

Aii =Y L%jDij,

Em que Aii é o i elemento da diagonal da matriz A (matriz de relacionamento por pedigree),
equivalente ao coeficiente de parentesco do i animal mais 1.

Informagdes gendomicas podem ser utilizadas para se estimar a autozigosidade
de um rebanho (McQuillan et al. 2008) de forma rapida, confidvel e com baixo custo (Da Silva
et al. 2015). Neste caso, a matriz de parentesco “A”, baseada em informagdes de pedigree, €
substituida pela matriz de parentesco gendmica “G”, construida a partir de informacdes
provenientes de painéis de marcadores, geralmente de alta densidade. Os coeficientes de
parentesco gendmicos, obtidos pela proporgdo de loci idénticos por estado (IBS), sdo capazes
de capturar mais informagoes que o coeficiente tradicional que ¢ susceptivel a erro devido ao
seu carater estocastico (Pértile et al. 2016). Existem quatro coeficientes de parentesco que
podem ser estimados a partir de informagdes genomicas: Funi, Fuom, Form € Frou (Zhang et al.

2015).
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Baseada nas teorias de Wright (1922), Funi pode ser estimada a partir da

correlagdo entre gametas unidas, pela formula (Yang et al. 2011):

Funt = (X% — (1 + 2p) xi + 2p%) / pi (1-pi)),

Em que p; é a frag@o observada do primeiro alelo no locus i e x; € o nimero de copias do alelo
de referéncia.
A estimativa Fyowm € baseada no excesso de homozigosidade observada segundo

Wright (1948) e pode obtida pela equagao (Yang et al. 2011):

From = [(HOMo) — (HOME)] / [1 — (HOMEg)] = 1 — (xi (2-x1) / (2pi (1-pi))),

Em que HOMo ¢ HOME sdo os nimeros de gendtipos em homozigose observados ¢ esperados,
respectivamente; ¢ p; e x; sdo definidos como em Funi.

Fcrm € uma estimativa da relagao genética de um individuo com ele mesmo, por
meio da diagonal principal da matriz de relacionamento estimada com dados de genotipagem
provenientes de pain¢is de SNPs de alta densidade (VanRaden 2008) que ¢ calculada de acordo

com a equacao:

Farm = ([xi — EC)]? / (2pi (1-pi)) -1 = (xi = 2'pi)* / (2pi (1-p2)) -1,

Em que ¢ pi e x; sdo definidos como em Funi.

Fron ¢ calculada a partir do somatorio de corridas em homozigose (ROHs)
estimadas, separadas em diferentes tamanhos minimos de corridas e pode ser definida como a
propor¢do do genoma autossdmico coberto por SNPs (McQuillan et al. 2008), que ¢ composta

por ROHs.

Fron =) Lron/ Lauto,

Em que ) Lrourepresenta a distancia total de ROHs, em pares de bases (acima de um tamanho
minimo especificado) (Lron) identificadas em um individuo, em relagdo ao tamanho total do
genoma autossomico coberto por SNPs em pares de bases (Laucw).

As estimativas de autozigosidade obtidas a partir dos coeficientes de endogamia
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(F) (calculados com base em informagdes genOmicas) sdo geralmente mais precisas que a
estimada a partir de informagdes de pedigree (Fpep), uma vez que esta ignora a endogamia
existente nos fundadores de um rebanho, para os quais ndo se tem informacao de pedigree (e
portanto se considera F=0), assim como desconsidera também os efeitos amostrais decorrentes
da selecdo (Curik et al. 2014; Zhang et al., 2015a). Os primeiros trabalhos utilizando Fron em
estudos com animais domésticos tinham como foco comparar Fron com Fpep, (Curik et al.
2014) Em tal estudo a comparagdo Fron mostrou-se uma forma mais eficiente de estimativa
que Fpep, sendo inclusive destacado como uma alternativa interessante para se corrigir erros de
pedigree (Hudson et al. 2015).

Os trabalhos utilizando a estimativa Fron com animais domésticos surgiram
apos a década de 2010, devido ao aparecimento de painéis de alta densidade para animais de
producdo (Caetano 2009). Ferencakovic et al. (2011) baseados nos bons resultados obtidos em
estudos de ROH com humanos, utilizaram dados de bovinos genotipados ¢ de seus pedigrees
para estimar correlagdes entre suas estimativas de coeficientes de endogamia (Fron € Fpep). Os
autores identificaram uma alta correlacdo (r=0,68) entre Frou € Fpep utilizando informacoes de
pedigree completo (FpepT). Correlagdes positivas entre esses coeficientes também foram
obtidas por Marras et al., (2015) em diferentes racas de bovinos com valores variando entre
0,66 ¢ 0,70; e por Mastrangelo et al., (2016) que obtiveram correlagdes ainda mais expressivas
entre 0,83 e 0,95; utilizando diferentes ragas de bovinos leiteiros.

As estimativas de consanguinidade baseadas em ROH (Fron) normalmente
excedem as estimativas do coeficiente de consanguinidade identificado pelo pedigree.
Ferencakovic et al., (2011) identificaram uma vantagem do indice proveniente de informagoes
de ROH que, quando calculado para segmentos >1Mb (Frou>1Mb), foi capaz de identificar
eventos de consanguinidade antigos que ndo foram identificados na estimativa Fpep. Scraggs et
al. (2014), ao estudarem bovinos puros de origem, encontraram uma média superior na
estimativa gendmica Fron em relagdo a média da estimativa de Fpep, comprovando que o indice
Frou fornece informagdes adicionais sobre consanguinidade recente, quando comparado ao
Frep Gomez-Raya et al., (2015).

Dentre as estimativas obtidas a partir de informagdes gendmicas (Funi, Frowm,
Farum € Fron), a estimativa de consanguinidade individual baseada em corridas de homozigose
- Frou apresenta-se como uma alternativa mais precisa para se estimar consanguinidade (Marras
et al., (2015); Zhang et al. (2015b); Gurgul et al., (2016), uma vez que o indice Fron ¢ uma
medida direta de homozigosidade, e ¢ calculado com informag¢des moleculares e, portanto, ¢

menos suscetivel a erros decorrentes de variacdoes amostrais na fase de geragdo de gametas e
32



efeitos decorrentes da selegao (Marras et al., 2015), o que ndo ocorre com as demais estimativas
gendmicas (Ferm, From € Funi) influenciadas pela frequéncia alélica. Dessa forma o indice Fron
demonstra ser uma estimativa mais precisa que a estimativa de consanguinidade a partir de
informacgodes de pedigree ou mesmo que outras estimativas gendmicas. Portanto, ¢ considerada
uma opg¢ao viavel para a correcao de erros de pedigree (Ferencakovic et al., 2011; Marras et al.,

2015) e a mais indicada para estimar identidade por descendéncia — IBD (Zhang et al. 2015).

ROHs e Assinaturas de Selecio

Assinaturas de Sele¢do podem ser definidas como o resultado das alteragdes
genotipicas causadas em uma determinada populacao quando esta ¢ submetida a alguma forma
de pressdo seletiva (Ramey et al. 2013; Sorbolini et al. 2015). Sao resultantes do aumento da
frequéncia de alelos, em um ou mais genes ou grupos de genes, envolvidos em processos de
adapta¢do da populagdo a resisténcia a doengas, tolerancia ao frio/calor, habilidade materna,
entre outros; ou com a finalidade para a qual essa populacdo estd sendo selecionada como
producgdo de carne, leite, 13, entre outros. Assim, métodos que permitam a identificacdo de
Assinaturas de Selecdo podem levar a detec¢do de genes envolvidos em processos que afetam
a produtividade de animais de interesse zootécnico.

As ROHs geralmente englobam regides genomicas grandes o suficiente para
conter genes ou pacotes de genes, os quais podem estar sob selecdo por geracdes. Dessa forma,
a identificagdo de ROHs pode auxiliar na visualizagao e consequente identificagao de “padrdes”
haplotipicos caracteristicos de uma raca ou espécie que foram fixados em consequéncia de
pressdes seletivas. A partir de 2007 surgiram os primeiros trabalhos, com humanos, que
buscavam identificar ROHs comuns em individuos afetados por patologias de mecanismos
pouco conhecidos como Alzheimer e Esquizofrenia, visando a identificagdo de genes
associados ao desenvolvimento da doenca (Lencz et al., 2007; Nalls et al., 2009). Nos anos
seguintes surgiram trabalhos com animais de produgdo, seguindo o mesmo principio de
identificacdo de ROHs dos trabalhos com humanos, porém com o objetivo de identificar genes
ou pacotes de genes relacionados com a especializagdo produtiva da populagdo, caracterizagao
da raca ou linhagem dos animais em questdo (Metzger et al., 2015; Sorbolini et al., 2015;
Zavarez et al., 2015).

Na literatura recente € possivel se observar exemplos de trabalhos associando
Assinaturas de Selecdo, detectadas a partir da analise da frequéncia e ocorréncia de ROHs, com
a especializacdo produtiva dos animais das mais variadas espécies. Fuller et al. (2015)

identificaram ROHs relacionadas a caracteristicas adaptativas como influéncia da temperatura
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do ambiente na produ¢do de mel em espécies comerciais de abelhas. Em bovinos, Pérez O 'Brien
et al. (2014); Somavilla et al. (2014) e Zavarez et al., (2015) identificaram ROHs em ragas
zebuinas, associadas ao potencial adaptativo e caracteristicas reprodutivas ¢ produtivas como
ganho de peso, eficiéncia alimentar, qualidade de carne ¢ deposi¢do de gordura e Kim et al.
(2015) identificaram mais de 15 regides relacionadas a producdo de leite, teor de gordura e

proteina no leite, em rebanhos da raga Jersey especializados em produgao de leite.

Consideracoes Finais

A identificagdo de ROHs pode ser utilizada para a caracterizagao genomica de
um rebanho, mostrando-se eficiente para calcular a estimativa gendmica de consanguinidade
por meio do indice Fron, ou para identificagdo de padrdes de genes caracteristicos de uma raga
ou espécie, estudados em nivel gendmico e conhecidos como Assinaturas de Selegdo. O
potencial de ROH para auxiliar as técnicas convencionais de produgdo animal ¢ imenso ¢, com
o aumento exponencial dos dados gendmicos, fornecidos pelas novas tecnologias de
genotipagem e de outras tecnologias em desenvolvimento, a tendéncia é que outras aplicagdes
para ROH sejam desenvolvidas em um curto prazo, podendo assim, contribuir para diversas

areas da produgdo animal.
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CAPITULO 11

Influéncia dos Fatores “Tamanho Minimo de Corrida” e “Numero Maximo de
Heterozigotos Permitidos” na Estimativa de Corridas em Homozigose, visando a

identificaciio de Assinaturas de Selecio na Raca Nelore e Caracterizacio dessas Corridas.
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RESUMO

A raga Nelore pode ser considerada, atualmente, a de maior representatividade
para a pecudria brasileira de corte. O uso intensivo de métodos de reproducdo assistida,
observado nas ultimas décadas, resultou na utilizagdo de em um baixo nimero de reprodutores
pelos programas de melhoramento genético dessa raga e identificar quais pacotes de genes
favoraveis e desfavoraveis a produ¢do que foram consequentemente fixados nessa raca, podera
contribuir para tracar diretrizes a serem seguidas pelos programas de melhoramento em
andamento. As corridas em homozigose - ROH (do inglés Runs of Homozygosity) podem ser
identificadas mediante analise de dados de genotipagem gerados com painéis de SNPs. A
analise das ROHs pelo genoma pode fornecer informagdes sobre caracteristicas gendmicas,
taxa de recombinacdo, direcdo de selecdo ou evidenciar relagdo entre populagdes distintas. O
objetivo deste trabalho ¢ comparar os fatores (tamanho minimo de corrida e nimero maximo
de heterozigotos permitidos) mais adequados para estimar ROHs em uma populagao de bovinos
da raca Nelore e caracteriza-la. O comprimento minimo de 200 SNPs com 2 heterozigotos
permitidos demonstrou ser a configuragdo mais adequada para a estimativa de ROHs visando a
identificacdo de Assinaturas de Sele¢do nesta populagdo de bovinos da raca Nelore. As
caracteristicas das 120.707 ROHs observadas sugerem a presenca de eventos de
consanguinidade recentes, devido a alta incidéncia de trechos longos, presentes em grande parte
dos animais estudados (84,55%) e eventos antigos, devido a alta proporg¢ao de trechos curtos
(96,23% de todas as ROHs identificadas abaixo de 10Mb). Os resultados encontrados
mostraram-se em conformidade com o esperado, devido as caracteristicas da populagdo

estudada.

Palavras-chave: Assinaturas de Sele¢do, Corridas em Homozigose, Nelore.

41



ABSTRACT

The Nellore breed can be considered, today, the most representative of Brazilian
beef cattle. The intensive use of assisted reproduction methods, observed in the last decades,
has resulted in the use of a low number of breeding herds in breeding programs of this breed
and identify production favorable and unfavorable groups of genes was, consequently, fixed in
this breed, can contribute to the development of ways to be followed by ongoing bredding
programs. Runs of Homozygosity (ROH) can be identified by analyzing genotyping data
obtained with SNPs panels. The analysis of the ROHs distributed by the genome can provide
information about genomic characteristics, recombination rate, direction of selection or
evidence relationship between distinct populations. The objective of this work is to compare
the factors (minimum length size and maximum number of heterozygotes) best to estimate
ROHs in a Nelore cattle population and to characterize it. The minimum length of 200 SNPs
with 2 allowed heterozygotes proved to be the best configuration for the estimation of ROHs
for the identification of Nelore Breed Selection Signatures for this sample. The characteristics
of'the 120.707 ROHs observed suggest the presence of recent inbreeding events due to the high
incidence of long stretches, present in most of the animals studied (84.55%) and old events, due
to the high proportion of short stretches (96.23 % of all ROHs identified below 10Mb). The
results found were similar to those described previously and in accordance with the expected,

due to the characteristics of the studied population.

Keywords: Signatures Selection, Runs of Homozygosity, Nellore.
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1. INTRODUCAO

As corridas em homozigose - ROH (do inglés Runs of Homozygosity) podem ser
definidas como longos trechos ininterruptos do genoma que apresentam genotipos em
homozigose (Lencz et al. 2007). ROHs podem ser identificadas mediante analise de dados de
genotipagem gerados com painéis de SNPs, preferencialmente em alta densidade (acima de
50.000 SNPs) e sua correta identificagdo depende, além da densidade do chip utilizado, do
controle de fatores como a qualidade da genotipagem, o tamanho minimo das ROHs e nimero
de heterozigotos permitidos (Ferendakovi¢ et al. 2013). Sua distribuicdo pelo genoma, ndo
ocorre de forma aleatéria e ndo € uniforme, sendo fortemente dependente das taxas de
recombinacdo ¢ mutagdo locais (Bosse et al. 2012) ¢ de outras forgas evolutivas como a sele¢ao
e deriva genética (Ramey et al. 2013).

A andlise do tamanho e da posicdo e frequéncia das ROHs pelo genoma pode
fornecer informacdes sobre caracteristicas gendomicas, taxa de recombinagdo, direcao de
selecdao ou evidenciar relagdo entre populagdes distintas (Bosse et al., 2012; Metzger et al.,
2015). Analises secundarias das ROHs observadas podem ser utilizadas para caracteriza¢do da
demografia (Bosse et al. 2012), estrutura e histdrico evolutivo de uma populagio (Metzger et
al., 2015; Sorbolini et al., 2015; Zavarez et al., 2015), além da estimativa gendmica de
parentesco e autozigosidade, individual e populacional (Saura et al., 2015; Peripolli et al.,
2016).

Em animais de produgdo sdo esperados longos trechos de ROHs como
consequéncia dos processos de selecdo artificial e tamanhos efetivos populacionais (Ne)
reduzidos (Curik et al. 2014). Racas ¢ linhagens especializadas de animais de producao
passaram e continuam sendo submetidas a intensa selecdo de pacotes de alelos com efeito
positivo sobre caracteristicas produtivas, reprodutivas ou de padrao racial e, devido a isso, ¢é
comum se encontrar altas taxas de endogamia e, consequentemente, ROHs distribuidas em
abundancia pelo genoma e presentes em altas frequéncias nas populagdes estudadas (Zavarez

et al., 2015; Zhang et al., 2015a). ROHs extensas podem indicar pressoes seletivas intensas,
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devido a redugdo da variabilidade genética (Metzger et al. 2015), ou eventos de
consanguinidade recentes em uma populagdo (Al-Mamun et al. 2015), enquanto que ROHs
curtas sugerem perda de diversidade genética, seja por efeito gargalo ou fundador (Al-Mamun
et al. 2015) ou eventos de consanguinidade antigos na populagdo (Howrigan et al. 2011).

A raga Nelore pode ser considerada a de maior representatividade para a pecuaria
brasileira pois, com mais de 200 milhdes de cabegas. O Brasil possui o maior rebanho bovino
comercial do mundo e, sua grande maioria (cerca de 80%), ¢ pertencente ao sub-género indicus
e, quase a totalidade destes (90%), ¢ composta de animais puros da raga Nelore ou animais
cruzados (Aroeira et al., 2016; Nascimento et al., 2016). O uso intensivo de métodos de
reprodugao assistida, como a inseminagao artificial (IA), a transferéncia de embrides (TE) e a
fertilizacdo in vitro (FIV), observado nas ultimas décadas, resultou na utilizacdo de em um
baixo niumero de reprodutores pelos programas de melhoramento genético dessa raga (Zavarez
et al., 2015). Dessa forma, identificar em nivel molecular quais pacotes de genes favoraveis ¢
desfavordveis a producdo que foram consequentemente fixados nessa raga, poderd contribuir
para tragar diretrizes a serem seguidas pelos programas de melhoramento em andamento.

O objetivo deste trabalho ¢ comparar os fatores (tamanho minimo de corrida e
numero maximo de heterozigotos permitidos) mais adequados para se estimar ROHs em uma

populagdo de bovinos da raga Nelore e caracteriza-las.
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2. MATERIAIS E METODOS

Comité de Etica
A submissao a um comité de ética ndo foi necessdria ja que os dados analisados
provém de coletas rotineiras de rebanhos comerciais e, portanto, nenhum animal foi

manipulado, especificamente para esse estudo.

Populacio e Genotipagem

As analises foram realizadas utilizando-se dados de genotipagem de amostras de
DNA provenientes de 1.709 bovinos machos da raga Nelore, derivados de um programa
comercial de melhoramento focado na selecdo para ganho de peso a pasto, alta precocidade
sexual e qualidade de carcaga.

O DNA foi extraido de amostras de sémen de touros pertencentes a empresas
comerciais € de sangue de animais em rebanhos comerciais, testados rotineiramente. As
amostras foram genotipadas com o chip de alta densidade Illumina BovineHD Genotyping

BeadChip, com mais de 777.000 SNP, por laboratério comercial terceirizado.

Qualidade e Analise dos Dados
O controle de qualidade dos dados gendmicos foi realizado com o software SNP

& Variation Suite v.8.4.1 (Golden Helix, Bozeman, MT, USA. http://www.goldenhelix.com).

Todos os animais com taxa de genotipagem (call rate) menor que 90% foram excluidos das
analises. Todos os marcadores com taxa de genotipagem menor do que 98% foram também
excluidos das andlises. O filtro MAF (Minor allele frequency) nao foi aplicado a esta populacao
pois o objetivo era detectar trechos em homozigose e este filtro ¢ indicado para identificar
polimorfismos raros em uma populacdo (Consortium 2005). O teste para equilibrio de Hardy-
Weinberg ndo se aplica a estes dados por se tratar de uma populagdo submetida a selecao

direcional.
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Estimativa das ROHs

O SVS permite que o usudrio estabelega valores de alguns fatores como:
tamanho minimo da ROH (em SNPs ou pares de bases); nimero maximo de heterozigotos
permitidos; nimero maximo de genotipagens perdidas, GAP maximo entre SNPs e densidade
minima. Para a defini¢do dos critérios para estimativa de ROHs, diferentes tamanhos minimos
de ROH (50, 100, 150, 200 ¢ 250 SNPs) foram utilizados assim como dois diferentes nimeros
de heterozigotos maximos permitidos (0 e 2) para cada tamanho minimo de ROH, perfazendo
um total de 10 combinagdes distintas. Os demais critérios para a estimativa de ROHs ndo
variaram entre as 10 combinagdes, sendo eles: um maximo de 5 genotipagens perdidas,
intervalos (ou “GAP”) inferiores a 500kb entre SNPs e uma densidade minima de 1 SNP para
cada 100Kb.

Considerando estes critérios, o programa analisou os trechos em homozigose em
dois passos e com algoritmos distintos. O primeiro algoritmo foi utilizado para buscar por todo
0 cromossomo todos os possiveis trechos em homozigose de acordo com os parametros pré-
estabelecidos. Este algoritmo considera todo SNP em homozigose como um possivel inicio de
uma nova ROH ap0s classificara situagdo de cada SNP em “homozigose”, “heterozigose” ou
“genotipagem perdida”. O resultado gerado contém o conjunto de trechos com niimero de SNP
em homozigose maiores que o especificado, para cada cromossomo de cada individuo. O
segundo algoritmo foi utilizado para agrupar os trechos em homozigose identificados pelo
primeiro algoritmo em conjuntos ou “clusters”, fornecendo uma lista com o niimero minimo de
individuos que contém trechos em homozigose em comum.

As estimativas de ROHs foram obtidas com o software SNP & Variation Suite

v.8.4.1 (Golden Helix, Bozeman, MT, USA. hitp://www.goldenhelix.com). As analises de

distribuicao dos dados foram realizadas utilizando o software livre R v.3.2.2 (R Development

Core Team, Vienna, Austria. http://www.R-project.org) e a constru¢do e representacdo dos

graficos foram realizadas utilizando o software Genome Browse (Golden Helix, Bozeman, MT,

USA. http://goldenhelix.com/products/GenomeBrowse/index.html). Para as analises descritas

neste experimento foram utilizados os dados de posi¢do dos marcadores provenientes dos 29
pares de autossomos bovinos na montagem referéncia UMD 3.1 (Liu et al., 2009). Os dados do

cromossomo X nao foram utilizados pois a amostra foi composta exclusivamente de machos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

Controle de Qualidade

Ap0s a aplicagao dos critérios de controle de qualidade, foram descartados 32

animais (1,87%) e 141.448 marcadores (18,18%), permanecendo ativos para as analises 1.677

animais e 636.514 SNPs.

Estimativa das ROHs

Apos a realizagdo das estimativas de ROH para as 10 combinagdes distintas,

foram obtidos valores diferentes das quantidades de ROHs estimadas ¢ do tamanho minimo de

ROH, de acordo com o nimero minimo de SNPs pré-fixados por ROH ou o nlimero maximo

de heterozigotos permitidos. O tamanho maximo de ROH variou somente de acordo com o

nimero maximo de heterozigotos permitidos (Tabela 2.1).

Combinagao N° SNPs N° Max het N° ROHs Tamanho minimo Tamanho max de
permitidos estimadas de ROH (pb) ROH (pb)
1 50 0 1.859.568 57.470 54.251.568
2 50 2 3.441.121 55.546 73.776.661
3 100 0 424.142 147.739 54.251.568
4 100 2 780.602 149.451 73.776.661
5 150 0 160.978 249.427 54.251.568
6 150 2 263.470 242.850 73.776.661
7 200 0 89.279 342.764 54.251.568
8 200 2 120.707 342.764 73.776.661
9 250 0 63.263 469.088 54.251.568
10 250 2 73.024 505.581 73.776.661

Tabela 2.1. Numero total, tamanho minimo e maximo para as 10 combinagdes distintas de critérios

para a identificagdo de ROHs.
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Identificacdo dos Fatores mais Adequados
A representacdo grafica das ROHs comuns por SNPs das 10 combinagdes

distintas dos parametros avaliados, estdo dispostas nas Figuras 2.1 a 2.10.
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Figura 2.1. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribuicdo de ROHs comuns por
SNP em uma populagio de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de 50
SNPs ¢ um maximo de 0 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.2. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribui¢do de ROHs comuns por
SNP em uma populagdo de bovinos da raga Nelore, para os critérios: tamanho minimo de 50
SNPs ¢ um maximo de 2 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.3. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribuicdo de ROHs comuns por
SNP em uma populacdo de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de
100 SNPs e um maximo de 0 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.4. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribui¢do de ROHs comuns por
SNP em uma populagdo de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de
100 SNPs ¢ um maximo de 2 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.5. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribui¢do de ROHs comuns por
SNP em uma populacgao de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de
150 SNPs e um maximo de 0 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.6. Representacao grafica (Manhattan plot) da distribuicdo de ROHs comuns por
SNP em uma populacdo de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de
150 SNPs e um maximo de 2 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.7. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribuicdo de ROHs comuns por
SNP em uma populagdo de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de
200 SNPs e um méximo de 0 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.8. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribui¢do de ROHs comuns por
SNP em uma populacdo de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de
200 SNPs e um maximo de 2 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.9. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribuicdo de ROHs comuns por
SNP em uma populacdo de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de
250 SNPs e um maximo de 0 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Figura 2.10. Representagdo grafica (Manhattan plot) da distribui¢do de ROHs comuns por
SNP em uma populagdo de bovinos da raca Nelore, para os critérios: tamanho minimo de
250 SNPs e um méximo de 2 heterozigotos permitidos. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).

Caracterizacao e Distribuicao das ROHs Identificadas com Tamanho Minimo de 200
SNPs com um Maximo de 2 Heterozigotos Permitidos

Com a configuragdo de 200 SNPs e 2 heterozigotos permitidos, foram detectados
120.707 segmentos de ROHs, com tamanhos minimo e¢ maximo de 0,34 e 73,77Mb,
respectivamente, valor de média de 2,37Mb e mediana de 1,16Mb. Desse total 96,23%
apresentam tamanho inferior a 10Mb, sendo que 38% dessas apresentam tamanho inferior a
1Mb; 73,04% com tamanho inferior a 2Mb e 86,24% de todas as ROHs inferior a 4Mb (Figura
2.11). Porém, 1.418 animais (84,55% da populacdo estudada) apresentavam pelo menos uma

ROH maior que 10Mb.
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Figura 2.11. Representagéao gréfica da propor¢ao de ROHs de acordo com seu tamanho em Mb.
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3.2 Discussao

Controle de Qualidade

A correta identificacdo de ROHs depende, dentre outros fatores, da qualidade da
genotipagem que pode comprometer a estimativa (Ferencakovic et al. 2013). Apos a aplicagdo
dos filtros e eliminagdo dos individuos e dos marcadores que ndo atingiram a taxa minima de
genotipagem pré-determinada, 98,13% dos individuos (1677) e 81,82% dos marcadores
(636.514) permaneceram para a analise, sugerindo boa qualidade na genotipagem desta
populagdo, semelhante a encontrada por Zavarez et al. (2015), que trabalhando com uma
populacdo de Nelores, genotipada com chip de alta densidade, obteve cerca de 86% dos
marcadores (668.589) apos a aplicagdo do mesmo filtro, com os mesmos critérios, em sua
populagao.

Outro fator a ser considerado na identificagdo das ROHs ¢ o tipo de chip
utilizado na obten¢do dos dados, pois a ampla cobertura do genoma permite a identificacdo de
um maior numero de ROHs (Purfield et al. 2012; Zhang et al., 2015a). Atualmente, € possivel
encontrar painéis de SNP de alta densidade para diversas espécies de interesse zootécnico
como: bovinos, ovinos, equinos, suinos, aves e caes (https://www.ilumina.com). Os 636.514
SNPs que foram analisados neste trabalho permitem uma cobertura ampla satisfatoria do
genoma, mesmo para identificagdo de ROHs mais curtas, visto que, em trabalhos que testaram
a cobertura necessaria do genoma para correta identificagdo de ROH foi sugerida a utilizacao
de densidades superiores a 50.000 SNPs para detectar ROHs menores que SMb. (Purfield et al.
(2012); Zhang et al., (2015a).

Estimativas de ROH

O tamanho minimo das corridas e o nimero maximo de heterozigotos permitidos
podem influenciar a estimativa das ROHs (Ferencakovi¢ et al. 2013) e a modificagdo nesses
critérios de estimativa resultam na formacdo de quantidades distintas de ROHs. Considerando
que o numero de ROHs identificadas aumenta conforme se diminui o tamanho minimo de
corrida ou a exigéncia do numero de heterozigos permitidos, foi observada neste trabalho uma
variacdo de cerca de 5.400% dentre as 10 combinagdes testadas.

Em relagdo ao tamanho maximo das ROHs estimadas, somente o parametro
“numero maximo de heterozigotos permitidos”, apresentou variacdo nos resultados obtidos,
sendo que para todas as estimativas que permitiram um maximo de 0 heterozigotos, seus valores

foram cerca de 26% menor do que as que exigiram um maximo de 2 heterozigotos,
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independente do pardmetro “tamanho minimo de ROH” exigido.

Para tamanho minimo das ROHs os dois parametros testados apresentaram
variacdo no numero de ROHs estimadas, sendo que o parametro “nimero maximo de
heterozigotos permitidos”, apresentou variagdes de 0 a 8%, e o pardmetro “tamanho minimo de
ROH” apresentou variagdes de 139 a 263%, indicando uma grande influéncia deste ultimo
parametro no tamanho minimo das ROHs estimadas.

Esses resultados mostram que os dois pardmetros testados exercem influéncia na
estimativa de ROHs, conforme citado na literatura, sendo que o pardmetro “niimero maximo de
heterozigotos permitidos”, demonstrou uma maior influéncia no tamanho maximo e niimero
total das ROHs estimadas, enquanto que o parametro “tamanho minimo de ROH” demonstrou

maior influéncia no tamanho minimo e, também, no niimero total das ROHs estimadas.

Identificacdo dos Fatores mais Adequados

Assinaturas de Sele¢do podem ser definidas como o resultado das alteracdes
genotipicas causadas em uma determinada populagdo quando esta é submetida a alguma forma
de pressao seletiva (Ramey et al. 2013) (Sorbolini et al. 2015). A formagao e distribui¢do das
ROHs pelo genoma pode ser influenciada pela sele¢do direcional (Pemberton et al. 2012),
comum em ragas ¢ linhagens especializadas de animais de produgdo, que sdo submetidas a
intensa selecdo de pacotes de alelos com efeito positivo sobre caracteristicas produtivas,
reprodutivas ou de padrdo racial. As ROHs geralmente englobam regidoes genomicas grandes o
suficiente para conter genes ou pacotes de genes, os quais podem estar sob sele¢do por geragoes.
Na literatura recente é possivel observar exemplos de trabalhos associando Assinaturas de
Selecdo, detectadas a partir da andlise da frequéncia e ocorréncia de ROHs, com a
especializacao produtiva dos animais das mais variadas espécies (Fuller et al., 2015).

Considerando o método de estimativa de ROH utilizado neste trabalho, ndo é
possivel que um mesmo SNP esteja presente em mais de uma ROH, em um mesmo individuo.
Portanto, ao se observar que um SNP estd presente em N ROHs, significa que este SNP esta
presente em N ROHs de N individuos distintos. Dessa forma a analise da distribui¢cdo das ROHs
comuns por SNPs na populagdo pode indicar a presenca de regides conservadas nos individuos
e, dependendo do niimero de individuos, na populagdo. Isto posto € possivel observar, nas
Figuras 2.1 a 2.10, regides conservadas na populag@o devido a incidéncia de ROHs comuns na
a mais de 50% dos animais analisados.

Considerando a grande variagdo dos dois fatores estudados, a escolha dos

parametros adequados para a estimativa de ROHs deve atender a um objetivo final que, neste
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caso, ¢ a possibilidade de identificagdo de Assinaturas de Sele¢do a partir de ROHs comuns.
Ao se aumentar a exigéncia dos parametros de estimativas de ROH, o nimero de ROHs comuns
diminui sistematicamente, sendo que, a visualizacdo de regides conservadas no genoma ¢
dificultada em estimativas pouco restritivas, onde o elevado nimero de ROHs comuns impede
a visualizacdo de regides conservadas (Figura 2.1 e 2.2). Em contrapartida a utilizagdo de
parametros muito restritivos s6 permite a visualizagdo de areas extremamente conservadas na
populacdo (Figura 2.9 e 2.10). Portanto, a identificacdo dos pardmetros mais adequados para
atender ao seu objetivo requer um equilibrio entre o nimero de ROHs estimadas ¢ a
representatividade das ROHs comuns, na populagdo. A Figura 2.8 (tamanho minimo de 200
SNPs com um maximo de 2 heterozigotos permitidos) aparentemente explicita este equilibrio,
permitindo a visualiza¢do de 3 regides presentes em mais de 50% do rebanho, de forma clara,

destacando-se das demais regides comuns.

Caracterizacio e Distribuicdo das ROHs Identificadas

Segundo (Howrigan et al. 2011) existe uma relacdo direta entre o tamanho da
ROH e o numero de geracdes desde o ancestral comum. Dentre as 120.707 ROHs identificadas
com tamanho minimo de 200 SNPs e com um maximo de 2 heterozigotos permitidos, pode-se
observar, que 38% tem comprimento menor que 1Mpb, cobrindo, em média, um total de
514317 pb do genoma. Por outro lado, apenas 3,77% das ROHs identificadas possuem
comprimento maior que 10 Mb, cobrindo, em média, um total de 51.871.929 pb do genoma, ¢
podem ser observadas em 84,55% da populacdo estudada, indicando presenca de eventos de
homozigose recentes, com menos de 5 geragdes desde o ancestral comum. Com o aumento do
comprimento minimo de ROH considerado na analise, ¢ possivel se observar uma diminuigao
da érea coberta (Figura 2.11) indicando que eventos mais recentes de consanguinidade estio
mais distribuidos pelo genoma e, com o passar das geragdes, estes tendem a ficar restritos a
uma por¢ao menor do genoma.

Zavarez et al. (2015), trabalhando com 1.278 animais de outro rebanho da racga
Nelore, identificaram segmentos de ROHs com tamanho minimo de 0,5 Mb e maximo de 70,91
Mb, com média de 1,26 Mb e mediana de 0,70 Mb e 73,7% de seus animais possuiam pelo

menos uma ROH maior que 10 Mb.
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4. CONCLUSOES

Dentre os parametros estudados, optou-se pelo comprimento minimo de 200
SNPs com 2 heterozigotos permitidos que demonstrou ser a configuragdo mais adequada para
a estimativa de ROHs visando a identificacdo de Assinaturas de Selegdo neta populagdo de
bovinos da raca Nelore. As caracteristicas das 120.707 ROHs observadas sugerem presenga de
eventos de consanguinidade recentes, devido a alta incidéncia de trechos longos, presentes em
grande parte dos animais estudados (84,55%) e eventos antigos, devido a alta proporcdo de
trechos curtos (96,23% de todas as ROHs identificadas abaixo de 10Mb). Os resultados
encontrados mostraram-se em conformidade com o esperado, devido as caracteristicas da

populagdo estudada.
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CAPITULO III
Utiliza¢ao de Corridas em Homozigose (Runs of Homozygosity) para Estimativa de Niveis
Individuais de Autozigosidade em Bovinos da Raca Nelore a partir de Dados de SNPs

Provenientes de Chips de Alta Densidade
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RESUMO

O processo de domesticagao de animais de produgao, seguido de intensa selegao
direcional, resultou em incrementos genéticos significativos e, como consequéncia, altas taxas
de consanguinidade ¢ perdas de diversidade genética. A utilizagdo de dados gendmicos, para
complementar ou corrigir dados genealogicos existentes, pode impactar positivamente 0s
ganhos genéticos. Analises secundarias de corridas em homozigose - ROH (do inglés Runs of
Homozygosity) podem ser utilizadas para identificacio e monitoramento da taxa de
consanguinidade em animais de producdo; mapeamento e identificagdo de alelos deletérios
recessivos; e estimativa gendmica de parentesco e autozigosidade, individual e populacional. A
formac¢do da raca Nelore no Brasil deu-se de uma forma que pode ter gerado altos indices de
consanguinidade nos rebanhos. O objetivo deste trabalho ¢ estimar os niveis de autozigosidade
individual em uma populagdo de bovinos da raca Nelore, a partir do calculo do indice de
consanguinidade baseado na propor¢ao individual de ROH, o Fron. As 120.707 ROHs
identificadas com comprimento minimo de 200 SNP e 2 heterozigotos permitidos mostraram-
se eficientes para estimativa de autozigosidade nesta populagdo de bovinos da raga nelore. As
estimativas de Froun indicaram altos niveis de autozigosidade no rebanho, em eventos de
consanguinidade recente (até 3 geragdes), subindo gradativamente até eventos antigos (acima
de 50 geragdes), sugerindo elevado nivel de parentesco direto na populagdo e efeitos de selecao
direcional na raca ou na espécie. Os resultados encontrados mostraram-se semelhantes a
trabalhos descritos anteriormente ¢ em conformidade com o esperado, devido as caracteristicas

da populac¢do estudada.

Palavras-chave: Autozigosidade, Corridas em Homozigose, Fron, Nelore.
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ABSTRACT

The process of domestication of production animals, followed by intense
directional selection, resulted in significant genetic increases and, as a consequence, high rates
of consanguinity and loss of genetic diversity. The use of genomic data to complement or
correct existing genealogical data can positively impact genetic gains. Secondary analyzes of
Runs of Homozygity (ROH) can be used to identify and monitor the inbreeding rate in
production animals; mapping and identification of deleterious recessive alleles; and genomic
estimation of parentage and autozigosity, individual and population. The generation of the
Nellore breed in Brazil occurred in a way that may have generated high rates of consanguinity
in the herds. The objective of this work is to estimate the levels of individual autozigosity in a
population of Nellore cattle, based on the inbreeding index based on the individual proportion
of ROH, the Fron. The 120.707 ROHs identified with a minimum length of 200 SNP and 2
allowed heterozygotes showed to be efficient for estimation of autozigosity in this population
of Nellore cattle. Fron estimates indicated high levels of autozigosity in the herd, in recent
inbreeding events (up to 3 generations), growing gradually to ancient events (over 50
generations), suggesting a high level of direct parentage in the population and effects of
directional selection in the breed or species. The results found were similar to those described
previously and in accordance with the expected, due to the characteristics of the studied

population.

Keywords: Autozygosity, Runs of Homozygosity, Fron, Nellore.
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1. INTRODUCAO

O processo de domesticagdo de animais de produg¢do, seguido nas ultimas
décadas de intensa sele¢ao direcional com o uso de métodos quantitativos, resultou em
incrementos genéticos significativos em caracteristicas de adaptagdo, tipo e producdo
(Randhawa et al. 2016). Como consequéncia, pode-se observar drasticas redugdes no tamanho
efetivo da populacdo (Ne) (Falconer & Mackay 1996) ¢ prejuizos produtivos devido a altas
taxas de consanguinidade (Reverter et al. 2017) em ragas sob seleg@o intensa (Scraggs et al.,
2014; Zavarez et al., 2015).

O equilibrio entre altas taxas de ganhos genéticos e indesejadas perdas de
diversidade genética faz com que os programas de melhoramento tenham de considerar e
controlar taxas de acasalamentos endogamicos nas populagcdes em questdo (Peripolli et al.
2016). Tradicionalmente, informagdes genealdgicas sdo utilizadas nesses processos, mas erros
aleatorios nos varios passos necessarios para anotacao, coleta, registro e armazenamento das
informacdes de parentesco podem ter sérias consequéncias negativas, levando a aumentos
indesejados nos niveis observados de autozigosidade (Curik et al. 2014; Hudson et al., 2015;
Zavarez et al., 2015). A utiliza¢do de dados genomicos, para complementar ou corrigir dados
genealdgicos existentes, pode consequentemente impactar positivamente os ganhos genéticos
obtidos a longo prazo (Hudson et al., 2015; Marras et al., 2015; Zhang et al., 2015b).

Atualmente a genotipagem de SNPs com Chips de DNA oferece a solugdo mais
consistente ¢ 0 menor custo para a geragdo de dados em alta densidade (Da Silva et al. 2015) e
esta metodologia vem sendo utilizada para a realizagdo de trabalhos para identificar e utilizar
ROHs em bovinos (Zhang et al., 2015a; Zavarez et al., 2015; Szmatola et al., 2016; Mastrangelo
et al., 2016; Reverter et al. 2017). Definidas como longos trechos ininterruptos do genoma que
apresentam gendtipos em homozigose (Lencz et al. 2007), as corridas em homozigose - ROH
(do inglés Runs of Homozygosity) podem ser identificadas mediante analise de painéis de SNPs,
preferencialmente em alta densidade (acima de 50.000 SNPs). Andlises direcionadas dos dados

gerados com esses painéis permitiram o surgimento de trabalhos para identificar e caracterizar
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ROHs em diferentes espécies (Curik et al. 2014) e andlises secundarias das ROHs observadas
podem ser utilizadas para identificagdo e monitoramento da taxa de consanguinidade em
animais de producdo; mapeamento e identificacdo de alelos deletérios recessivos; e estimativa
genomica de parentesco ¢ autozigosidade, individual e populacional (Saura et al., 2015;
Peripolli et al., 2016).

A formacdo da raga Nelore no Brasil deu-se de uma forma que pode ter gerado
altos indices de consanguinidade nos rebanhos. O uso intensivo de métodos de reprodugdo
assistida, como a inseminag¢do artificial (IA), a transferéncia de embrides (TE) e a fertilizagdo
in vitro (FIV), observado nas tltimas décadas, resultou na utilizagdo de um baixo nimero de
reprodutores pelos programas de melhoramento genético dessa raga (Zavarez et al., 2015).

O objetivo deste trabalho ¢ estimar os niveis de autozigosidade individual em
uma popula¢do de bovinos da raca Nelore, a partir do célculo do indice de consanguinidade

baseado na propor¢ao individual de ROH, o Fromn.
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2. MATERIAIS E METODOS

As informagoes dos materiais e métodos referentes a comité de ética, populagao
e genotipagem, qualidade e analise de dados, utilizados neste trabalho, estdo descritas no

capitulo II desta tese.

Estimativa Individual de Autozigosidade baseado em ROH

Estimativas gendmicas de autozigose individual (Fron) foram obtidas a partir do
calculo da propor¢ao do genoma autossdmico em ROH em relagdo ao genoma autossomico
coberto por SNPs (McQuillan et al. 2008):

Fron =3 Lron / Lauto,
Onde ) Lron representa o total de ROHs, acima de um tamanho minimo especificado (Lron)
identificadas em um individuo, em relagdo ao tamanho total do genoma autossémico coberto
por SNPs (Lauto).

O indice Fron foi calculado para cada animal e com seis comprimentos minimos
de ROH distintos: 500Kb; 1Mb; 2Mb; 4Mb; 8Mb ¢ 16Mb. O comprimento total do genoma
coberto por marcadores utilizado nos célculos de Frou foi de 2,5Gb (Purfield et al., 2012). Para
tanto, as ROHs foram divididas de acordo com o tamanho minimo e, posteriormente, os
resultados foram representados graficamente. Medidas descritivas como Coeficientes de
Assimetria de Momento (D"Agostino = 0) e Coeficiente de Curtose de Momentos (Anscombe-
Glynn = 3) foram utilizadas para caracterizar as distribuicdes de ROH. Todas as andlises de

Fron foram realizadas com o software livre R v.3.2.2.

Estimativa F

Para efeito de validacdo foi calculado o coeficiente de parentesco (inbreeding
coefficient, representado por F) baseado na frequéncia dos marcadores, utilizando o software
SNP & Variation Suite v.8.4.1 (Golden Helix, Bozeman, MT, USA.

http://www.goldenhelix.com). Para um marcador em particular, com a frequéncia dos alelos p
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e q, o software calcula a probabilidade de homozigose individual considerando f + (1 — f)(p* +
¢*) como a probabilidade de ser homozigose por descendéncia (f), somado & probabilidade da
homozigose ser ao acaso. Para “L” como o genotipo autossdmico individual, coberto por
marcadores, “O” como o nimero de marcadores em homozigose observados ¢ “E” como o
nimero de marcadores esperados: O =fL + (1 —f) E,ouf=0O - E/L - E. O software calcula “E”
baseado na soma de todos os marcadores validos de um individuo, de tal modo.

E = Y"1 =2pq; T4; / (T4; = 1)],
Onde: 74; ¢ o dobro do nimero de genotipagens validas por marcador j.

Considerando que a estimativa F foi calculada para efeito de validagcdo dos
dados, foi calculada a correlagao (r) existente ente a estimativa F e a estimativa Fron, para cada
individuo. Visando uma maior confiabilidade nas informag¢oes 9 individuos, com estimativa F
abaixo de -0,2, foram excluidos dos calculos de correlacao e, consequentemente, dos diagramas

de dispersao representados na Figura 3.3.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

Os resultados referentes ao controle de qualidade dos dados, estimativas e

identificacdo de ROHs estdo descritos no capitulo II dessa tese.

Indice Fron

Os valores médios, desvios padrdo, os maiores e os menores valores de Fron,
para os seis tamanhos minimos diferentes de ROH (>0,5; >1; >2; >4; >8 ¢ >16Mb), sdo
apresentados descritos na Tabela 3.1. O menor valor observado foi de 0,04% da cobertura do

genoma (para Fron > 1Mb), o maior foi de 23,36% (para Fron > 0,5Mb) e a média geral foi de
4,17%.

Numero Desvio Desvio Valor Valor

Fron de animais M¢édia padrdo  Mediana  interquartilico minimo maximo
> (0,5Mb 1675 6,83 2,47 6,39 2,55 0,39 23,36
> Mb 1675 5.94 2,47 5,50 2,55 0,04 22.72
>2Mb 1663 4,63 2,39 4,19 2,47 0,08 21,65
> 4Mb 1644 3,60 2,25 3,13 2,33 0,16 20,75
> &Mb 1543 2,39 1,91 1,91 1,90 0,32 17,95
> 16Mb 880 1,67 1,33 1,31 1,26 0.64 11,32

Tabela 3.1. Valores de Fron calculados para diferentes tamanhos minimos de ROH.

A distribui¢do da proporcdo destes Frons no genoma do rebanho ¢ ilustrada na
Figura 3.1. O resultado dos célculos para os coeficientes de assimetria de momentos
(D'Agostino para assimetria = 0) e os coeficientes de curtose de momentos (Anscombe-Glynn

para curtose = 3) para os diferentes tamanhos minimos de Fron estdo descritos na Tabela 3.2.
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Figura 3.1. Distribuicdo da propor¢do do genoma autossémico individual (Fron) para
diferentes tamanhos minimos de ROH (>0,5Mb; >1Mb; >2Mb; >4Mb; >8Mb e >16Mb).
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Coeficiente momento Coeficiente momento

Fron Assimetria Valorde P curtose Valor de P

> (0,5Mb 1,51 <0,0001 7,90 <0,0001
> 1Mb 1,57 <0,0001 8,10 <0,0001
> 2Mb 1,74 <0,0001 8,61 <0,0001
> 4Mb 1,97 <0,0001 9,84 <0,0001
> 8Mb 2,36 <0,0001 12,55 <0,0001
> 16Mb 3,06 <0,0001 17,28 <0,0001

Tabela 3.2. Valores dos coeficientes de assimetria e de curtose para Fron calculados para
diferentes tamanhos minimos de ROH.

Coeficiente de consanguinidade (F)

Para os valores de F, calculados a partir da frequéncia de marcadores, a variagao
foi de -0,67 a +0,20, com seu valor médio foi de 0,00. Na Figura 3.2 ¢ possivel observar a

distribui¢do da frequéncia dos valores de F nos 1677 animais analisados.

Frequéncia dos valores de F na populacgao estudada

150 250
I |
|
|

MNumero de Animais
g0
|

| | | | |
-0.2 -0.1 0.0 0.1 02

Intervalo de Valores para F

Figura 3.2. Frequéncia dos valores observados para os coeficientes de parentesco (calculados a

partir da analise da frequéncia dos marcadores validos).

Diagramas de dispersdo entre os indices Fron com o indice F, bem como seus

coeficientes de correlagdo (r) calculados estdo representados na Figura 3.3.
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Figura 3.3. Diagramas de dispersdo (baseado na frequéncia dos marcadores) e os diferentes

Frous. (A) Frou >0,5Mb x F; (B) Frou >1Mb x F; (C) Frou >2Mb x F; (D) Frou >4Mb x

F; (E) Frou >8Mb x F e (F) Fron >16Mb x F. Os valores de (r) nos graficos representam as
correlacdes especificas para cada comprimento minimo de Fron e F.
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3.2 Discussao

Estrutura da Populaciao Estudada

A amostra analisada neste estudo ¢ composta por bovinos machos da raga Nelore
e. Parte dos quais s@o reprodutores (touros) genotipados e seus filhos também genotipados,
constituindo assim, algumas familias de meio-irmaos. Do total de 1677 animais analisados, 736
(44%) possuem pais genotipados e, dentre esses, 644 (38% do total) pertencem a familias de
meio-irmdos na populacdo estudada, sendo que 44 familias sdo compostas por até 5 meio-
irmaos, 23 familias de até 10 meio-irmaos, 16 familias apresentam mais de 10 meio-irmaos, e

a mais representativa delas é composta por 81 meio-irmaos.

indice Fron

Analisando as informag¢des dos indices Fron ¢ possivel observar que eventos de
autozigosidade recente, com menos de 3 geragdes passadas (representados por ROHs maiores
que 16 Mb) estdo presentes em 52% dos animais analisados (880 animais). De acordo com a
estrutura da populagdo estudada podemos verificar que a mesma ¢ composta por familias
representativas de meio-irmaos, além de estruturas familiares de avo, pai e filho em parte da
amostra. Dessa forma, ¢ esperado que indices Fron > 16 Mb sejam encontrados em uma parcela
significativa da populagdo.

Quando se analisa eventos a partir de 6 geragdes passadas (representados por
ROHs maiores que 8 Mb) o nlimero de animais observados aumenta para 92% do total (1.543
animais), indicando o somatorio da grande consanguinidade esperada pelos grupos familiares,
relatados no paragrafo anterior, com as altas taxas de consanguinidade esperada em populagoes
de animais com baixo Numero Efetivo da populagao (Ne).

Todos os animais analisados apresentaram eventos de homozigosidade ocorridos
a partir de 50 geragdes passadas (representados por ROHs maiores que 1 Mb), situagdo esperada
para uma populacdo de animais de raga especializada, submetida a selecdo direcional para a
formacao da raga, neste caso, a Nelore.

Na Tabela 3.1 ¢ possivel observar um aumento gradual no valor méximo de
Fron, que representa um aumento na cobertura do genoma. Para Fron > 0,5 Mb é possivel
observar animais com até 23% do genoma coberto por esse comprimento de ROH. Na Figura
3.1 esse aumento gradual da cobertura genomica esta representado nos graficos e pode ser

facilmente identificado. Tal situagdo pode ser explicada pelo carater cumulativo do indice Fromn.
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Outro fator importante a ser observado na Figura 3.1 ¢ o comportamento
assimétrico dos graficos. Os Coeficientes de Assimetria dos graficos de Fron aumentaram com
o aumento do tamanho minimo de ROH (saindo de 1,51 em Fron > 0,5 Mb para 3,06 em
Fron>16 Mb). Todos os valores (Tabela 3.2) indicaram assimetria a direta ou positiva
(coeficiente maior que 1), crescendo com o aumento do tamanho da ROH minima utilizada para
calcular Fron, sugerindo maior cobertura do genoma e um numero maior de individuos
envolvidos, conforme se diminui o tamanho minimo de ROH utilizado para calcular Fromn.
Resultados semelhantes foram reportados por (Zavarez et al. 2015), 1,56 ¢ 3,98 para Fron >
0,5Mb para e >16Mb, respectivamente.

Na figura 3.3 € possivel observar a correlagao positiva existente entre os indices
Fron, para os diferentes tamanhos minimos de ROH ¢ o coeficiente de parentesco baseado na
frequéncia de marcadores (F), sugerindo a eficiéncia do indice Fron, em todos seus

comprimentos minimos (0,5; 1; 2; 4; 8 ¢ 16 Mb), para estimar autozigosidade nesta populagao.
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4. CONCLUSOES

As 120.707 ROHs identificadas com comprimento minimo de 200 SNP e 2
heterozigotos permitidos mostraram-se eficientes para estimativa de autozigosidade nesta
amostra de bovinos da raca nelore. As estimativas de Fron indicaram altos niveis de
autozigosidade no rebanho em ecventos de consanguinidade recente (at¢ 3 geragdes),
aumentando gradativamente até eventos antigos (acima de 50 geragdes), sugerindo elevado
nivel de parentesco direto na populacao ¢ efeitos de sele¢do direcional na raga ou na espécie.
Os resultados encontrados mostraram-se semelhantes a trabalhos descritos anteriormente ¢ em

conformidade com o esperado, devido as caracteristicas da populagao estudada.
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CAPITULO IV
Utilizag¢do de Corridas em Homozigose (Runs of Homozygosity) para Identificacdo de
Assinaturas de Selecio em Bovinos da Raca Nelore a partir de Dados de SNPs

Provenientes de Chips de Alta Densidade
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RESUMO

A raga Nelore pode ser considerada, atualmente, a de maior representatividade
para a pecuaria brasileira. O uso intensivo de métodos de reproducao assistida, observado nas
ultimas décadas, resultou na utilizagdo de um baixo numero de reprodutores pelos programas
de melhoramento genético dessa raga. Assinaturas de Selegdo podem ser identificadas pela
analise da frequéncia e ocorréncia de corridas em homozigose - ROHs pelo genoma. O objetivo
deste trabalho ¢ identificar Assinaturas de Sele¢do em uma populagdo de bovinos da raga
Nelore, a partir da anélise da distribuicdo de ROHs comuns ao rebanho e verificar a importincia
das regides identificadas para a raca Nelore. As 120.707 ROHs identificadas com comprimento
minimo de 200 SNP e 2 heterozigotos permitidos mostraram-se eficientes para identificacio de
Assinaturas de Selecdo nesta populagdo de bovinos da raca nelore. A andlise da frequéncia de
ROHs comuns por SNPs levou a identificagdo de Assinaturas de Selecdo nos cromossomos
BTA4, 7 e 12, além de indicios de Assinatura de Sele¢do também no cromossomo BTA24. O
estudo de sobreposicdo de QTL identificou QTLs nas regides conservadas, relacionados a
Caracteristicas Reprodutivas; Crescimento; Produgdo de Carne, Carcaca ¢ Conformagio;
Habilidade Materna; Eficiéncia Alimentar; Termorregulacdo e Resisténcia a Endo e
Ectoparasitas. Os resultados encontrados mostraram-se em conformidade com o esperado,

devido as caracteristicas da populagdo estudada.

Palavras-chave: Assinaturas de Selecdo, Corridas em Homozigose, Nelore, ROHs Comuns.
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ABSTRACT

The Nellore breed can be considered, today, the most representative of Brazilian
beef cattle. The intensive use of assisted reproduction methods, observed in the last decades,
has resulted in the use of a low number of breeding herds by breeding programs of this breed.
Signatures Selection can be identified by analyzing the frequency and occurrence of Runs of
Homozygosity - ROHs distributed by the genome. The objective of this study is to identify
Signatures Selection in a population of Nellore cattle, from the analysis of the distribution of
ROHs common to the herd and verify the importance of the regions for the Nellore breed. The
120.707 ROHs identified with a minimum length of 200 SNP and 2 allowed heterozygotes were
efficient for identification of Signatures Selection in this population of Nellore cattle. Analysis
of the frequency of common ROHs led to the identification of Signatures Selection on BTA4,
7 and 12, as well as Signs of Signatures Selection on the BTA24 chromosome. The study of
overlapping QTL identified QTLs in the conserved regions, related to Reproductive
Characteristics; Growth; Meat, Carcass and Conformation Production; Maternal Ability; Food
Efficiency; Thermoregulation and Resistance to Endo and Ectoparasites. The results found
were similar to those described previously and in accordance with the expected, due to the

characteristics of the studied population.

Keywords: Signatures Selection, Runs of Homozygosity, Nellore, Common ROHs.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a raga Nelore pode ser considerada a de maior representatividade
para a pecudria brasileira pois, com mais de 200.000.000 de cabecas, o Brasil possui o maior
rebanho bovino comercial do mundo e, sua grande maioria (cerca de 80%) ¢ pertencente ao
sub-género indicus e, quase a totalidade destes (90%) ¢ composta de animais puros da raga
Nelore ou animais cruzados (Aroeira et al., 2016; Nascimento et al., 2016). Porém, a formag¢ado
dessa raga, no Brasil, deu-se de uma forma que pode ter gerado altos indices de consanguinidade
nos rebanhos. O uso intensivo de métodos de reprodugdo assistida, como a inseminagao
artificial (IA), a transferéncia de embrides (TE) e a fertilizagdo in vitro (FIV), observado nas
ultimas décadas, resultou na utilizagdo de um baixo niimero de reprodutores pelos programas
de melhoramento genético dessa raca (Zavarez et al., 2015). Dessa forma, identificar em nivel
molecular quais pacotes de genes favordveis e desfavordveis a producdo que foram
consequentemente fixados nessa raca, podera contribuir para tragar diretrizes a serem seguidas

pelos programas de melhoramento em andamento.

Os marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide Polimorphism) identificam
mutagoes em uma Unica base da cadeia de bases nitrogenadas e, geralmente, seus polimorfismos
sdo encontrados em abundancia nas espécies ¢ distribuidas de maneira homogénea pelo genoma
(Caetano, 2009; Arias et al., 2009). Devido ao desenvolvimento de metodologias estatisticas
recentes, com a utilizacdo de painéis de marcadores SNP de alta densidade, a genotipagem de
SNPs com Chips de DNA oferece, atualmente, a solu¢do mais consistente ¢ 0 menor custo para
geracdo de dados em alta densidade (Caetano, 2009; Da Silva et al., 2015). Esse cenério
impulsionou a producdo de painéis de SNP especificos para diversas espécies de interesse
zootécnico, inclusive bovinos (https://www.ilumina.com), que permitiu o desenvolvimento de
trabalhos baseados em ROHs para essa espécie (Curik et al. 2014), gerando resultados que vém

confirmando o potencial de ROH para se identificar regides genomicas de interesse.
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As diferengas entre padrdes de ROH observados sugerem que a sele¢ao artificial
altera a autozigosidade no genoma em animais de producao (Metzger et al., 2015; Peripolli et
al., 2016; Szmatola et al., 2016), pois a selecdo de um pequeno nimero de animais superiores
em relacdo a caracteristicas determinadas de acordo com objetivos de selecdo especificos para
a formacao de rebanhos comerciais, tende a reduzir a variabilidade fenotipica observada e leva
também a um remodelamento do genoma, gerando padroes de ROHs (Kim et al. 2013) que
podem ser contrastantes em populagdes que foram submetidas a pressdes seletivas distintas
(Sorbolini et al. 2015), devido ao aumento da homozigosidade nas regides gendmicas proximas
aos locus que controlam as caracteristicas de interesse (Zhang et al. 2015). As assinaturas de
Selecao podem ser definidas como o resultado das alteragdes genotipicas causadas em uma
determinada populagdo quando esta ¢ submetida a alguma forma de pressdo seletiva (Ramey et
al. 2013) (Sorbolini et al. 2015). A analise da frequéncia e ocorréncia de ROHs pelo genoma
pode ser utilizada para identificar Assinaturas de Selecdo no genoma em estudo, como fora
efetuado em bovinos (Pérez O'Brien et al. (2014); Somavilla et al. (2014) ¢ Zavarez et al.,
(2015)).

O objetivo deste trabalho € identificar Assinaturas de Selegdo em uma populagao
de bovinos da raca Nelore a partir de um novo método proposto, que consiste na analise da
distribuicdo de ROHs comuns ao rebanho e, ap6s a identificacdo, verificar a importancia dessas

regides para a raga Nelore, por meio de estudo de sobreposi¢ao de QTL.
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2. MATERIAIS E METODOS

As informagoes dos materiais e métodos referentes ao comité de ética, populagao
e genotipagem, qualidade e analise de dados e critérios de identificagdo de ROHs, estio

relacionados no capitulo II desta tese.

Identificacdo de Assinaturas de Selecdo por ROHs comuns por SNP.

Para a identificacdo das ROHs comuns por SNPs foi utilizado o programa SVS
Golden Helix, para a verificagdo de todos os SNPs e identificagio do nimero de ROHs,
previamente identificadas, que possuiam este SNP em comum. Considerando a forma como o
programa SVS Golden Helix estima as ROHs ¢ possivel concluir que ndo existem SNPs comuns
a mais de uma ROH, em um mesmo individuo, portanto, a analise das ROHs comuns por SNPs,
desde que utilizada esta metodologia para identificagdo de ROHs, permite a visualizacdo de
ROHs distribuidas no rebanho que contém trechos que foram, por alguma razio, conservados
na populacdo analisada. Os resultados dessa analise foram plotados visando a identificacao
visual de possiveis regides fixadas na populacao estudada.

As ROHs em alta frequéncia na populag¢do estudada foram visualizadas com o

programa Golden Helix GenomeBrowse 2.1.0 (Golden Helix, Bozeman, MT, USA.

http://www.goldenhelix.com) para mapeamento exato das regides identificadas em cada

Cromossomao.

Estudo de Sobreposi¢cio de QTL
As regides com ROHs comuns foram sobrepostas com informagdes de QTLs
identificados em bovinos a partir de dados disponiveis no Animal QTL data base

(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index). O banco de dados especifico para
bovinos (Cattle QTL) continha 71.448 QTLs no momento da analise (21/11/2016).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

Os resultados referentes ao controle de qualidade dos dados, estimativas e

identificacdo de ROHs estdo descritos no capitulo II dessa tese.

Identificacdo de Assinaturas de Sele¢cao por ROHs Comuns

A frequéncia observada nas ROHs comuns identificadas com um tamanho
minimo de 200 SNPs ¢ um maximo de 2 heterozigotos permitidos, variou entre 0 ¢ 69,35% do
rebanho (1.163 individuos). Foram consideradas regides com alta frequéncia de ROHs comuns
aquelas que estavam presentes em mais de 50% dos individuos, o equivalente a 838
observagoes.

Na Figura 4.1 ¢ possivel observar picos de ROHs comuns em mais de 50% dos
individuos nas posicdes dos cromossomos: BTA4 (46.379.576 — 47.114.998), BTA7
(51.601.415 — 53.009.752) e BTA12 (28.840.681 — 29.636.922). A regido do cromossomo
BTA24 (43.086.122 — 43.935.185) foi observada em 43% dos individuos estudados (721

observagoes).

1,000

800

600

ROHs Comuns

400

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 24 26 28 X
Cromossomos

Figura 4.1. Representacdo grafica (Manhattan plot) da distribui¢do de ROHs comuns por
SNP em uma populacdo de bovinos da raga Nelore. A linha de corte representa 50% dos

animais (838 individuos).
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Estudo de Sobreposi¢io com QTLs Conhecidos

A lista completa dos QTLs identificados neste estudo de sobreposi¢do, bem

como das classes as quais estdo relacionados, esta disposta no Quadro 4.1.

Cromossomo Identificacdo do QTL Classe do QTL
4 QTL:102112 Produgdo (Crescimento)
4 QTL:15175 Reproducdo (Fertilidade)
4 QTL:15176 Reproducdo (Fertilidade)
4 QTL:10013 Produgdo (Carne e Carcaga)
4 QTL:26163 Produgdo (Composicdo do Leite)
4 QTL:28503 Produgdo (Capacidade de Ingestdo de Alimentos)
4 QTL:28634 Reproducdo (Fertilidade)
4 QTL:26169 Produgdo (Composicdo do Leite)
4 QTL:28681 Reproducdo (Fertilidade)
4 QTL:25811 Producdo (Composicdo do Leite)
7 QTL: 10290 Produgdo (Producdo de Leite)
7 QTL: 10291 Producdo (Produc¢do de Leite)
7 QTL: 31181 Sanidade (Parametros Gerais de Sanidade)
7 QTL: 31767 Produgdo (Carne e Carcaca)
7 QTL: 21539 Produgdo (Composicao do Leite)
7 QTL: 10804 Produgdo (Carne e Carcaga)
7 QTL: 3582 Conformacéo (Conformacgdo Corporal)
7 QTL: 4822 Produgdo (Carne e Carcaca)
7 QTL: 3440 Reproducdo (Fertilidade)
7 QTL: 9916 Sanidade (Parasitas/resisténcia a parasitas)
12 QTL:15186 Reproducdo (Parametros Gerais)
12 QTL:15187 Reprodugdo (Parametros Gerais)
12 QTL:15188 Reproducdo (Parametros Gerais)
12 QTL:15189 Reprodugdo (Fertilidade)
12 QTL:10922 Produgdo (Crescimento)
12 QTL:10921 Produgdo (Carne e Carcaga)
12 QTL:2599 Produgdo (Composic¢do do Leite)
12 QTL:3418 Exterior (Conformagdo de Ubere)
12 QTL:11354 Reprodugdo (Fertilidade)
12 QTL:1331 Producdo (Carne e Carcaga)
24 QTL:12025 Sanidade (Parasitas/quantidade de parasitas)
24 QTL:56371 Produc¢do (Composicdo do Leite)
24 QTL:12209 Producdo (Carne e Carcaga)
24 QTL:1643 Exterior (Conformacéo de Ubere)
24 QTL:1646 Exterior (Conformacdo de Ubere)
24 QTL:5308 Produgdo (Conversdo Alimentar)
24 QTL:11200 Produgdo (Carne e Carcaca)
24 QTL:1645 Exterior (Conformagdo de Ubere)
24 QTL:5338 Produgdo (Conversdo Alimentar)
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24 QTL:5341 ‘ Producdo (Conversdo Alimentar)
Quadro 4.1. Lista de QTLs identificados nas regiées dos cromossomos BTA4, 7, 12 e 24 com maior

nimero de ROH comuns por SNP.

A regido do cromossomo BTA4 observada com alta frequéncia de ROHs
(46.379.576 — 47.114.998) apresenta sobreposicdo de QTLs relacionados a caracteristicas
reprodutivas (QTLs: 15175, 15176, 28634 e 28681), crescimento (QTL: 102112), producao de
carne, carcaga e conforma¢dao (QTL: 10013), habilidade materna (QTLs: 26163, 26169 e
25811) e eficiéncia alimentar (QTL: 28503).

A regido do cromossomo BTA7 observada com alta frequéncia de ROHs
(51.601.415—53.009.752) possui sobreposi¢ao de QTLs que afetam habilidade materna (QTLs:
10290, 10291 e 21539), termorregulacdao (QTL: 31181), producao de carne, carcaca e
conformagdo (QTLs: 31767, 10804, 3582 e 4822), reprodugdo (QTL: 3440) e resisténcia a
carrapatos (QTL: 9916).

A regido destacada no cromossomo BTA12 observada com alta frequéncia de
ROHs (28.840.681 — 29.636.922) apresenta sobreposi¢do de QTLs relacionados a
caracteristicas reprodutivas (QTLs: 15186, 15187, 15188, 15189 e 11354), produgdo de carne,
carcaca e conformagao (QTLs: 10921, 10922, 3418 e 1331) e habilidade materna (QTL: 2599).

Na regido destacada para o cromossomo BTA24 com alta frequéncia de ROHs
(43.086.122 —43.935.185) a sobreposi¢do de QTL indica QTLs para produgao de carne, carcacga
e conformacgdo (QTLs: 12209, 1643, 1646, 11200 ¢ 1645), resisténcia a endoparasitas (QTL:
12025), habilidade materna (QTL: 56371) e eficiéncia alimentar (QTLs: 5308, 5338 ¢ 5341).

3.2 Discussao

Identificacdo de Assinaturas de Selecao

Assinaturas de Selecdo podem ser definidas como o resultado das alteragdes
genotipicas causadas em uma determinada populagdo quando esta ¢ submetida a alguma forma
de pressdo seletiva (Ramey et al. 2013; Sorbolini et al. 2015) e sdo resultantes do aumento da
frequéncia de alelos, em um ou mais genes ou grupos de genes, envolvidos em processos de
adaptagdo como: resisténcia a doencas, tolerancia ao frio/calor, habilidade materna, entre
outros; ou com a finalidade para a qual essa populacdo esta sendo selecionada como producao
de carne, leite, 13, entre outros. Essas alteracdes na frequéncia alélica podem ocorrer em uma
raca ou mesmo espécie, dependendo da representatividade da populagdo que foi submetida a

pressdo seletiva. Dessa forma, regides conservadas em grande parte da populagdo analisada
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podem ser resultado da atuacdo de selecdo direcional na populacdo, na raga ou mesmo na
espécie estudada.

As regides com alta frequéncia de ROHs identificadas nos cromossomos BTA4
(46.379.576 — 47.114.998), BTA7 (51.601.415 — 53.009.752) ¢ BTA12 (28.840.681 —
29.636.922), foram também observadas em trabalhos anteriores que utilizaram diferentes
metodologias de analise, tanto para populagdes de bovinos da raga Nelore (Zavarez et al. 2015)
quanto para populacdes de outras racas dentro da espécie bovina (Gautier & Naves (2011);
Porto-Neto et al. (2013)). A sobreposicdo dos resultados observados nesses estudos
independentes indica que essas trés regioes contém genes que afetam caracteristicas produtivas
e de tipo, sob selecdo, na raca Nelore e na espécie bovina.

Regides semelhantes a identificada no cromossomo BTA4 (46.379.576 —
47.114.998), foram identificadas por Gautier & Naves, (2011), BTA4 (48.600.000 —
49.600.000) em populagdes zebuinas, buscando por genes candidatos; por Porto-Neto et al.
(2013), BTA4 (46.670.940 — 46.814.875) em populagdes zebuinas e taurinas, utilizando o
método de estatistica Fst, e (Zavarez et al. 2015), BTA4 (46.384.250 — 47.113.352) em uma
populacdo de fémeas de Nelore, utilizando estimativa de autozigosidade.

Regides semelhantes a identificada no cromossomo BTA7 (51.601.415 —
53.009.752), foram identificadas por (Gautier & Naves 2011) a regido BTA7 (52.180.000 —
52.204.000) e o gene candidato CENTD3 que os autores o associaram a sinalizacdo celular e
resposta imunologica e por (Zavarez et al. 2015) que identificaram a regiao BTA7 (51.605.639
—53.035.752) e sugeriram seu envolvimento com controle da parasistemia causada pelo parasita
Trypanosoma congolense em bovinos.

Na regido do cromossomo BTA12 (28.840.681 — 29.636.922), Gautier & Naves
(2011) identificaram o gene RFXP2 na regido BTA12 (29.012.000 — 29.072.000) e o
relacionaram com caracteristicas reprodutivas. Regido semelhante a BTA12 (28.433.881 —
29.743.057) foi identificada por (Zavarez et al. 2015) que a classifica como uma regido de alto
indice de incidéncia de ROHs (ROH hotspot) e salienta ser uma regido de divergéncia entre
selecao ocorrida em Bos taurus ¢ Bos indicus.

A regido do cromossomo BTA24 (43.086.122 — 43.935.185) nao foi citada por
outros autores consultados, necessitando assim um maior estudo desta regido para verificar se
esta foi identificada, somente pelo método apresentado neste trabalho, ou se € especifica da
populagao aqui estudada. Porém, devido aos resultados encontrados no estudo de sobreposi¢ao
de QTL (topico seguinte) os QTLs identificados nessa regido sugerem ser de grande

importancia para a raca Nelore, ou até mesmo para a espécie bovina, levando a crer que essa
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regido pode ndo ter sido detectada pelos métodos utilizados em trabalhos anteriores.

Estudo de Sobreposi¢io de QTL

O genoma haploide bovino contém cerca de 2,87 bilhdes de pares de bases ou
2,87Gb (Giga bases), divididos em 29 autossomos e cromossomos sexuais, nos quais foram
identificados cerca de 22.000 genes (Liu et al., 2009). Inimeros estudos discutem a importancia
do estudo de “grupos de genes” para caracteristicas de interesse a produgao animal, uma vez
que a grande maioria dessas ¢ influenciada por mais de um gene (poligénica) e as regides do
genoma (loci) que contém genes que influenciam essas caracteristicas sdo denominadas
“regides de caracteristicas quantitativas” ou QTL - “Quantitative trait loci” (Georges &
Andersson, 2003). Outro fator a ser levado em considera¢do na identificacio das bases
genéticas das caracteristicas quantitativas ¢ o desequilibrio de ligagdo — LD (Linkage
disequilibrium), que ¢ observado quando combinag¢des de alelos situados em diferentes regides
de um cromossomo ocorrem com uma frequéncia maior do que combinagdes ao acaso (Goddard
et al., 2009). Ou seja, o estudo de sobreposicdo de QTL permite a identificagdo de regides que
podem conter genes que evidenciem a especializa¢do produtiva de determinada populacao.

Os trabalhos de selegdo de individuos da raca Nelore sdo recentes, iniciaram na
década de 1950, com foco na precocidade produtiva ¢ padrao racial, porém, devido
principalmente a estimulos governamentais, em vinte anos a raga foi permeada por todo
territorio brasileiro, com o incentivo da implantacao de mais de 4.000 propriedades nas regides
Norte e Nordeste utilizando, unicamente, reprodutores Nelore (Santos 1998); além de propiciar
incentivos fiscais para a utilizacdo da raga Nelore em programas de desenvolvimento da
Amazonia (Sudam), Nordeste (Sudene), Espirito Santo (Sudes) e dos cerrados da regido Centro-
Oeste (Santos 2000).

Nos anos de 1973-1974 acdes para o desenvolvimento do Programa de
Melhoramento de Bovinos de Carne (Promebo) foram iniciadas. Com o apoio da Associagdo
Nacional de Criadores de Zebu (ABCZ), a implementacdo do programa recomendava a
avaliacdo dos animais tanto por escores de conformagdo quanto pela avaliacdo do animal pelo
seu peso. Em apenas 5 anos de implantagdo (1974-1979) ja eram somadas mais de 60.000
avaliagdes completas. Algumas propriedades de grande relevancia para a formagao da racga
Nelore no Brasil participaram deste programa desde sua implantacdo, como as Estancias
Alvorada e Guatambt (nucleo inicial do atual condominio Delta G), Agropecuaria CFM Ltda
e Agropecudria Jacarezinho Ltda (Oliveira & Barbosa 2007). Devido a grande

representatividade dessas trés empresas na formacao da raca Nelore no Brasil, as caracteristicas
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produtivas esperadas na raga Nelore podem ser estimadas mediante a analise dos objetivos dos
programas de melhoramento dessas empresas.

A empresa Delta G relata que seus reprodutores sdo avaliados visando a trés
caracteristicas  primordiais: conformacdo de carcaca, precocidade ¢ musculatura
(http://sites.beefpoint.com.br/deltag/melhoramento-genetico-79724/), semelhante a empresa
CFM Ltda que divulga que todo seu programa de melhoramento genético, para a raga Nelore,
¢ fundamentado em ganho de peso a pasto, alta precocidade sexual e qualidade de carcaga
(http://agrocfm.com.br/touros-cfm/) ¢ a empresa Jacarezinho Ltda que baseia o melhoramento
de seus touros da raga Nelore no ganho de peso a pasto, sexualidade e acabamento precoces
(http://www.agrojacarezinho.com.br/agropecuaria-jacarezinho/). Outras caracteristicas como
habilidade materna, conformagao e rusticidade também sao citadas, pelas trés empresas, como
caracteristicas desejaveis em seus rebanhos.

Ao se realizar um estudo de Sobreposicdo de QTLs em regides do genoma
conservadas em uma populagdo composta por animais da raga Nelore, ¢ esperado que sejam
identificados QTLs relacionados a especializagdo produtiva e aos objetivos de selecdo dessa
raga. Nos quadros a seguir € possivel visualizar os QTLs identificados neste estudo divididos

em quatro categorias distintas (conformagdo, sanidade, produgdo e reprodugado) para facilitar a

discussao.
QTL

1D BTA | Posi¢ao Descri¢do do QTL

QTL: 3582 7 151103828-58369259 | Conformacdo (pernas, pés, pénis e prepucio)
QTL:3418 12 | 25539491-44028903 | Inser¢do de teta

QTL:1643 24 | 30415688-43200013 | Inser¢do de ubere

QTL:1646 24 |30415688-43200013 | Qualidade de ubere

QTL:1645 24 |41600571-43200013 | Profundidade de Ubere

Quadro 4.2. QTLs identificados nas regides dos cromossomos BTA4, 7, 12 e 24 com maior niumero de
ROHs comuns por SNPs que afetam caracteristicas de conformacgao.

O QTL relacionado com conformacdo de aprumos ¢ aparclho reprodutor
masculino, localizado no BTA7 (quadro 4.2), na regido com uma forte assinatura de selecao
(1.163 individuos apresentam ROH nesta regido), afeta caracteristicas de grande importancia
para a forma como a raga Nelore € criada no Brasil (criagdo extensiva), onde o animal
permanece solto no pasto, a maior parte de sua vida, e a altura de suas pernas ¢ a insergdo de
seu prepucio pode trazer vantagens quanto ao desenvolvimento de doengas inflamatorias que
acometem bovinos criados nestas circunstancias. Além disso, essas caracteristicas possuem

grande relevancia para a populacdo estudada por se tratar de uma populagdo composta
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exclusivamente por machos e, dentre eles, touros.

Os demais quatro QTLs destacados no Quadro 4.2 (3418, 1643, 1646 ¢ 1645)
apresentam correlacdo com caracteristicas importantes para produgdo de leite. Mesmo a raga
Nelore nao sendo uma raga especializada para producao de leite, estas caracteristicas devem ser
consideradas como habilidade materna e estao diretamente correlacionadas com a capacidade

de sobrevivéncia e desenvolvimento de bezerros criados em sistema de criagdo extensiva.

QTL ID BTA | Posicdo Descricdo do QTL

QTL: 31181 7 |14315781-87735009 |Tolerancia ao frio

QTL:12025 24 |26571082-55707720 | Tolerancia a nematoide gastrointestinal
QTL: 9916 7 |2035167-58369259 Resisténcia a carrapato

Quadro 4.3. QTLs identificados nas regiées dos cromossomos BTA4, 7, 12 e 24 com maior nimero de
ROH comuns por SNP, pertencentes a categoria Sanidade.

Quanto ao Quadro 4.3 pode-se destacar a importancia dos trés QTLs (31181;
12025 e 9916) e sua possivel relagdo com a caracteristica do gado zebuino (Bos Indicus) de
rusticidade, pois estes QTLs sugerem tolerdncia a temperatura e a infestacdes de endo e

ectoparasitas, o que sdo de grande importancia para uma raga desenvolvida em um pais de clima

tropical.
QTL ID BTA | Posicado Descri¢cao do QTL
QTL:5308 24 | 25435547-51266517 |Taxa de conversdo alimentar
QTL:5338 24 143443943-43612170 |Taxa de conversdo alimentar
QTL:5341 24 143443943-43612170 |Taxa de conversdo alimentar
QTL:28503 4 | 46834289-46834365 | Capacidade de ingestao de alimentos
QTL:102112 4 |46687398-46687438 | Ganho médio didrio
QTL:10922 12 |21356707-30181682 | Peso ao nascer
QTL:10013 4 |8553221-50937899 indice de Marmoreio
QTL: 31767 7 |3069944-79408707 Acido palmitoleico total
QTL: 10804 7 |49889630-58867298 | Teor de gordura (122 costela)
QTL: 4822 7 149039346-58867298 | Intensidade de sabor da carne
QTL:10921 12 |21356707-30181682 |Area de olho de lombo
QTL:1331 12 | 14396004-30303510 |Rendimento de carne
QTL:12209 24 |5544307-62091950 | Acido oleico total
QTL:11200 24 |41590595-50955296 | indice de marmoreio
QTL:26163 4 |46834289-46834365 |Producdo de leite
QTL:26169 4 |46834289-46834365 |Producdo de leite
QTL:25811 4 |46834289-46834365 |Producdo de gordura no leite
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QTL: 21539 7 |20669-56958148 Porcentagem de beta-caseina no leite
QTL:2599 12 | 6949164-44222684 Produc¢ado de gordura no leite
QTL:56371 24 |39336340-47880145 | Porcentagem de acido miristico no leite
QTL: 10290 7 |25254399-64995512 |Velocidade de descida do leite

QTL: 10291 7 |25254399-64995512 | Produgdo de leite

Quadro 4.4. QTLs identificados para as regides dos cromossomos BTA4, 7, 12 e 24 com maior nimero
de ROH comuns por SNP, pertencentes a categoria Produgao.

No Quadro 4.4 pode-se observar a presenga de QTLs diretamente relacionados
com caracteristicas produtivas, sendo 4 deles (5308; 5338; 5341 e 28503) relacionados com
capacidade de ingestao e conversao de alimentos; 4 deles (102112; 10922; 10921 € 1331) com
peso e rendimento de carne; 6 deles (10013; 31767; 10804; 4822; 12209 e 11200) com
qualidade da carne produzida ¢ 8 (26163; 26169; 25811; 21539; 2599; 56371; 10290 ¢ 10291)
com producao, qualidade ¢ disponibilidade do leite.

Estes 22 QTLs destacados sdo de grande importancia para rebanhos
especializados na producdo de carne e bezerros, como os da raca Nelore, uma vez que a ingestao
e conversao de alimentos em quantidades satisfatorias de carne, de boa qualidade, sempre foi

alvo de programas de melhoramento para bovinos com esta aptidao.

QTL ID BTA | Posicdo Descri¢do do QTL

QTL:15175 4 |41610894-47137606 |Nascimento de bezerros

QTL:15176 4 |41610894-47137606 | Facilidade de parto

QTL:28634 4 | 46834289-46834365 | Concepcdo da primeira a Ultima inseminacdo
QTL:28681 4 | 46834289-46834365 | Concepgdo ao primeiro estro apds o parto
QTL: 3440 7 |50138650-63169369 | Taxa de concepgdo

QTL:15189 12 123991213-33037434 | Facilidade de parto

QTL:11354 12 | 21356707-30181682 | Nascimento de bezerros

QTL:15186 12 |23991213-33037434 | Tamanho ao nascer

QTL:15187 12 |23991213-33037434 | Taxa de nascimento

QTL:15188 12 |23991213-33037434 | Tamanho ao nascer

Quadro 4.5. QTLs identificados nas regies dos cromossomos BTA4, 7, 12 e 24 com maior nimero de
ROH comuns por SNP, pertencentes a categoria Reproducao.

Assim como os QTLs relacionados a producao, qualidade e disponibilidade de
leite (vistos nos topicos anteriores) os 10 QTLs presentes no Quadro 4.5 estao relacionados com
outra forte atividade da criagdo do gado Nelore: a produgdo de bezerros, onde caracteristicas
reprodutivas sdo sempre objetivo de programas de melhoramento genético de bovinos para esta

finalidade.
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As caracteristicas relacionadas aos 40 QTLs sugeridos nesse estudo de
sobreposicdo estdo em conformidade com o esperado para uma populacdo de zebuinos
selecionados para producao de carne. O Nelore brasileiro é, comumente, criado extensivamente,
sob temperaturas elevadas e com a finalidade de produzir bezerros (cria), animais recuperados
(recria) ou carne (engorda), portanto, caracteristicas como as identificadas nesse estudo de

sobreposi¢cdo de QTL sdo desejaveis para um rebanho nelore.
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4. CONCLUSOES

As 120.707 ROHs identificadas com comprimento minimo de 200 SNP e 2
heterozigotos permitidos mostraram-se eficientes para identificacao de Assinaturas de Selecao
nesta populacao de bovinos da raga nelore. A analise da frequéncia de ROHs comuns por SNPs
levou a identificagdo de Assinaturas de Selecao nos cromossomos BTA4, 7 ¢ 12, além de
indicios de Assinatura de Sele¢cdo também no cromossomo BTA24. O estudo de sobreposicao
de QTL identificou QTLs nas regides conservadas, relacionados a Caracteristicas Reprodutivas;
Crescimento; Producdo de Carne, Carcaga ¢ Conformacdo; Habilidade Materna; Eficiéncia
Alimentar; Termorregulacdo e Resisténcia a Endo e Ectoparasitas. Os resultados encontrados
mostraram-se semelhantes a trabalhos descritos anteriormente e em conformidade com o

esperado, devido as caracteristicas da populagdo estudada.
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CAPITULO V
CONCLUSOES
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1. CONCLUSOES

As 120.707 ROHs identificadas com comprimento minimo de 200 SNP e 2
heterozigotos permitidos foram utilizadas de forma eficiente para estimar niveis de
autozigosidade individuais e identificar Assinaturas de Sele¢do na populacdo de bovinos da
raca nelore estudada. As caracteristicas das ROHs observadas sugerem presenga de eventos de
consanguinidade recentes, devido a alta incidéncia de trechos longos, presentes em grande parte
dos animais estudados (84,55%) e eventos antigos, devido a alta propor¢ao de trechos curtos
(96,23% de todas as ROHs identificadas abaixo de 10Mb). As estimativas de Froun indicaram
altos niveis de autozigosidade no rebanho, em eventos de consanguinidade recente (até 3
geracdes), subindo gradativamente até eventos antigos (acima de 50 geragdes), sugerindo
elevado nivel de parentesco direto na populacdo e efeitos de selecdo direcional na raga ou na
espécie. A andlise da frequéncia de ROHs comuns por SNPs levou a identificagdo de
Assinaturas de Sele¢do nos cromossomos BTA4, 7 e 12, além de indicios de Assinatura de
Selecao também no cromossomo BTA24. O estudo de sobreposi¢ao de QTL identificou QTLs
nas regides conservadas relacionados a Caracteristicas Reprodutivas; Crescimento; Produgio
de Carne, Carcaca e Conformacdo; Habilidade Materna; Eficiéncia Alimentar;
Termorregulagdo e Resisténcia a Endo e Ectoparasitas. Os resultados encontrados mostraram-

se em conformidade com o esperado, devido as caracteristicas da populagdo estudada.
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