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RESUMO GERAL

A busca por plantéis cada vez mais produtivos, temduzido ao uso de diferentes
ferramentas, dentre elas, a utlizacdo de marcadareleculares no melhoramento
genético. No entanto, como o0 custo da técnica detgagem ainda é considerado
elevado, uma alternativa é a utilizacdo da téotécanputacéo (predicdo de gendtipos nao
interrogados na genotipagem). Sendo assim, no ponw@pitulo desta dissertacao,
analisou-se gendtipos de animais Nelore com otivbjele avaliar o potencial da
imputacdo de painéis 3K e 7K, ambos customizadag B imputacdo foi utilizado o
programa Fimput. Os painéis foram produzidos arpadetmarcadores que passaram pelo
controle de qualidade, considerando a distancie enércadores e os de maior frequéncia
alélica. Os resultados demonstraram que a utfizagde painéis customizados para
imputacdo de marcadores, pode ser aplicada paacalc valores de pelo menos 90% de
acuracia. A customizacao do painel 3K e 7K aliatiécaica de imputacdo pode contribuir
para melhorar o custo-beneficio do uso de estudnéngicos no melhoramento animal.
No segundo capitulo, objetivou-se realizar um estdd associacdo gendmica ampla
(GWAS), por meio de dados imputados de animaisada Canchim, visando identificar
genes associados aos fenotipos de comprimento degyampelagem e circunferéncia
escrotal. O GWAS foi realizado utilizando inferén8ayesianapor meio do programa
GenSel. Foram detectadas 31 regibes em associagi@amprimento de umbigo, uma
regido para pelagem e quatro regides relacionadaSEa Nessas regifes foram
identificados locos quantitativos (QTLsS) e genekadienados com as caracteristicas
estudadasA identificacdo de genes e QTLS, previamente descria literatura, reforcam
as evidéncias de associacdo. Esse conhecimentcapoatdribuir para a compreenséao da
arquitetura genética envolvida na expressao dessasteres em bovinos Canchim.

Palavras-chave:Genbmica; imputacdo; GWAS; Polimorfismos; Bovinos.



ABSTRACT

The search for increasingly productive seedlings led to the use of different tools,
among them, the use of molecular markers in gemejicovement. However, since the
cost of the genotyping technique is still considehggh, an alternative is the use of the
imputation technique (prediction of genotypes mbérrogated in genotyping). Thus, in the
first chapter of this dissertation, genotypes ofldte animals were analyzed with the
objective of evaluating the potential of imputatioin3K and 7K panels, both customized.
For the imputation, the FImput program was use@ Jénels were produced from markers
that passed the quality control, considering trstatice between markers and those with
higher allele frequency. The results demonstrabed the use of customized panels for
imputation of markers can be applied to achievaeieslof at least 90% accuracy. The
customization of the 3K and 7K panel together wiltle imputation technique can
contribute to improve the cost-benefit of the usgemomic studies in animal breeding. In
the second chapter, a broad genomic associatialy $6WAS) was carried out, using
imputed data from Canchim animals, aiming to idgrgenes associated with navel length,
coat and scrotal circumference phenotypes. GWAS pagormed using Bayesian
inference using the GenSel program. Thirty-oneamgiwere found in association with
umbilicus length, one coat region and four EC-ezlatregions. In these regions,
quantitative loci (QTLs) and genes related to tharacteristics studied were identified.
The identification of genes and QTLSs, previouslgaed in the literature, reinforce the
evidence of association. This knowledge may couteibto the understanding of the
genetic architecture involved in the expressiothese characters in Canchim cattle.

Keywords: Genomic; Imputation; GWAS; Polymorphisms; Cattle.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Melhoramento genético

As racas bovinas podem ser divididas em dois supeg; taurinosBos tauru¥ e
zebuinos Bos indicuy provenientes da Europa e india respectivamdigees animais
apresentam 22.000 genes aproximandamente e difereme si em 237 posicoes
gendbmicas (WILHAM, 2013).

Os taurinos foram trazidos para o Brasil em colmuobm outras espécies
domesticadas por volta do ano de 1533. Os zebdaras introduzidos no Brasil em
1875, e se expandiram pelo pais por apresentargtimidade, garantindo a sobrevivéncia
desses animais mesmo em situacdes de estressent@infa SILVA et al., 2012). Além
disso apresentam boa adaptacdo a recursos alieem@igrasto e resisténcia a parasitas.
Esses fatores, permitem explicar a numerosa pduldgs zebuinos que representam 80%
dos rebanhos nacionais e sua importancia para gdodde carne e leite. No entanto,
animais europeus se destacam em relacdo aos zelowiaoto a aspectos de produtividade
e reproducado (SANTANA et al., 2014).

Diante da necessidade de potencializar em boviatacieristicas de adaptacéao,
produtividade e reproducdo, métodos de melhoramegeoético para aumentar a
frequéncia de genes associados a esses fenétipaside empregados. O melhoramento
genético classico possui como objetivo elevar aacadlo de selecdo a frequéncia de
genotipos favoraveis com base em analises fenasipiobtendo-se assim um ganho
genético de médio a longo prazo (ODA & MENCK, 1989)

Um dos métodos utilizados no melhoramento apliGathovinos considera ajustes
em sistemas de producdo, promovendo cruzamentaes aritmais de diferentes racas, ou
até mesmo entrBos tauruse Bos indicus Essa estratégia tem promovido vantagens para
varias caracteristicas de importancia econémicanocpor exemplo, aumento de peso e
qualidade da carcaca. (PEROTTO et al., 2000; YOKDA4., 2007).

Dentre as diferentes racas provenientes dessemntemtos entre taurinos e
zebuinos, destaca-se a raca Canchim. A raca earofzada para este cruzamento foi a
Charolesa e a zebuina inicialmente utilizada fdndubrasil. No entanto, outras racas
zebuinas também foram incorporadas posteriormentap a Nelore e Guzera. Bovinos
Canchim correspondem de maneira satisfatoria asctadpvas do produtor, pois possibilita
melhor qualidade da carne, maior peso do rebanamrmuimero de bezerros e rusticidade
(adaptacao ao clima e a parasitas) (BARBOSA, 2004).
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Apos diversas analises de esquemas para compaki¢@vau de sangue” do gado
Canchim, foi definida a proporcdo de 5/8 Charolé8/& zebuino. Esse cruzamento
favoreceu a presenca de caracteristicas desef@iodutividade e adaptacdo. Essa raca
sintética tem se destacado dentre 0s pecuarisiagppesentar-se como alternativa ideal
para alavancar a produtividade dos plantéis semuroeato da area de producdo
(ABCCAN, 2015).

Os bovinos Canchim tornaram-se relevantes paradufor pela sua capacidade de
disseminar caracteristicas favoraveis ao rebanasildiro, possibilitados pelos chamados
cruzamentos industriais, utilizando-se animais aesga. O cruzamento industrial é
constituido por acasalamentos entre ragas difexefiescando aumentar a eficiéncia
produtiva dos animais, que serao levados a corfRGONDES et al., 2011; RIBEIRO et
al., 2008).

Nesse contexto, a distribuicdo desses animaispgaktem aumentado em média
8% ao ano, sendo que no ano de 2016 foram vendidogis Canchim para quatro dos
criatérios tradicionais do pais, localizados em dvVigtosso do Sul, Goias, Sao Paulo e
Minas Gerais (ABCCAN, 2016).

A Associacao Brasileira de Criadores de Canchim GBBN) destaca a boa
receptividade dos criadores em relagdo a essacagm, também a aptiddo desses animais
gue podem se adaptar em qualquer regido brasiMdrantanto, o principal obstaculo para
que a disseminacdo desses animais ocorra de mar@gantensa € questédo logistica, que
dificulta a venda desses animais para locais desgABCCAN, 2015).

Diante deste contexto, diversas técnicas de nmaatmemto tém sido aplicadas em
busca da melhoria do desempenho desses animaisdgisuprir a demanda crescente por
carne. Uma das técnicas explorada para essa &dali®® o uso de selecdo assistida por
marcadores moleculares, possibilitando ganhos igesé&m menor tempo, uma vez que
propicia a identificacdo das bases genéticas eiladvem determinados fenoétipos de
interesse (WILHAM, 2013).

Selecao assistida por marcadores moleculares
O melhoramento genético utilizando marcadores rtdees tem proporcionado
avancos na selecdo de animais domeésticos, segoinpldncipio de desequilibrio de

ligacdo (LD). O LD é caracterizado pela segregagaaonjunto de genes e marcadores de

maneira ndo aleatodria, podendo ocorrer principalendevido a proximidade fisica entre
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ambos. Dessa maneira, por meio dos marcadoresa-basidentificar genes que possam
ter influencia em caracteristicas de interesse Goao. Atualmente um dos marcadores
mais utilizados para essa finalidade é o polimarfisie nucleotideo Unico (SNP, do inglés
Single Nucleotide Polymorphi3rfVIGNAL et al., 2002).

Os SNPs sao também denominados de mutacfes moraoarrendo a troca de
apenas um nucleotideo, normalmente sdo encontgEsas duas variantes em uma
espécie, sendo chamados entdo de bi-alélicos. Agamitgque caracteriza um SNP pode ser
reconhecida como transicéo (troca de uma puringydna ou pirimidina por pirimidina),
ou por outra possibilidade menos frequente gqueasatrocas transversais (purina por
pirimidina) (CAETANO et al., 2009).

O sequenciamento do genoma completo de diverpaésies permitiu reconhecer a
abundancia de marcadores do tipo SNP distribuidotogo genoma. No entanto, para que
esses sejam considerados SNPs devem estar preseng@so menos 1% da populacéo
testada. Os métodos de leitura de SNPs trouxerammsnmeneficios e aplicagbes, com o
desenvolvimento de painéis (também denominadopsthde genotipagem (BROOKES,
1999).

Os painéis desenvolvidos para a prospeccdo dom@dismos de base Unica,
permitem a identificagdo de aproximadamente 777nmalicadores quando realizados em
chips de alta densidade (BovineHD BeadChip, HDEm\Idesses, existem também os
menos densos, cujo custo € inferior, mas apresentanor quantidade de marcadores
identificados na anélise (MARCHINI & HOWIE, 2010).

O elevado custo da técnica de genotipagem é umaag#io para estudos
genbmicos, no entanto maneiras alternativas pardom@r esse problema tém sido

sugeridas, como o desenvolvimento de metodologias\pgutacéo (LI et al., 2009).

Imputacéo

A ideia de imputacdo de gendtipos foi descrita pelmeira vez por Burdick e
colaboradores, que utilizaram o termo genotipagesilico. Essa expressao foi utilizada
para descrever que analises computacionais podesam usadas para substituir
procedimentos baseados em laboratorio, na detegéorde genotipos (LI et al., 2009).

A imputacdo € uma ferramenta utilizada para infgein6tipos ndo interrogados na
genotipagem, tendo como base uma populacdo deemefargenotipada em painel de

densidade superior (Figura 1).
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Cendrio tipico de impuiacio
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Figura 1. Cenério tipico de imputacdo. As barras na fital@NA representam os marcadores
(SNP). Os numeros (genotipos observados) e intgémy (? - gendtipos ndo observados).
Gendtipos ndo obtidos no processo de genotipagénmgpainel de densidade inferior sédo

estimados os genotipos faltantes sao determin&dose; Nascimento, 2016).

As populacbes de referéncia, sdo assim denomir@aalaserem genotipadas em
painéis mais densos. Dessa maneira possuem maioeraude informagdo genética
conhecida, possibilitando determinar os marcaddessonhecidos do grupo de validacéo
(gendtipo em estudo; populacdo genotipada em mimsidade) (ZHANG et al., 2010;
DASSONNEVILLE et al., 2012).

A precisdo com que os gendtipos sédo inferidos matatdo pode ser influenciada
por varios fatores, dentre eles o tamanho das popes de referéncia e validagcéo, a
relacdo genética entre os animais, niveis de didemu de ligacdo e os métodos
utilizados. Deste modo, calculos para se obterda@rde imputacdo sdo capazes de
avaliar o quanto a técnica foi eficaz ao predizemgenodtipos faltantes (JEWETT et al.,
2012).

Devido a divergéncias no padrao de desequilibribgaedo de animais taurinos e
zebuinos, supbe-se que painéis de alta densidadenseapazes de realizar melhor
cobertura do genoma zebuino. Uma vez que os pdnaélisionalmente comercializados
de baixa densidade possuem predominancia de daésigps de animais taurinos. No
entanto a utilizacdo de painéis de alta densidade dlto custo, inviabilizando muitos
estudos com animais de origem indiana. Sendo assi®cnica de imputagdo tem sido
aliada a outras metodologias, como a customizagd@o painéis de genotipagem
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(ESPIGOLAN et al., 2013).

Os painéis customizados tendem a ser mais espscifean relagdo aos
tradicionalmente utilizados. Um exemplo desses giré o Z-chip seq (~30 mil
marcadores, 30K), o qual foi desenvolvido tendm@dase informagcdes genotipicas de
animais Nelore, potencializando avaliagcdo genéteanimais de racas zebuinas. Assim
como oZ-chip, outros painéis foram otimizados, com o intuitopdssuirem informacéo
genética predominante de animais de origem indizorap 0 GeneSeek Genomic Profiler
80K (DASSONNEVILLE et al., 2012).

Ainda com o objetivo de tornar o uso de dados gér@sitada vez mais acessiveis,
além dos painéis disponibilizados por empresasitezadas, existem metodologias de
otimizacdo, como a validagéo cruzada (do ingléss-validatio). Esse método baseia-se
na divisdo dos individuos em grupos e posteriolimam diversos ciclos sucessivos, de
modo que cada grupo seja validado ao menos umdessa maneira ndo se corre o risco
de valores altos de acuracia, motivados por umgd@sos ser mais aparentados ao grupo
de referéncia (REFAEILZADEH et al., 2008).

A customizacdo de painéis de baixa densidade (cesiazido) com marcadores
para zebuinos, para posterior uso na imputacad@ledante uma vez que 0s painéis
comercializados possuem informacdo genética predorteé de animais europeus. Dentre
0S aspectos positivos da técnica, esta a possibdidle aumentar o nimero de animais
com informacdes de marcadores mais densas, proparao avaliacbes genéticas de
maior confiabilidade com menor custo (VENTURA ef 2014).

Algumas das aplicacBes para a qual esses painéisadmdores SNP tém sido
explorados é o estudo de associacdo gen6mica d@WAS, do inglésGenome Wide
Association Study Estes estudos tem como objetivo encontrar aasies entre
marcadores e genes e/ou locos que influenciam pesséo de fenotipos de interesse,
utilizando ferramentas da bioinformatica (ZHANG &DET, 2010).

GWAS - Estudos de Associacdo Gendmica Ampla

O GWAS parte do principio de que marcadores abuadarm genoma, como 0S
SNP, estejam em desequilibrio de ligacdo com gasssciados com caracteristicas de
interesse econdmico. Para a realizacdo do estutEgessario que haja tamanho amostral
suficientemente grandes da populagdo genotipad@ (gpresente a variabilidade
genotipica dos animais), para posterior analisatissta (CANTOR et al., 2010). Dessa

maneira, a base dos estudos de associacdo genérnaidausca por combinacdes entre
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informacdes genéticas e fenotipicas de individoos) a finalidade de encontrar regides
que interferem em caracteristicas que agreguenr \@orebanho (HIRSCHHORN e
DALY, 2005).

A principal importancia dessa técnica de melhordmessta na possibilidade de
selecionar animais de acordo com informacdes de ¥€A, conduzindo a ganhos
genéticos em menor periodo de tempo, quando codpa@s métodos tradicionais. 1sso
ocorre devido a vantagem de se analisar o animaldpds seu nascimento, uma vez que o
mesmo possua em sua carga genética aqueles masatiscritos em associacdo com
fendtipos de interesse econdmico, podera permameceebanho. Logo, os animais que
ndo sdo portadores de gendtipos favoraveis podsgfiadescartados sem acarretarem
prejuizos, causados pela criacdo de bovinos qué&dr@oferecer o retorno financeiro para
o pecuarista (HIRSCHHORN e DALY, 2005).

Outro ponto positivo em relacdo a aplicacdo do GWiaSnelhoramento genético,
€ a possibilidade de explorar caracteristicas dealserdabilidade e dificil mensuracéo.
No entanto, devido a necessidade de se manipudadgrniamero de marcadores e de
dados fenotipicos podem ocorrer nas analises @ortipo | (falso positivo) e erros do tipo
Il (falso negativo). Para minimizar a possibilidatbeque ocorram tais erros, sao realizados
procedimentos de controle de qualidade (CQ) nossgumarcadores e amostras Sao
testados de acordo com alguns parametros (CARM2)20

Parametros do Controle de Qualidade dos marcadores

Equilibrio de Hardy-Weinberg

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) determina qaefrequéncia alélica
permanece contante por muitas geracdes nas situapdeque: a populacdo € grande,
homogénea, com acasalamentos ao acaso e ondedgiasado mesmo gene sdo herdados
independentemente. Esse parametro tem se consohldacbntrole de qualidade, uma vez
que, desvios no EHW podem indicar erros na detexgdim do perfil dos marcadores,
endogamia, estratificacdo populacional ou selegdm populacbes em que o0s
acasalamentos ndo ocorrem ao acaso, o0 EHW é dtlipara analisar se os resultados
observados ndo se desviam totalmente do esperadoapaela populacdo (CARMO,
2012).
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Menor Frequéncia Alélica

O parametro de menor frequéncia alélica (MAF) dmarra frequéncia do alelo
menos comum na populacdo. Alelos cuja frequéndiatetior a 2% (valor geralmente
utilizado para GWAS) dificultam o poder de assa@aentre fendtipo e gendtipo. Este

parametro é responsavel pelo descarte de muitos SIld® analises (GORLOV et al.,
2008).

Parametros do Controle de Qualidade das amostras

Call rate

O Call rate refere-se a quantidade de gendétipos determin&ioglo uma medida
para eliminar amostras com grande quantidade maneschdo interrogados. O limiar de

exclusao geralmente utilizado, varia entre 95%% @9ARIA et al., 2014).

Heterozigose

Valores elevados neste parametro podem ser ingbsatie erros de manipulacao,
acarretando em contaminacdo do DNA, ou apenasithais muito diferentes dos demais
individuos da populacdo. Para tanto, amostra8 aesvios-padrao sdo excluidas visando

contornar esse problema (FARIA et al., 2014).

Estratificacao populacional

A aplicacdo deste parametro objetiva avaliar acé@aentre os individuos, tendo
como base o parentesco gendmico. Quando os indvidpresentam divergéncia nas
populacdes ancestrais ocasiona no aumento de raesadssociados a fenotipos de
maneira errdbnea (CARMO, 2012).

Método Estatistico

Os métodos estatisticos para andlise da relac&alcantre o polimorfismo e as
diferencas fenotipicas tém sido atualizados cotetante. Isso se deve a busca para
quantificar e incorporar aos modelos, fontes deagées possiveis na populacdo estudada,
visando minimizar associacdes espurias (KORTE .et2813). Os métodos estatisticos

amplamente utilizados nos estudos de associagddenti-se em inferénciBayesianae
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Frequentista (ou classica), A principal difereregdre essas duas metodologias € que a
estatistica Bayesiana considera os parametros riestidos de um problema estatistico
como variaveis aleatérias, enquanto a Frequemtistmnsidera constantes (JUNIOR et al.,
2007).

Apesar das discussdes a respeito da infer@ajgsianaterem se iniciado ha
séculos atras, sua aplicacdo em genética quarditéti relativamente recente, sendo
introduzida por FERNANDO & GIANOLA (1986). Esses tares destacam sua
potencialidade no melhoramento genético animal emalgA estatistica d&ayesfoi
proposta com o intuito de resolucdo de problemas ge® o meétodo frequentista
apresentava limitacdes, sendo a principal delasstsativas dos parametros, que levam
em consideragcdo muitas aproximacoes e forte suymsAs suposicdes citadas sdo em
geral baseadas no teorema de limite central podéngo a estimativas e predicbes
erradas, uma vez que € comum essas suposicdes wetadas (JUNIOR et al., 2005;
BROOKS et al., 2011).

Em estatistic8Bayesianaas inferéncias feitas sobre os parametros séodas da
combinacédo entre informacgdespaori (componentes de variancia) e os resultados das
amostras, pelo teorema Bayes Essas informacdespaiori devem ser determinadas antes
da andlise dos dados, assumindo estimativas débdigéio das probabilidades para os
parametros que ndo sdo conhecidos no modelo. Ainagéw das informacdes [faiori e
amostral) fornecem resultadogasteriori dos parametros desconhecidos, que acarretara
em informacgOes sobre estes parametros apés a abderdos dados (BROOKS et al.,
2011).

Apesar da inferénciBayesianaser considerada uma ferramenta poderosa para o
melhoramento, alguns calculos séo intrataveis tegatiente, ou seja, ndo é possivel sua
resolucdo por métodos tradicionalmente utilizad&endo assim, € necessaria a aplicacao
de modelos estocasticos (modelo matemético quézautidiistribuicdo de solucdes
associadas a uma probabilidade). Um dos métodospode ser adotado baseia-se em
cadeias de Markov (MCMC, do ingl&arkov Chain Monte Carlo(JUNIOR et al., 2005).

MCMC é um método iterativo, pelo qual séo feitasipatacionalmente simulacdes
em que cada algoritmo simulado depende da iterag#erior. Havendo iteracOes
suficientemente grandes sua distribuicdo entrard esilibrio. Esse método visa
solucionar problemas de integracdo e otimizacao potacional (GIANOLA &
FERNANDO, 1986; GAMERMAN & LOPES, 2006).
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Um dos programas utilizados para realizacdo ddéisaeaBayesianas utilizando
cadeia de Makov é o GenSel (GARRICK & FERNANDO, 2000 GenSel oferece
opcdes de aplicagdo ao GWAS por meio dos métodgssBa Bayes@ e BayesC. Sendo

a diferenca entre elas a distribuicdo de probaukd goriori.

Fendtipos

As informacbes obtidas por meio dos resultadosGi6AS podem melhorar a
precisdo ao selecionar animais com fendtipos agesse. Para se realizar as analises de
associacdo é importante a obtencédo de informagedipicas da populacdo estudada.
Algumas caracteristicas cuja forma de mensurarciéitdga, podem ser utilizadas as
medidas originais, como por exemplo, medidas entirmetro. Para medidas de dificil
mensuracdo sdo adotadas metodologias de escorgualasdo atribuidas notas ou
pontuacdes de acordo com a forma ou tamanho detedstica. Dentre as caracteristicas
para as quais se utilizam escore visual estdo: Gorapto de umbigo e pelagem
(CANTOR et al., 2010; SANTANA et al., 2014).

Caracteristicas Fenotipicas Avaliadas

Comprimento de umbigo

Animais que apresentam umbigo proeminente (distdateegido ventral), estdo
mais propensos a lesdes e patologias pelo contatio dom o solo, afetando a sanidade
dos mesmos. Assim sendo, torna-se vantajoso a @datetie animais com umbigo de
menor tamanho (BIGNARDI et al., 2011). Nas fémessaecaracteristica € analisada pela
prega umbilical, e nos machos é considerado o ntmprega umbilical e bainha.

A caracteristica de umbigo pode ser consideradangertancia econémica na
criacao de bovinos, pois problemas desse porteedaar em gastos que variam de acordo
com a gravidade das enfermidades. Perdas econfpuocashito de animais, gastos com
veterinario, medicamentos, retardo no crescimemkepeeciacao da carcaca sao alguns dos
prejuizos possiveis (ORTEGA et al., 2007; WINDEY&Ril., 2014).

Devido a relagdo entre 0 umbigo e o prepucio dosnbs, o mesmo torna-se
relevante para aspectos reprodutivos em touros, uando apresentam prolapso (ou
relaxamento da bainha prepucial), sua mucosa fpasta. Essa exposi¢cao permite que 0s
animais estejam mais sujeitos a machucados naorddiévido a sua sensibilidade),

também podendo também acarretar em dificuldadesoméa ou casos de infertilidade nos
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machos. Sendo assim, € interessante que os tqureseatem prepucio de menor tamanho,
de maneira que a mucosa prepucial se posicionenamente a bainha até que haja
exposicao do pénis (Figura 2) (RABELO et al., 2012)

ACEITAVEL NAO ACEITAVEL

Figura 2. Mucosa prepucial interna & bainha (aceitavel;osa prepucial exposta (ndo aceitavel)

(Fonte: Embrapa-Séao Carlos).

O fendtipo comprimento de umbigo € dificil de seensurado. Dessa forma,
metodologias utilizando escores visuais sao adstgaia viabilizar o estudo dessas
caracteristicas em programas de melhoramento (BARLLO et al., 2011). A avaliacdo
visual dos animais visa pontuar as caracteristieaacordo com o tamanho ou forma do
fendtipo estudado. Na Figura 3 esta demonstradala@ido de umbigo, cujo escore pode
variar de 1 a 6, sendo o de numerol representadonpbigo colado a regido ventral, os
escores 2, 3 e 4 denominados funcionais, enquabte 6 sao considerados pendulosos.

Sao preferiveis animais que apresentem umbigompairegido ventral (LEITE, 2009).
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Figura 3. Método de avaliacao por escore de comprimentmigo pelo sistema de avaliagdo de
bovinos de 1 a 6 (Fonte: PPGZOO UFVJM, 2013).

Pelagem

A caracteristica pelagem (ou pelame) é class#dicammo aspecto racial bovino,
definindo aqueles que mais se encaixam ao bio@#poada. Além disso, a pelagem pode
contribuir para adaptacdo dos animais (PORTO-NET@Il.e 2014). Nesse sentido, o
pelame foi descrito associado a infestacdo porsftasa Estudos realizados em animais
Canchim apontam a maior presenca de carrapatomngnaia de pelame mais escuro e
comprido. Este fator pode estar relacionado a haix@idade desses animais em resposta
ao calor (OLIVEIRA & ALENCAR, 1986).

A morfologia dos pelos bovino possuem importammadesempenho fisioldgico
dos animais diante dos fatores ambientais, cafsiitais como comprimento do pelame,
coloracdo, maior didmetro, espessura da capa dampek densidade numérica, sao
aspectos que devem ser considerados, uma vez egteesse térmico pode ser prejudicial
para performance do rebanho (NICOLAU et al., 2004).

A coloracdo do pelame também apresenta assoqusiiva com a pigmentacéo
da epiderme, sendo este, outro importante fatqutatiao, pois animais com pigmentagao
negra sdo menos permeaveis a radiacdo ultraviebeteando-se mais resistentes ao calor.
Em ambientes caracterizados por elevada radiagog cegides tropicais, € preferivel
criacao de animais com pelame claro e epidermer(dgrSILVA et al., 2001; NICOLAU
et al., 2004, Li et al., 2014).

A avaliacdo da caracteristica de pelame bovineaézada por escore visual. De

acordo com o sumario de touros Canchim dispon#ulizpela ABCCAN em parceria com
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Embrapa-Geneplus, os escores para essa caractéenstiam de 1 a 6, sendo mais

indicados para regiao tropical animais de pelotwsuwg claros (Embrapa- Geneplus, 2016).

Circunferéncia escrotal

Outra caracteristica importante para o melhoramgenhético € a circunferéncia
escrotal (CE), cujo fenétipo tem sido relacionadmaesempenho reprodutivo dos touros.
Essa relacdo € direta, ou seja, quanto maior a &&r @ a capacidade de realizar montas,
podendo acarretar em maior numero de bezerros banhe (FORDYCE et al., 2014;
UTSONOMIYA et al., 2014)..

A alta herdabilidade encontrada para a caractaisfiE (em torno de 0,50)
favorece sua utilizagcdo em programas de melhoramenot ser importante indicador de
fertilidade e precocidade sexual (idade a pubeldadereprodutores e novilhas. Sendo
importante ressaltar sua correlagdo positiva cotrosdendtipos de interesse, como por
exemplo, peso e qualidade do sémen. As medidasirdanferéncia escrotal sdo
mensuradas em cm, sendo desejaveis touros de maiedidas (PEREIRA et al., 2001,
BOLIGON et al., 2007).
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HIPOTESE

1.Valores acima de 90% de acuracia sdo obtidosridr g imputacdo de painéis
customizados em animais Nelore.

2.Existe associacdo gendmica ampla entre polimoBsgenéticos no DNA e os fenoétipos
de comprimento de umbigo, pelagem e circunferémserotal em animais da raca

Canchim.
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OBJETIVO GERAL

» Aplicacdo da técnica de imputacdo em animais ledobusca por associacdes entre
caracteristicas fenotipicas de interesse econdenibarcadores SNPs em bovinos da raca

Canchim.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Verificar 20 cenarios de imputacdo em painéisaugados e comerciais

» Analisar a eficiéncia dos painéis customizadagngo submetidos a imputacdo para
painel de maior densidade em animais Nelore;

» Prospectar genes associados com caracterisgcasnaprimento de umbigo, pelagem e

circunferéncia escrotal em animais Canchim;

* Realizar o enriqguecimento funcional, para a aedlie genes com associagao significativa

com os fendtipos de interesse em animais Canchim.
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Uso de painéis comerciais e customizados de marcael® SNP para avaliacdo da

acuricia de imputacéo

Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar acuracia de itggdo de painéis Illlumina® Bovine3K
(3K) e lllumina® BovinelLD (7K), ambos testados cogmmerciais (3k com e 7k com) e
customizados (3k cust e 7k cust), utilizando dapiwg®micos de bovinos da raca Nelore. O
grupo amostral foi composto por 522 animais geadiys em painel lllumina
BovineSNP50 (50K) e 96 em lllumina BovineHD (HD)nifais genotipados em HD
tiveram seus genétipos reduzidos para 50K e sutiozetao controle de qualidade. A
customizacdo dos painéis foi realizada utilizando noarcadores que passaram pelo
controle de qualidade, considerando a distanciae emarcadores e alelos de maior
frequéncia. O método de validagdo cruzada util2@wenarios de imputagdo. A acurécia
da imputagédo foi estimada por porcentagem de aleipsitados corretamente (ACR),
porcentagem de genotipos imputados corretament®GPE correlacdo deearson(r). A
utilizacdo de painéis de baixa densidade customg&aslibmetidos a imputacdo foi
eficiente, uma vez que os valores de acuraciaPaRC e ACR obtidos ficaram em torno
de 90%. Os painéis customizados (3k cust e 7k epsgsentaram vantagem significativa
em relacdo aos painéis comerciais (3k com e 7k enmipdos os cenarios. A classificacéo
dos painéis quanto a acuracia foi a mesma para RERCR, tendo o 7k customizado
como de melhor acuracia seguido pelo 3k customjzédaomercial e 3k comercial. Esse
resultado indica que o uso de customizacéo e imp@afgpossibilita diminuir custos de
genotipagem e aumentar informacbes gendmicas, mmiopando dessa forma maior

confiabilidade e qualidade as anélises subsequentes

Palavras-chave:GenémicaBos indicusbaixa densidade, desequilibrio de ligacao.
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Introducéo

A disponibilidade dos painéis Illumina® Bovine3K K3 ~3000 marcadores) e
lllumina® BovinelLD (7K, ~7000 marcadores) promovarancentivos em estudos
gendmicos pela possibilidade de genotipar animam menor custo. No entanto, sua
baixa densidade dificulta a busca por associagiites gendtipos e fenotipos de interesse.
Outro impasse da utilizacdo desses paineis esguamaplicagcdo em estudos com animais
zebuinos, uma vez que as informacfes genOmicdsadds como referéncia (para a
composicao dos painéis de genotipagem), foram predmtemente de animais de origem
taurina [1,2].

Uma possibilidade de contornar as limitagcbes do ds® painéis comerciais é o
desenvolvimento de painéis customizados de baimsidide. Estes podem ser elaborados
com base em genotipos de animais zebuinos, sendoespecificos, de menor custo, e
quando aliados as técnicas de imputacao propicnmernento consideravel nos dados
gendmicos [3]. Aimputacdo consiste na predicagetetipos que ndo foram interrogados
na genotipagem. Para tanto, sdo inferidas inforemg@enotipicas para individuos
genotipados em menor densidade, tendo como refar@mimais genotipados em
densidade superior [4].

Considerando a importancia de racas zebuinas palmvanocultura, torna-se
necessario o uso de meétodos alternativos que fgaroreo custo-beneficio de estudos
gendmicos voltados ao melhoramento animal. Assindgeo objetivo do trabalho foi
avaliar a acuracia de imputacdo de painéis 3K ec@ierciais (3k com e 7k com) e

customizados (3k cust e 7k cust) utilizando dadw®micos de bovinos da raca Nelore.

Material e Métodos
Dados Amostrais

Para a genotipagem das amostras, foram utilizadis mhinéis de diferentes
densidades, sendo eles: lllumina BovineSNP50 vK)®0lllumina BovineHD (HD). Os
dados foram lidos na plataforntacane, posteriormente, analisados usando o software R
v.3.2.1 [5].

Para a realizacdo das analises foram utilizado®sdag 522 fémeas Nelore
(Fazenda Jatitica - Agua Clara/MS) genotipadas dnelpg0K, e de 96 fémeas Nelore
(Agropecuaria Jorge Ferreira — Juti/MS) genotipadas HD. O grupo HD (96) foi

reduzido para 50K, conforme o painel disponibilzam site da empresa lllumina. Dessa
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forma, totalizou-se dados de 618 animais em 50& fqguam utilizados para realizacao

dos testes de imputagao.

Controle de Qualidade

Os dados amostrais (618 animais 50K) foram suboetd controle de qualidade
(QC, do inglés Quality Control), para a remocaodecadores e amostras com possiveis
erros de genotipagem ou duplicadas, sendo avalpdaseio do pacote GenABEL v. 1.8-
0 [6] integrado ao programa R v. 3.0.2. Os filtdesselecao utilizados forar@all rate dos
SNP (<95%), Equilibrio de Hardy-Weinberg (P<le-Glglo menos frequente (MAF, do
inglésMinor Allele Frequency <2%, SNP de mesma coordenada gen6mica e rerdogao
SNP nao autossdmicos. Os parametros de exclug@adds para individuos foranall
rate (CR) inferiores a 90% e identidade por estado (I8&,nglésldentical By Stafe
maior que 95%.

Para imputacéo dos genotipos, que foi realizadagelgrama Fimpute [7], painéis
comerciais e customizados foram testados com daieside 3K e 7K, para isso os dados
em 50K foram mascarados. A customizacao foi reddizatiizando os marcadores que
passaram pelo controle de qualidade, considerartist@ncia entre marcadores e 0s que

tinham maior MAF dentro de janelas de cinco marceglo

Cenarios de Imputacéo

A acuracia da imputacdo foi realizada de acordm @ método de validacéo
cruzada, o qual realiza ciclos repetidos. Esse doébaseia-se na divisdo dos individuos
em grupos e posterior analise em diversos ciclosssivos, de modo que cada grupo seja
validado ao menos uma vez. Primeiramente, os dflas agrupados, aleatorizados e
divididos ao acaso em cinco grupos de igual tamaghe em decorréncia do numero
amostral, foram formados quatro grupos contendarddi¢iduos e um grupo de 122.

Os conjuntos de referéncia e validagéo foramredthys de modo que cada um dos
cinco grupos pudessem ser validados, totalizandme@@rios de imputacao. As populacdes
de validacao tiveram seu genotipo reduzido para@Kercial (3K com), 3K customizados
(3K cust), 7K comercial (7K com) e 7K customizaqdK cust). Os gendtipos reduzidos
para painéis comerciais, foram feitos a partir @asmplares 3K e 7K disponibilizados no
site da lllumina. Assim sendo, cada individuo tee® gendtipo mascarado para essas

densidades ao menos uma vez (Figura 4).
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Figura 4 Esquema da validacdo cruzada, na qual os pa@iémom (3K comercial), 3K cust (3K customizado)K @om (7K comercial) e 7K cust (7K
customizado) foram imputados para 50K.O grupo didagho foi alternado até que os cinco grupos (slizddos por cada retdngulo) tenham sido testados.

Totalizando 20 cenérios.
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Acuracia da Imputacao

A acuracia da imputacdo foi estimada por porcemtage alelos imputados
corretamente (ACR, do inglédl@les Correctly, porcentagem de gendtipos imputados
corretamente (PERC, sigla do ingédentage of Correct)ye correlagcdo dearson
(r), comparando os genodtipos imputados aos gersdtpservados. Para o calculo de

ACR e PERC foram utilizadas as seguintes formuéspectivamente:

5 (p; + 0.5= pg;)

na;
ACR = .
N

em quep € o numero de gendtipos com dois alelos imputamsetamente do

individuoi, pg nimero de gendtipos com um alelo imputado corretaendo individuo
i, na niumero total de gendtipos do individue N numero de individuos na populacéo

de validacao.

PERC =

sendogc numero de gendtipos imputados corretamente deidwd i, ng nimero total
de genotipos do individuce N niumero de individuos na populacdo de validacao.

Os calculos foram realizados para individuo e paaiecador. Os resultados para
as diferentes densidades de painéis foram subreaimoeste Kruskal-Wallis usando o

pacoteagricolaedo R [8].

Resultados e Discusséo

Apoés o controle de qualidade, permaneceram 6l#haasie 24066 marcadores
que foram utilizados, posteriormente, para impwiaca

Na Tabela 1, foram representados os numeros deadwes utilizados nos

painéis customizados e nos comerciais.
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Tabela 1 Numeros de marcadores (SNP) resultantes de pam&tomizados e

comerciais, ap0s o controle de qualidade.

Painel SNP
3K com 2025
3K cust 3012
7K com 4678
7K cust 7012
50K 24066

O painel 3K cust e 7K cust permaneceram com nugiantidade de marcadores
apos o controle de qualidade em relacdo ao corheEsae fato pode ser explicado,
tanto pela eficiéncia da técnica de reducdo doscadares, como também pela
predominancia de genoétipos de animais taurinodizadbs como referéncia na
confeccdo dos painéis de baixa densidade comeedials. A menor proporcdo de
genotipos de referéncia dgos indicusnos painéis comerciais 3K e 7K, pode ter
determinado menor combinacdo de marcadores em codwemte o processo de
reducdo dos gendtipos [2].

Na Tabela 2 foram demonstradas as diferencas astacuracias dos painéis
customizados e comerciais. O 7k customizado api@senelhor acuracia seguido pelo

3k customizado, 7k comercial e 3k comercial.

Tabela 2 Acuracia da precisdo dos genotipos imputadosindividuo (ID) e por
marcador (SNP).

SNP ID

Painel PERC ACR® r’ PERC ACR® r’
3Kconf  84,3(0,106) 0,918 (0,057) 0,647 (0,181) 90,8639) 0,953 (0,022) 0,877 (0,036)
3Kcusf  91,3(0,06) 0,955 (0,032) 0,778 (0,143) 95,77 (0,029) 0,978 (0,016) 0,936 (0,024)
7K conf 90,8 (0,069) 0,953 (0,036) 0,8 (0,134) 84,32(0)0300,918 (0,016) 0,931 (0,025)
7K cust 95,8 (0,036) 0,979 (0,019) 0,879 (0,109) 91,32 (0,018) 0,955(0,01) 0,971 (0,014)

'Porcentagem de gendtipos imputados corretaméMéglia de alelos imputados corretamente ;
*Correlacdo de Pearson; (Desvio padrdo). Letrasretifes ao lado dos painéis indicam

diferenca estatistica entre as acuracias.
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Os painéis customizados apresentaram vantagenficagiua em relacdo aos
painéis comerciais em todos os casos. Os de aauP&iRC, ACR e r, apresentaram
resultados semelhantes de modo que a classificggigainéis foi a mesma para a
maioria das avaliacbes. A média de alelos imputadostamente apresentou valores
elevados mesmo quando aplicados em painel de rdensidade (3K) (Tabela 2).

Estudos com animais zebuinos da raca Gir utilizanfitommacdes de pedigree,
apresentaram valores semelhantes de ACR por mardadealor de 3K comercial
obtido por Gir foi de 0,942 (desvio de 0,032), doaao de Nelore o ACR foi de 0,918 e
0,955 comercial e customizado, respectivamente [9].

Quanto ao 7K para Gir (0,97, desvio de 0,022) amtes! resultado superior ao
de Nelore comercial e semelhante comparados aonsizstdo (0,953 e 0,979 comercial
e customizado, respectivamente) [9]. Resultadolaingie imputacdo para o calculo
PERC em painel 7K comercial foi obtido por Carvalhet al (2014) por SNP também
com dados gendmicos de Nelore (PERC de 90%) [10].

A correlacdo para individuo em Nelore alcangcoutagem dos painéis
customizados 3K (0,936) e 7K (0,971), comparadasd@oBoison et al (2015) em Gir.
Sendo que este teve o valor de r para 3K de 0@i@padréo de 0,053) e para 7K de
0,961 (desvio- padrao de 0,037).

Devido aos métodos de imputacdo considerararemseqdéibrio de ligacao
entre os marcadores, espera-se que dados impupadesnientes de animais taurinos
tenham maiores valores de acuracia. Uma vez qpaingis comercializados possuem
maior quantidade de informacdo genotipica de asirtairinos, favorecendo entdo a
combinacdo de haplotipos compartilhados [11]. Nearo, neste trabalho foram
encontrados valores de acuracia semelhantes aestutios realizados com bovinos das
racas Holstein, Brown Swiss e Simental [13,14].

Para imputacdo de 3K para 50K, SARGOLZAEI et a1@) realizando
imputacdo de genoétipos mascarados de animais ewsopecontraram valores de ACR
correspondentes aos encontrados neste trabalhoppareis comerciais (0,95). Em
relacdo ao 3K customizado, esses autores encantrakres menores do que o 3K
cust (0,97) aplicados em zebuinos. Esse resultaticai a potencialidade e importancia
de criacdo de protocolos customizados. E relevassaltar que os painéis comerciais
de 3K e 7K apresentam maior porcentagem de infayesagendmicas oriundas de

animais europeus.
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Os resultados de r por individuo para as denssl&#e(0,936) e 7K (0,971)
customizados também foram superiores quando codgmm@os de DIMAURO et al
(2013) utilizando o programa PSLR, com valores @9® e 0,851 para 3K e para 7K,
respectivamente. Utilizando o programa Beagle, smeeautor alcancou valores de
0,942 e 0,905, para 3K e 7K, respectivamente.

Os resultados indicaram que a acuracia oriundeéddca de imputagdo pode
variar de acordo com o painel utilizado (customizadi comercial), a escolha dos
meétodos de imputacdo e calculos de acuracia. Sasglm, ndo ha um protocolo que
forneca precisao de imputacédo em todos os cerfdfips

Os resultados significativos para a acuracia nestiedo favorecem a aplicacao
das técnicas de customizacdo e imputacdo em pasqeiacionadas como a selecdo
gendmica, uma vez que o valor gendmico € inversenpoporcional a taxa de erro da
imputacdo [15]. Sendo também possivel a utilizad@stes painéis customizados em
estudos de associagdo gendmica (GWAS), levandsudtados mais confiaveis pelo

maior numero de marcadores [1].

Concluséo

Os painéis customizados destacaram-se em relas@ma@rciais com melhores
resultados de acuréacia. Esse fato indica a potfatarl@ do uso desses paineis para
estudos gendémicos, reduzindo custos e proporciendados com qualidade, aptos para

aplicacdo em estudos posteriores.

Lista de abreviagbes

3K —lllumina Bovine3K

7K —lllumina BovineLD

50K —Illumina BovineSNP50

HD — Illlumina BovineHD

3K cust - lllumina Bovine3Kcustomizado

7K cust - lllumina BovineLDcustomizado

3K cust - lllumina Bovine3Kcomercial

7K cust - lllumina BovineLDcommercial

ACR - Alelos imputados corretamente, do ingidieles correctly.
PERC — Porcentagem de genotipos imputados corretament&)gés percentage of

correctly
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QC —Controle de qualidade, do inglés Quality Control

MAF — Frequéncia do Alelo menor, do ingés do indlésor allele frequency

IBS —Identidade por estado, do ingléentical by state

SNP -Polimorfismo de nucleotideo unico, do ing&iagle Nucleotide Polymorphism

r — Correlacédo d@earson

GWAS - Estudos de associagdo gendmica ampla, do igg@®me Wide Association
Study.

Perspectivas Futuras

O desenvolvimento de banco de dados nos quais ggrdeser disponibilizadas
informacdes de dados genotipados em alta densid&ad®lizaria estudos na area de
gendmica. Assim como a disponibilizacdo de paingsomizados, dessa forma seria
possivel a utilizacdo de painéis de baixa densidagmizados (de menor custo), para

gue esses dados pudessem ser imputados.
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Prospeccao de genes associados com caracteristamsomprimento de umbigo,

pelagem e circunferéncia escrotal em bovinos Canchi

Resumo

O objetivo desse trabalho foi identificar regiden@micas e genes em associagdo com
as caracteristicas de comprimento de umbigo, pelageircunferéncia escrotal (CE)
em bovinos da ragca Canchifforam utilizados dados imputados de marcadoregpdo t
polimorfismos de nucleotideo Unjcoom acuracia superior a 95%. As analises de
associacdo gendémica ampla foram conduzidas pelodm@&ayes B implementado no
programa GenSel, considerando como significativasregides que apresentaram
Variancia Genética Aditiva Explicada superior a994l O GWAS indicou 31 regides
em associacdo com comprimento de umbigo, uma regigopelagem e quatro regides
relacionadas a CE. Nessas regides foram identdecad locos quantitativos (QTLS)
relacionados com comprimento de umbigo e 5 com dtianto a pelagem os QTLs
detectados n&do apresentaram relacdo, previamestgitd, com essa caracteristica.
Dentre os genes candidatos nas regifes assocragansges foram citados em trabalhos
anteriores, com funcdes bioldgicas relacionavetaracteristica de umbigo, um para
pelagem e trés para CE. Os gehBH EM176Ae TMEM176AB candidatos a associacéo
com a caracteristica umbigo, sdo ortélogos em haman constituem o cluster
Androgen Induced .1A identificacdo de genes e QTLSs, previamente descma
literatura, com funcédo relacionada com as caratieas estudadas reforcam as
evidéncias de que as regides encontradas estaciaass com as caracteristicas de
comprimento de umbigo, pelagem e CE. Esse conhatonmmodera contribuir para a
compreensao da arquitetura genética envolvida maessdo desses caracteres em
bovinos Canchim.

Palavras-chave:Inferéncia Bayesiana. GWAS. Polimorfismos. SNP.
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1. Introducéo

Rebanhos destinados a producédo de carne queanmtilimuros Canchim (5/8
Charolés e 3/8 zebuinos) em sistemas de acasatapwddem obter ganhos que chegam
a 2,7@ no peso da carcaca ao abate em comparagateomais bovinos de corte (Tupy
et al., 2006). Essa raca também tem se destacadcsga qualidade de carne e por
possui boa adaptacao as condi¢cdes de ambientear@puzanskas et al., 2014; Mokry
et al., 2013). Pesquisas de genética quantitaileram conduzidas nessa raca para
avaliar parametros genéticos de caracteristicasiogladas ao desempenho reprodutivo,
escore visual de umbigo e pelagem. No entanto,eg#eas especificas ou genes
responsaveis pela variagcdo genética dessas céstactsr ainda devem ser elucidadas
(Barichello et al., 2010; Bignardi et al., 2011;Zanskas et al., 2014).

Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) tiorusilizados em bovinos
de corte para avaliar marcadores do tipo polimmdis de nucleotideo Unico (SNP),
envolvidos na manifestacdo de caracteristicas mativas. As informacfes obtidas a
partir desses marcadores podem explicam parte riec@a nos fenoétipos de interesse
econdmico (Cantor et al., 2010; Santana et al4R01

Dentre os varios fendtipos que sdo de interessegarelhoramento do rebanho,
estdo aqueles voltados a adaptacdo e funcionalidad®o por exemplo, pelagem e
comprimento de umbigo. Animais com umbigo que pssem a linha do jarrete estao
mais susceptiveis a prolapso de prepulcio e pagsqur terem maior contato com o
pasto, portanto, é conveniente elimina-los do plaptodutivo. A caracteristica de
pelame estad ligada a aspectos raciais e adaptaseoslo preferiveis, para regiées

tropicais, bovinos com pelos curtos e claros (@rietgal., 2007; Windeyer et al., 2014).

43



Outra caracteristica que afeta economicamenteagdaride bovinos de corte é a
avaliacdo da circunferéncia escrotal (CE), que ds&tamente relacionada com o
desempenho reprodutivo em touros e precocidadeakpas filhas desses touros. Essa
caracteristica € um importante indicador de fedddie, por apresentar correlacdo
genética com precocidade sexual em reprodutoregvihas (Fordyce et al., 2014;
Utsunomiya et al., 2014).

Neste contexto e visando contribuir com o melhordmegenético da raca
Canchim, o objetivo deste trabalho foi identifiogenes e regibes cromossdmicas
envolvidas com as caracteristicas comprimento deigonpelagem e CE por meio de
métodos Bayesianos.

1. Material e Métodos

2.1. Dados de valores genéticos preditos desregiess

Para avaliacdo das caracteristicas foram utilizaddsres genéticos preditos
desregressados (dEBV) de 1106 animais para astemsticas comprimento de
umbigo, pelagem e circunferéncia escrotal, por nigometodologia proposta por
Garrick et al. (2009). Essas informacdes foramdaistido banco de dados do Programa

Geneplus/Embrapa de Melhoramento Genético da ragah@n.

1.2.Dados genotipicos
Os genotipos dos animais estudados foram provesiedd banco de dados da
Embrapa Beef Cattle (EBC) e Embrapa Southeast tagkgESL). Quanto aos dados
provenientes da EBC, o primeiro conjunto de dadm#endo 462 individuos foram
genotipados por meio do llluminBovineSNP50 v2 BeadChkip(50K). O segundo
conjunto de dados foi composto por 169 individuesogipados por meio d8eneSeek

Genomic Profiler HD®(80k). O terceiro conjunto de dados foi composto p8d
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individuos genotipados por meio @wvineHD BeadChi@ (HD). Desse total de 644
animais genotipados, 548 eram da raca Canchimd® @Bupo genético MA (progénie
de touro Charolés e vaca ¥2 Canchim + % Zebu e emmslo em média 65,6%
Charolés e 34,4% Zebu).

Todos 0s gendtipos do banco de dados da EBC penter animais que
participaram das Provas Canchim de Avaliacdo deepsnho (PCADs), avaliados
entre os anos de 2011 & 2014. As PCADs séo proamyidla Associagdo Brasileira
dos Criadores de Canchim (ABCCAN) e Programa Gesdpimbrapa.

Referente ao banco de dados gendmicos da ESL idgibradas informacgdes de
57 animais (filhos de 49 touros) que possuiam DEBl@gada. Estes marcadores foram
genotipados em painel HD, sendo 30 fémeas (21 @arel® MA) e 27 machos (11

Canchim e 16 MA).

1.3. Controle de Qualidade e Imputacéo

Foram considerados somente SNPs com coordenadémigas conhecidas e
contidos nos cromossomos autossdmicos e, nesta, etaga conjunto de dados foi
analisado separadamente. Os seguintes critériosagds de exclusdo foram utilizados:
genotipos conGenotype Calling Sconaferior a 50%; amostras e SNPs c@all Rate
inferior a 95%; frequéncia alélica minima (MAF) B&; amostras que apresentaram
heterozigose > 75%; valor de P do teste qui-quadfara equilibrio de Hardy-
Weinberg < 0.000001; para SNPs situados em mesordastada gendmica excluiu-se
o de menor MAF; para pares de SNPs com correlagderisr a 0,98, excluiu-se o de
menor MAF. Essa etapa foi realizada por meiosdepts no software estatistico R
v.3.1.3 (R Development Core Team, 2013), utilizarmlgpacote snpStats v1.16.0

(Clayton, 2012).
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A imputacéo foi realizada por meio doftwareFIlmpute v.2.2. (Sargolzaei et
al., 2014), de acordo com os procedimentos desguito Santiago et al. (2017). Apds a
imputacao, os dados gendmicos foram submetidos mowm controle de qualidade, em
gue permaneceram para 0s estudos posteriores aupreles marcadores com acuracia
maior do que 95%, MAF maior que 5% e P >0.000004s apteste de qui-quadrado
para o equilibrio de Hardy Weinberg. SNPs com valfarior de MAF entre pares de

SNP altamente correlacionados (> 0,98) foram edokii

1.4.Estudo de Associacao gendmica ampla (GWAS)

O GWAS foi conduzido por meio do sistema operadidumaux, utilizando o
métodoBayes Bcontido no programa GenSel v.1.14 (Fernando aadtick, 2008),
utilizando simulag@o estocastica Monte Carlo videa@s de Markov para estimar o
efeito dos marcadores.

Os dados de gendétipos e dEBV foram simultaneamantdisados, sendo
utilizados apenas animais que apresentassem anibaeacdes. Dessa maneira, apos o
controle de qualidade totalizaram 697 animais (ocdormacdes de gendétipos e dEBV),
usados para analises subsequentes.

As cadeias de Markov incluiram 50.000 iteracdemscprimeiras 10.000 foram
descartadas nourn-in. Estimativas dos efeitos de marcadores foram aadzs a cada
quatro iteracbes. A inferéncia de associacdo nesxkelo de regressdo mdultipla foi
realizada com base em janelas de 1 Megabase (Mb)stAbuicdo der utilizadaa
priori emBayes Hoi obtida por meio da metodologia Bayes@, utilizando o valor a
priori de 0,5 (Habier et al., 2011).

Janelas que contém varios marcadores capturam umadeg parte da

variabilidade dentro das regides cromossOmicadapiy, a associacao entre regides
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gendmicas e tracos fenotipicos foi testada atrdeéavaliacdo de 2.521 janelas néo
sobrepostas de 1Mb (1 milh&do de pares de basesiclb@t al., 2012). A proporgéo
esperada de variancia genética aditiva para umaajagspecifica foi calculada de
acordo com Onteru et al. (2013), em qu®% / 2.521resultaram em 0,039%. Assim,
as janelas que explicam pelo menos 0,19% da vaidemética, que € cinco vezes
maior do que o esperadd,039% * 5 = 0,19% foram consideradas regifes associadas
a QTLs. O efeito dos marcadores foi padronizadaatedo com Sollero et al. (2014),
em que(a)2/a’ai

1.5.Enriquecimento Funcional

As regides significativas detectadas pelo GWASnoexploradas por meio do
banco de dadosattleQTLdb (Hu et al.,, 2006), para reconhecer locos a®@aateres
guantitativos (QTLs) que foram descritos em bovinBssas regifes candidatas a
associagdo foram também submetidas a buscas no bdandados BioMart (Ensembl
Release 8P (Kinsella et al., 2011) utilizando a anotacdoggmoma bovino UMD3.1,
para a procura dos genes nessas regides iderdsic&@ra investigar associacoes ja
descritas, entre as caracteristicas estudadagenes identificados pelo GWAS, foram
realizadas buscas na literatura disponivel.

Os genes detectados foram submetidos a andlisaoahc utilizando o
programa DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (Denatsal., 2003). Por meio do
DAVID, buscou-se interacdes significativas (P <0Q)0 entre 0s genes @usters
relacionados com as caracteristicas de umbigog@mia CE, para essa busca utilizou-
se informagBes de genes ortélogos em humanos, aeid melhor anotacdo do

genoma.
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2. Resultados
O GWAS identificou regifes significativamente assdas com as
caracteristicas estudadas (VGAE>0.19), sendo 34 gamprimento de umbigo, uma
regido para pelagem e quatro regides relacionadds. ®evido ao elevado numero de
regides identificadas para a caracteristica comgrion de umbigo, somente foram

utilizadas na busca funcional as 10 regides conomsggnificancia (Tabela 1).

Tabela 1. Posicdo de inicio e fim, em pares de bases, diSesede maior efeito de
Variancia Aditiva Explicada (VAE) para as caractcas de comprimento de umbigo,

pelagem e circunferéncia escrotal.

BTA' Caracteristica Posicdo (pbj NGmero de SNPs VAE? (%)
4 Umbigo 114054220 - 114991337 147 1.1
14 Umbigo 34002686 - 34989681 145 1.0
5 Umbigo 61006403 - 61985977 160 0.9
29 Umbigo 29000227 - 29997975 152 0.7
22 Umbigo 22012223 - 22999992 194 0.6
15 Umbigo 19003159 - 19982187 143 0.5
1 Umbigo 141006408 - 141995096 139 0.5
5 Umbigo 49004461 - 49987641 111 04
9 Umbigo 89003986 - 89993018 104 04
3 Umbigo 17052592 - 17933808 200 0.4
3 Pelagem 36000665 - 36995924 108 1.9
8 CE 106001959 - 106996237 97 0.3
21 CE 35026794 - 35999106 210 0.2
12 CE 28013232 - 28999952 137 0.2
1 CE 71001536 - 71997868 181 0.2

"Cromossomo bovindpb: posicdo onde a janela comeca e termina em parbases;

3variancia aditiva explicada.

A busca por QTLs no banco de dadistleQTLdbresultou na identificacao de
68 QTLs nas janelas referentes a umbigo, 4 paegeel e 39 para CE. Desses valores
totais de QTLs, aqueles que foram previamente descrelacionados com as

caracteristicas abordadas estdo listados na tdhelAs regibes gendmica mais

48



promissoras associadas ao comprimento de umbigmnftwcalizadas no cromossomo
5. Apesar de ndo haverem locos especificos paragamioram identificados QTLs

para caracteristicas previamente relacionadas. Eamacteristica de CE os QTLs
identificados séo relacionados a reproducdo em osaehfémeas. Nas janelas em
associagdo com pelagem, foram detectados QTLsmpestes ndo foram relacionaveis

com a caracteristica de pelame.

Tabela 2. Niumeros de acesso dos locos quantitativos posidas em regides
cromossOmicas que apresentaram associacado com icwnfwr de umbigo e

circunferéncia escrotal, e que possuem algumade|atescrita na literatura, com esses

tracos.
Caracteristica QTLs® BTA? Nimero de acessb

Coloracéo da pelagem 5 37341
Umbigo Taxa de Fertilidade 5 62357
Circunferéncia Taxa de prenhés das filha 8 43818
Escrotal Facilidade no parto 8 43825
Concepcao por inseminagi 12 15276
Quantidade espermatica 1 65823

I oci de caracteres quantitativéEromossomo bovino™NUmero de acesso no Cattle QTLdb

O banco de daddosnsembl consultado para explorar as regides significativa
possibilitou identificar 88 genes referentes ao womento do umbigo, dois para a
caracteristica pelagem e 37 para CE (Table S2)esEgenes candidatos foram
submetidos a busca na literatura disponivel, em/qgenes foram citados em trabalhos
anteriores, com funcdes bioldgicas relacionavetaracteristica de umbigo, um para

pelagem e trés para CE. Esses genes estdo derdossieatabela 3.
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Tabela 3. Genes detectados pelo GWAS e suas funcbes biakgientificadas pela

analise de enriquecimento funcional.

Gene Fenotipo Cromossomo  Funcéo Nome do Gene

IGSF5 Umbigo 1 Reproducdo immunoglobulin superfamily member 5

NOS3 Umbigo 4 Prepucio nitric oxide synthase 3
TMEM176A Umbigo 4 Pele transmembrane protein 176A
TMEM176B Umbigo 4 Pele transmembrane protein 176B

WIF1 Umbigo 5 Pelagem WNT inhibitory factor 1

PKIB Umbigo 9 Adaptagéo Proteina kinase

DDX25 Umbigo 29 Reproducéo DEAD-box helicase 25

NTNG1 Pelagem 3 Pelagem Netrin G1

BRCA2 CE 12 Reproducao DNA repair associated

LOXL1 CE 21 Reproducao lysyl oxidase like 1

GZMB CE 21 Reproducao granzyme B

Os genesTMEM176A e TMEM176AB candidatos a associagdo com a
caracteristica umbigo, sdo ortélogos em humanosnstituem o clusteAndrogen
Induced 1 (AIG1, Id: GO:0005525). Em relacdo a pelagem e @& foram

identificadas relacdes entre os genes candidathsters.

3. Discusséo

Os QTLs presentes em regides associadas ao fendtipigo, que sao relativos
a reproducdo, corroboram com estudos anterioresdggtacam a importancia do
comprimento do umbigo para aspectos reprodutivoscenos. Isso ocorre devido a
fatores hereditarios que predispdem animais de gosbalongados e pendulosos a
terem prolapso prepucial (Koury Filho et al., 2003)

Mediante a relagdo previamente estabelecida entrgrmento do umbigo e
prepucio, o gen&dOS3 candidato a associacdo com a caracteristica degamfoi
identificado em células endoteliais microvasculagésmicas de prepucio neonatal.
Essas células possuem atividades em processdédisas e patoldgicos na pele (Cha

et al., 2005; McGowan et al., 2002).
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Ainda com relacdo as regides em associagdo conganmis genesGSF5e
DDX25 também apresentaram relacdo com aspectos reprasluv gend GSF5 foi
descrito como associado a infertilidade em estuldoexpressao utilizando ratos. Este
gene é expresso no mesonefro, necessario paranacido dos tabulos seminiferos.
Estes tdbulos situam-se no testiculo, no qual ecarproducdo dos espermatozoides
(Gitton et al., 2002). O gerl@DX25 esté presente em células testiculares de roedores
sua expressao apresentou-se como essencial pardidatie de camundongos (Tsai-
Morris et al., 2007).

Umbigo e pelagem sédo importantes caracteristisae®$ para a adaptacéo de
bovinos. Sendo assim, regides gendmicas em comenesigjam afetando a expresséao
desses fendtipos podem ser benéficos para o meleata de ambos
concomitantemente (Corbet et al., 2007). Desseemm@mo BTA 5 do GWAS para
caracteristica de comprimento de umbigo, foi ideaiilo QTL relacionado com o
fendtipo de pelagem, Porto-Neto et al. (2014) estdd animais da raga Brahman,
também identificou a relacdo entre esses doisgra@ste mesmo cromossomo.

O geneWIFI, candidato a associacdo com a caracteristica deganfoi
detectado em estudos de expressdo, sendo relagiamoad a quantidade de pelos
produzidos em ratos. Esse gene que esta preserBdA® interage com proteinas
morfogenética do 0sso envolvidas na formacao erthmede foliculos pilosos (Sharov
et al., 2006).

Os gene§MEM176Ae TMEM176Bsé&o expressos em células envolvidas com
0 sistema imune. Deficiéncia na transcricdo degsees esta envolvida com maior
incidéncia de inflamacdes da pele, como a pso(i2ggont et al., 2016).

O PKIB foi detectado em estudos de associacao em bowvrpsl relaciona a

expressdo desse gene a aspectos adaptativos pg#iesréopicais, uma vez que o
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mesmo nao foi identificado em individuos estudddos destas regides. Essa diferenca
foi apontada como resultante de pressdes selgbias sobrevivéncia de mamiferos
(Amorim et al., 2015; Chung et al., 2009).

Na regido apontada pelo GWAS que apresentou asdoc@m pelagem, nao
foram relatados até o momento locos quantitatigtzcionados a essa caracteristica. No
entanto, essa regido pode ser candidata a QTLagesentar o gemMdTNG1 que foi
associado a pelagem neste e em outros trabalhgsrirglp a necessidade de mais
estudos acerca dessa regiao.

O gene candidatdlTNG], foi confirmado como diferencialmente importante
para a caracteristica de pelagem lisa ou encadecela ovinos (Kang et al., 2013). A
morfologia da pelagem possui importancia para atagao do animal por afetar trocas
térmicas de calor, atuando no isolamento térmiafitiéncia da termdlise evaporativa
(termorregulagdo que assegura perda de calor nadshaigh e atributos
termorreguladores associados (Barnabe, 1975;4dli,2014; Nicolau et al., 2004).

Nas regides candidatas a associacao com CE foetectaddos QTLs e genes
que desempenham funcdo na taxa de prenhes das fdbdidade no parto e concepcéao
por inseminacgéo. Esses resultados corroboram ctudassanteriores que estabelecem
a relagcéo entre CE e caracteres de reproducdomeasé A CE foi também relacionada
com a capacidade reprodutiva de touros pela quatdide esperma (Silva et al., 2001).

Ha controvérsias entre a selecdo de novilhas miedi@sultados obtidos por
meio de reprodutores, no entanto, estudos de aQ&elentre circunferéncia escrotal e
caracteristicas reprodutivas em fémeas descendergegltaram em estimativas
satisfatérias. Esses resultados demonstram a pokgie de considerar a CE como
indicador de caracteres reprodutivos desejaveidéeneas (filhas), como a idade a

puberdade, que apresentou correlacdo de -0.70cBsstacdo negativa € desejavel por
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expressar que quanto maior a CE dos touros em meéade suas filhas entrardo a
puberdade (Santana et al., 2014).

Dentre 0s genes presentes em regides apontadasGp¢AS para possivel
associagcdo com CE, mutacbes no geBBRCA2 estdo relacionadas com o
desenvolvimento de cancer de mama, ovario e cdlecprostata em humanos (Fortuny
et al., 2008).

LOXL1 é um gene que codifica uma proteina envolvidaonadcdo de fibras
elasticas, sendo importante para estudos que buacapmpreensdo de mecanismos
relacionados com o prolapso de 6rgdos pélvicos.rédias e em primatas, mutacdes
nesse gene acarretam em descida da vagina, ddadtero, da bexiga e prolapso retal
através da descida da musculatura do assoalhac@é@onsonni et al., 2012). Nos
machos, mutacdes nesse gene foram associadas raigéni da protrusdo testicular,
incluindo protruséo perineal, morfologia escrotaénms desenvolvida, reducdo da
distancia anogenital, testiculos mal palpaveis &o palpaveis e menor concentracdo
espermatica. AssimIloOXL1 demonstrou, em estudos preévios, relacdo comibdade
em ratos (Wood et al., 2009).

O gene candidatGZMB est4 envolvido com 0 sucesso da gravidez em ratas.
Foram relatados que alteracbes nesse gene acaepstidmaixa fertilidade, isso ocorre
devido a maior dificuldade de implantacdo do entbnid uUtero (Nufio-Ayala et al.,
2012). A expressdo dGZMB também foi identificada no endométrio de equinos e
caracterizada como de grande importancia no est@beinto da gravidez (Tachibana
et al., 2013).

Os genes candidatos a associagdo com o comprimentmbigo, pelagem e CE
foram submetidos a busca por relacdo com cludterm essa busca foram utilizados

genes ortélogos mapeados em humanos. A utilizagdofdrmagéo de seres humanos
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foi motivada por ser a espécie de mamiferos comrgamelhor anotado (Monaco et
al., 2015).

Os genesTMEM176A e TMEM176AB candidatos a associagdo com a
caracteristica comprimento de umbigo, sdo ortélogms humanos e constituem o
clusterAndrogen Induced {(AIG1, Id: GO:0005525). Genes pertencentes a @sséer
tem relacdo descrita com o0 cancer de prostatadggempenharem importante fungéo
na regulacédo da apoptose e manutencao do cicldacdlevina et al., 2015). A
provavel causa de auséncia de relacdo, entre oss gafentificados para as
caracteristicas de pelagem e CE com clusters, éogugenes estejam atuando de
maneira independente.

4. Concluséo

Nas janelas identificadas pelo GWAS foram detedddoos e genes candidatos
previamente descritos na literatura, com funcdacrehada com as caracteristicas
estudadas, reforcando os indicios de associacdaoomrimento de umbigo, pelagem
e circunferéncia escrotal. Esse conhecimento pod®@rtibuir para a compreensao da
arquitetura genética envolvida na expressao dessasteres. Além de colaborar com o
desenvolvimento de modelos de predicdo de mérit@tg® para implementacdo de
selecdo gendmica na raca Canchim, ja que estaderésticas fazem parte da avaliacao
genética tradicional, que é realizada anualmenke pe®grama de melhoramento da

raca.
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Anexo

Anexo 1 “Manhattan plot dos efeitos padronizados do teste de associag@ongca
ampla por meio de Bayes B com= 0,99, para as caracteristicas de umbigo (A),

pelagem (B) e circunferéncia escrotal (C) em bavith® raca Canchim.
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