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Resumo: O desequilibrio de ligacdo (LD) de um modo geral refere-se a associacdo ndo aleatoria de
alelos de diferentes locos, que varia em funcdo da amostra da populagéo e da geracéo estudada. Sendo
assim o objetivo deste estudo foi comparar as estimativas das estatisticas de desequilibrio de ligagdo com
base na distancia fisica em amostra de bovinos da raga Guzera. Neste estudo, foram utilizados vinte e
cinco touros pertencentes ao Programa Nacional de Melhoramento de Guzera para Leite. A genotipagem
foi realizada utilizando High Density Bovine SNP BeadChip do Illumina Infinium HD Assay®. O
desequilibrio de ligagio entre dois SNPs foi avaliado utilizando o r* ¢ o valor absoluto de D'. A média
geral foi de 0,25 para r? e 0,81 para |D'|. O |D'| tendeu a superestimar as estatisticas de DL para diferentes
distdncias. O DL observado para os marcadores presentes nesse chip, principalmente para aqueles
distanciados a menos de 60 Kb, podem ser adequados & estimacéo de valores genéticos gendmicos para
animais da raca Guzera.
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Linkage disequilibrium with a high density panel in the bovine genomes of Guzera breed

Abstract: Linkage disequilibrium (LD) generally refers to the non-random association of alleles of
different loci, which varies according to the population sampled and generation studied. Therefore the
objective of this study was to compare the estimates of the statistics for linkage disequilibrium based on
the physical distance in bovines of Guzerd breed. In this study, we used twenty-five bulls belonging to
the National Program for the Improvement of Guzera Dairy Cattle. Genotyping was performed using
High Density Bovine BeadChip SNP of Illumina's Infinium HD Assay ®. Linkage disequilibrium
between two SNP was evaluated using the absolute value of r? and D . The overall average was 0.25 and
0.81 for, respectively, r* and |D'|. The |D'| tended to overestimate the LD statistics for different distances.
The LD observed for markers present in this chip, especially for those distant less than 60 kb, may be
suitable to estimation of genomic breeding values for Guzera breed animals.
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Introducao

O desequilibrio de ligacdo (DL) de um modo geral refere-se a associagdo nao aleatéria de alelos
de diferentes locos. Este fendmeno esta relacionado a ocorréncia de recombinagfes histéricas ocorridas
antes mesmo do inicio da genotipagem, sendo propriedade de uma populacdo e da geracdo em que é
medida. A exploracdo deste conhecimento é ampla e mais recentemente utilizada nas analises de sele¢do
gendmica. Estas analises exploram o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores e genes de interesse
econdmico para identificar regifes gendmicas com potencial, ou sob influéncia, de sele¢do, bem como no
estabelecimento de mapas de desequilibrio importantes para o estudo da diversidade genética dentro e
entre racas (McKay et al., 2007). Os marcadores moleculares do tipo polimorfismo de nucleotideo unico
(SNP) tém sido amplamente utilizados em estudos de DL (ZHANG et al., 2012). Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi comparar as estimativas das estatisticas do desequilibrio de ligacdo em funcdo da
distancia fisica em bovinos da raca Guzera, usando marcadores SNP.
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Material e Métodos

Amostras de vinte e cinco touros pertencentes ao Programa de Melhoramento do Guzera para
Leite foram utilizadas neste estudo. A genotipagem foi realizada utilizando o High Density Bovine SNP
BeadChip do Illumina Infinium HD Assay®. O High Density Bovine SNP BeadChip contém mais de 770
mil marcadores espagados a uma distancia média de 3.43 kb entre os marcadores. Foram utilizados
apenas marcadores SNP dos cromossomos autossdmicos e X. Para avaliar a qualidade da genotipagem
foram utilizados os critérios de GC10>0,30 (percentil 10 da distribuicdo do Gencall), call rate>0,90
(para amostra e SNP), MAF>0,05 e het excess>-0,7 e het excess <0,7. Apés a edicdo, o conjunto de
dados permaneceu com 25 animais, porém 448.316 marcadores autossdmicos. O desequilibrio de ligagao
entre dois SNP foi avaliado utilizando-se o r* e o valor absoluto de D' (Hill, 1981). As medidas de
desequilibrio de ligacdo (r2 e |D') foram calculadas para todos os pares de marcadores em cada
cromossomo, utilizando o pacote snpStats, disponivel no sistema computacional livre R.

Resultados e Discusséo

A média geral foi 0,25 para r’ e 0,81 para [D'|. Ao se analisar a média por cromossomo, o r?
variou de 0,20 a 0,28, e |D'| de 0,78 a 0,84. Silva et al. (2010), em anélise de DL em 25 touros da raca
Gir, usando painel de 54.000 SNP, obteve valor semelhante para a média de r? (0,21), porém valor menor
para média de |D'| (0,68). Por cromossomo, esses autores reportaram valores semelhantes de r? (de 0,20 a
0,24) e valores ligeiramente mais baixos de |D'| (de 0,60 a 0,72). Os resultados encontrados neste
trabalho também foram semelhantes aos encontrados para zebuinos por McKay et al. (2007). Os
resultados, ligeiramente mais altos do que os da literatura citada, podem ser atribuidos ao baixo nimero
de animais amostrados, o que pode ter colaborado para uma leve superestimacdo das medidas do
desequilibrio de ligacdo. Para analisar o declinio das medidas de LD de acordo com a distancia fisica
entre os marcadores, 0s pares de SNP foram classificados em intervalos de pares de base, e as médias do
r? e do |D'| foram estimadas por cromossomo e para todo o genoma (Tabela 1). Como esperado os valores
de DL diminuiram com o aumento da distancia fisica entre os marcadores. Verificou-se que a diminuigdo
foi mais evidente para R? do que para |D'|. Pela tabela 1, também foi possivel observar maior diferenca
nas médias do r? que nas médias do |D'| de acordo com a distancia, indicando que a estatistica r® foi mais
sensivel para mensuracéo do LD da raca que o |D'|. Entretanto, o desvio padrdo das estimativas de r? foi
mais alto que a do |D'| em distancias menores. Isto, possivelmente, é devido ao fato da estatistica |D|
estar superestimada, proporcionando valores préximos ao limiar superior (1), o que reduz a variancia dos
intervalos iniciais. Desse modo, conforme aumentou o intervalo, as estimativas diminuiram,
possibilitando uma melhor estimagao do desvio padréo. Tendéncia oposta foi observada para o r?, para o
qual o desvio padrdo diminuiu com o aumento do intervalo. Essa diminuigdo € esperada, uma vez que
com o aumento do intervalo aumenta a frequéncia das estimativas iguais a zero, reduzindo a variagao.
Esses resultados indicam que o r? é a medida mais adequada para analisar o DL que o |D'|, embora para
intervalos maiores apresente algumas limitacdes. Niveis altos de r? foram observados para distancias
fisicas menores que 10 Kb e niveis moderados de r? (0,20 — 0,30) foram observados para distancias
acima de 10 Kb e baixo de 70 Kb. Niveis baixos foram observados para distancias maiores do que 70 Kb.
Até 5 Kb, aproximadamente 50% dos marcadores apresentaram média de DL (r?) maior que 0,3. Esses
valores foram mais baixos aos encontrados por Sargolzaei et al. (2008), que observaram mais de 60 %
dos marcadores apresentaram média maior que 0,3, em uma distancia entre 0 e 1 Kb, estudando 821
touros Holandés com 5564 SNP. Em uma distancia de 90 Kb a 100 Kb, a média de DL foi 0,17. McKay
et al. (2007) estimou o DL entre todos os pares de marcadores em uma distancia de 100Kb e encontrou
médias variando de 0,15 a 0,20 para seis ragas taurinas e duas zebuinas. Os niveis de desequilibrio de
ligacdo entre os segmentos cromossdmicos determinados por esses marcadores, e, consequentemente,
entre os SNP e os QTL, seriam suficientes para utilizagdo na estimacéo de valores genéticos gendmicos,
principalmente em distancias menores que 60 Kb (r* moderado a alto). Para todos 0s cromossomos, ndo
houve muita variagdo do r® (0,21-0,26), indicando cobertura gendmica suficiente por esses SNP. Foi
observada tendéncia, embora pequena, do r? diminuir com a diminuicéo do tamanho do cromossomo, ou
seja, de diminuicdo da taxa de recombinacdo com o aumento do comprimento do cromossomo.
Resultados semelhantes foram relatados por Bohmanova et al. (2010), ao estimar LD para animais da
raca Holandesa.
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Tabela 1. Desequilibrio de ligacdo (r* and |D]) entre pares (N) de SNP” intervalados a diferentes
distancias para todos 0s cromossomos autossomicos.

—— > 5 , - - —
DI?Labn)Cla N MédiraiSD Me(;iana MéclililliSD Me|dDi:|;1na %r'>03" %[D]>08
0-1 58908 0,56+0,40 0,55 0,96+0,15 1,00 62 93
1-2 106545 0,51+0,40 0,44 0,95+0,18 1,00 58 91
2-3 110692 0,5040,39 0,35 0,94+0,19 1,00 54 90
3-4 123518 0,44+0,38 0,31 0,93+0,20 1,00 51 88
4-5 113827 0,42%0,37 0,28 0,92+0,21 1,00 49 87
5-10 530850 0,38+0,36 0,23 0,90+0,24 1,00 44 83
10-20 989455 0,3240,33 0,18 0,87+0,27 1,00 38 78
20-30 943887 0,28%0,31 0,14 0,84+0,29 1,00 32 74
30-40 920628 0,25%0,29 0,12 0,82+0,30 1,00 29 70
40-50 905601 0,23+0,27 0,11 0,80+0,31 1,00 26 68
50-60 894763 0,21+0,26 0,10 0,79+0,32 1,00 24 66
60-70 884148 0,2040,25 0,09 0,78+0,32 1,00 22 64
70-80 878477 0,18%0,24 0,08 0,77+0,33 1,00 20 63
80-90 874729 0,17%0,23 0,08 0,76+0,33 1,00 19 62
90-100 871026 0,17+0,22 0,07 0,75+0,33 1,00 18 61

“SNP: polimorfismo de nucleotideo tnico; ~“Porcentagem de pares de SNP com r? > 0,3 ou |D'| > 0,8

Conclusoes
O nivel de desequilibrio de ligacdo observado para os marcadores SNP presente no High
Density Bovine SNP BeadChip, principalmente os SNP intervalados a distancias menores que 60 Kb,
mostrou-se suficiente para auxilio a estimacdo de valores genéticos gendmicos para animais da raca
Guzera.
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