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APLICACAO DE FERRAMENTAS GENC)MIQAS NA AVALIACAO GENETICA DA
IDADE AO PRIMEIRO PARTO EM BUFALAS DA RACA MURRAH

RESUMO - Aidade ao primeiro parto (IPP) € uma das caracteristicas reprodutivas mais
importante em um rebanho leiteiro, pois esta associada ao inicio da vida produtiva das fémeas.
No entanto, a IPP tem estimativa de herdabilidade baixa, com maior parte da variancia
fenotipica composta por fatores ambientais. O ambiente € um fator determinante para a
expressdo e funcionalidade dos genes, e a interagdo entre 0os genes e o ambiente séo
responsaveis pelas variagdes fenotipicas das caracteristicas. Assim, € importante que o efeito
da interagdo gendtipo-ambiente (IGA) seja incluido em avaliagdes genéticas para identificar a
sensibilidade dos animais em uma ampla gama de condigées ambientais. Uma das formas de
aumentar o desempenho reprodutivo das fémeas, é por meio da selecdo de animais robustos,
e por meio da compreensao da base molecular subjacente a IGA da IPP. Além disso, a incluséo
de informagdes genémicas pode contribuir para maiores ganhos genéticos de caracteristicas
de baixa herdabilidade como a IPP, pois fornecem avaliagbes genéticas mais acuradas e
menos tendenciosas que os modelos tradicionais. Existem diferentes métodos que podem ser
utilizados para a predigdo gendmica, no entanto, estes podem diferir na capacidade preditiva
dos valores genémicos. Dessa forma, os objetivos deste estudo foram: i) avaliar a IGA da IPP
por meio do modelo de norma de reagéo (RNM); ii) avaliar a habilidade de predicdo do RNM
obtidos via BLUP e ssGBLUP; iii) identificar genes relacionados a IGA da IPP e iv) avaliar a
acuracia e a dispersao das predicdes gendmicas para a IPP em bufalos Murrah utilizando
PBLUP, ssGBLUP, WssGBLUP e ssBR (ssBA, ssBB, ssBCm, ssBL e ssBRR). Foi observado
um efeito importante da IGA na IPP, com incremento de acuracia nos valores genéticos preditos
para o intercepto e inclinagdo da RNM quando foram incluidas informagdes genémicas. Foram
identificadas regides genémicas importantes decorrentes dos efeitos de IGA sobre a IPP. Apos
andlise funcional, foram detectados cinco genes principais, envolvidos em dois processos
biolégicos ligados ao metabolismo de lipidios e a imunidade. Os métodos de predigao
indicaram que a utilizagdo de informagao genémica pode melhorar o ganho genético para a
IPP, aumentando a acuracia e reduzindo a inflagdo/deflacao das predi¢des desta caracteristica
em comparagao com 0 modelo tradicional baseado em pedigree. Além disso, entre todos os
modelos gendmicos de passo unico estudados, o0 WssGBLUP e o ssBA foram os métodos
mais vantajosos a serem utilizados na avaliagédo genémica da IPP de bufalos desta populagao.

Palavras-chave: alfabeto bayesiano, Bubalus bubalis, frequentista, interacao
gendtipo-ambiente, reproducédo, SNP



APPLICATION OF GENOMIC TOOLS IN THE GENETIC EVALUATION OF AGE
AT FIRST CALVING IN BUFFALO BREED MURRAH

ABSTRACT - Age at first calving (AFC) is one of the most important reproductive traits
in a dairy herd, since it is associated with the beginning of the productive life of females.
However, AFC has a low heritability estimate, with most of the phenotypic variance composed
of environmental factors. The environment is a determining factor for the expression and
functionality of genes and the interaction between genes and environment are responsible for
the phenotypic variations of traits. Thus, it is important that the effect of genotype-environment
interaction (GEI) be included in genetic evaluations to identify the sensitivity of animals over a
wide range of environmental conditions. One way to increase reproductive performance of
females, is by selecting robust animals, and by understanding the molecular basis underlying
the GEI of AFC. In addition, the inclusion of genomic information can contribute to greater
genetic gains for traits of low heritability such as AFC, as they provide more accurate and less
biased genetic evaluations than traditional models. There are different methods that can be
used for genomic prediction. However, these may differ in the predictive ability of genomic
values. Thus, the objectives of this study were: (i) evaluate the GEI of AFC via reaction norm
model (RNM); (ii) evaluate the prediction ability of the RNM obtained via BLUP and ssGBLUP;
iii) identify genes related to GEIl of AFC and iv) evaluate the accuracy and dispersion of genomic
predictions for AFC in Murrah buffaloes using BLUP, ssGBLUP, WssGBLUP and ssBR (ssBA,
ssBBm, ssBCm, ssBL and ssBRR). An important effect of GEI on AFC was observed, with
increased accuracy in the predicted genetic values for the RNM intercept and slope when
genomic information was included. Important genomic regions resulting from the effects of GEI
on AFC were identified. After functional analysis, five major genes were detected, involved in
two biological processes linked to lipid metabolism and immunity. The prediction methods
indicated that the use of genomic information can improve the genetic gain for AFC by
increasing the accuracy and reducing the inflation/deflation of the predictions of this trait
compared to the traditional pedigree-based model. Furthermore, among all the single-step
genomic models studied, WssGBLUP and ssBA were the most advantageous methods to be
used in the genomic evaluation of AFC of buffaloes in this population.

Keywords: Bayesian alphabet, Bubalus bubalis, frequentist, genotype-environment
interaction, breeding, SNP



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1.1 Introducéo

Os bufalos domésticos (Bubalus bubalis bubalis) tem um papel importante na
producao leiteira, pois representam 15% do leite produzido mundialmente, sendo a
segunda espécie com maior contribuicdo para a producdo (Cesarani et al., 2021). No
entanto, a producdo leiteira é dependente da performance reprodutiva dos animais
(Santos et al., 2020). Entre as caracteristicas reprodutivas, a idade ao primeiro parto
(IPP) é uma medida utilizada para avaliar a precocidade sexual das fémeas bubalinas
(Araujo Neto et al., 2020).

A precocidade sexual dos bufalos tem influéncia do genétipo, da nutricdo, dos
manejos reprodutivos, e de fatores enddgenos (fisioldgicos e hormonais) da espécie
(Perera et al., 2011). Os bufalos séo poliéstricos estacionais, apresentando maior
fertilidade quando ha reducédo da duracdo do dia, como as estacdes de outono e
inverno (D’Occhio et al., 2020). O estro das fémeas n&o é evidente como em fémeas
bovinas, visto que ndo apresentam comportamento homossexual, ha pequena ou
nenhuma liberacdo de muco pela vulva e o cio geralmente € noturno (Vale e Ribeiro
2005). Estas caracteristicas particulares dos bufalos levam a falhas na identificacao
do cio, e contribuem para o inicio tardio da atividade reprodutiva da espécie (Perera
et al., 2011). Todos esses fatores, levam a definicdo errbnea dada aos bufalos de
animais de baixa fertilidade e de idade a puberdade tardia.

Apesar da importancia da IPP para o inicio da atividade produtiva, esta ndo &
incluida como critério de selecéo, principalmente devido ao maior interesse na selecao
de caracteristicas produtivas (leite, gordura, proteina, entre outras) que sao
relacionadas ao rendimento do queijo Mozzarella, que é mais valorizado
comercialmente (Fernandes et al., 2016).

Como ha muitos fatores endogenos e exdgenos que atuam sobre a IPP, a
avaliacdo genética da IPP considerando a interacdo genotipo-ambiente (IGA) pode
contribuir para a identificacdo de animais especificos para cada ambiente de
producéo, favorecendo dessa forma a precocidade sexual dos rebanhos bubalinos.

Apesar do efeito da IGA nado ser incluido rotineiramente nas avaliagdes



geneéticas, esta pode ser uma estratégia adotada para a selecéo dos animais de forma
mais acurada, pois considera a diversidade dos sistemas de producéo (Freitas et al.,
2019). Para isso, os valores genéticos da IPP podem se estimados considerando uma
ampla gama de condi¢cbes ambientais, por meio de modelos de norma de reacao
(RNM) via regressao aleatoria (Mota et al., 2020a).

Além disso, com a inclusdo de informagcBes genotipicas nas avaliacdes
genéticas, é possivel obter maior confiabilidade nas estimativas dos valores genéticos
de caracteristicas de herdabilidade baixa, como a IPP. Na selecdo genbmica,
diferentes metodologias tém sido aplicadas para a estimacdo dos valores genéticos
gendmicos, bem como estudos de comparacdes entre as metodologias (VanRaden,
2008; Aguilar et al., 2010; Wang et al., 2012; Fernandes et al., 2016). E tem como
principal objetivo a obtencéo de estimativas de maior acurécia para a selecdo de
animais jovens. Além da reducdo de custos com testes de progénie, a selecdo
gendmica proporciona reducdo dos intervalos de geracdo e maiores taxas de ganho
genético (Roos et al., 2011; Scott et al., 2021; Sousa et al., 2021).

A inclusdo de dados genotipicos permite, além da estimacdo dos valores
genéticos, a possibilidade de detectar regides gendmicas e genes por meio de estudos
de associacdo genémica ampla (genome-wide association study - GWAS) e dessa
forma, a identificacdo de mecanismos subjacentes que interferem em caracteristicas
importantes como a IPP. Dessa forma, metodologias como a IGA, predicdo genémica
e estudos de GWAS apresentam-se como alternativas para avaliar caracteristicas

muito influenciadas por fatores ambientais como a IPP em bufalos da raca Murrah.

1.2 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi quantificar a IGA e identificar genes candidatos via
norma de reacdo e GWAS para a IPP de bufalos. Além disso, avaliar diferentes
meétodos de predicdo gendmica de passo Unico para identificar o modelo que
proporciona maior acuracia para a estimacdo dos valores genéticos da IPP em

bufalos.



1.3 Revisao de literatura

1.3.1 Importancia daidade ao primeiro parto em bufalos

A idade a puberdade dos bufalos varia entre 18 a 46 meses e entre 250 a 400
kg do peso corporal. Portanto, ha uma grande variacao no inicio da vida reprodutiva
da espécie, com grande parte dos rebanhos com idade a puberdade tardia (Warriach
et al., 2015). A fertilidade dos bufalos é muito influenciada por fatores nutricionais e
pela dificuldade de deteccdo do estro (estro silencioso), além dos bufalos serem
poliéstricos estacionais de dias curtos, ou seja, concentram o periodo reprodutivo em
estacdes com menor quantidade de luz durante o dia (outono, inverno) (Silva et al.,
2021).

Protocolos de sincronizacdo do estro e ovulacédo tém sido implementados em
bafalos para aumentar a eficiéncia reproductiva e os resultados obtidos para a taxa
de prenhez variaram de 30 a 50%. Esses resultados sdo proximos a taxas de prenhez
natural, e, portanto, a eficiéncia dessa biotécnica foi considerada baixa para bufalas
(Warriach et al., 2015).

Apesar dos desafios para reduzir a IPP dos bufalos, a inclusdo da IPP como
critério de selecdo pode contribuir para obtencdo de fémeas mais precoces e para
reducdo de abates involuntarios (Aspilcueta-Borquis et al., 2022).

Poucos estudos estimaram parametros genéticos para a IPP em bufalos e na
maior parte dos estudos, as estimativas de herdabilidade foram baixas (Tabela 1). E
€ um indicativo de que maior parte da variancia fenotipica € atribuida a efeitos nao
genéticos (ambiente, manejo nutricional e reprodutivo, entre outros), e que a resposta
a selecdo da caracteristica € lenta (Shao et al., 2021). No entanto, a IPP tem um valor
econdmico muito importante em uma fazenda, pois esta relacionada ao inicio da vida
reprodutiva e produtiva das fémeas (Santos et al., 2020). Dessa forma, a IPP pode ser
integrada como um critério de selecdo para reduzir a idade da fémea ao primeiro parto
(Shao et al., 2021).

Amin et al. (2021) obtiveram correlagfes genéticas moderadas (0,30 — 0,37)
entre IPP, intervalo de partos (IP), intervalo pds-parto até a prenhez (IPPG - dias

abertos) e escore de parto (EP) em bufalas do Egito. Os resultados indicaram que as
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fémeas com maior IPP concebem e produzem bezerros de forma menos eficiente
durante a vida reprodutiva, e, que primiparas com maior IPP apresentam maiores
chances de partos distécicos, devido ao maior peso do bezerro. Em bufalas Murrah,
Vilela et al. (2020) identificaram que além da selecdo para a producdo de leite
aumentar a IPP e o intervalo de partos (IP), também afetou a qualidade do leite,

diminuindo a porcentagem de gordura e proteina ao longo dos anos.

Tabela 1. Estimativas de herdabilidade (h?) para idade ao primeiro parto (IPP) em
diferentes racas de bufalos

Ragas h? da IPP Bibliografia
0,07 Seno et al. (2007)
0,17 Camargo et al. (2015)
0,28 Kumar et al. (2015)
Murrah 0,16 Barros et al. (2016)
0,19 Freitas et al. (2019)
0,16 Araujo Neto et al. (2020)
0,12 Amim et al. (2021)
Bufalos da Coldmbia 0,14 Agudelo-Gomez et al. (2015)
Nili-Ravi 0,36 Tamboli et al. (2021)
Bufalos do Egito 0,12 Salem et al. (2021)

1.3.2 Interacao genétipo-ambiente (IGA) via modelo de norma de reacdo (RNM)

O Brasil tem uma grande variabilidade climética, onde predominam trés tipos
de clima (equatorial, tropical e temperado), sendo o clima tropical (clima quente com
chuvas menos regulares) com dominio sobre maior parte do territério nacional (Silveira
Marinho et al., 2020). Além disso, o Brasil apresenta esta¢cfes (sazonalidade) bem
definidas de acordo com as regifes (norte, nordeste, sul, sudeste e centro-oeste), o
gue influencia sobre a disponibilidade e qualidade das forragens, fazendo com que
fazendas adotem diferentes praticas de manejos nutricionais em cada periodo de cada
ano. O efeito dessa diversidade, determinada pela sazonalidade, interfere sobre a
eficiéncia reprodutiva dos animais (Pessoa et al., 2010). Dessa forma, tem-se
verificado em estudos com bovinos e bufalos a importancia de avaliar a interacao

gendtipo-ambiente (IGA) em caracteristicas reprodutivas (Chiaia et al.,, 2015;
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Ambrosini et al., 2016; Santana Jr. et al., 2017; Araujo Neto et al., 2018; Freitas et al.,
2019), uma vez que o fendtipo é determinado por fatores genéticos e ambientais e
pela IGA.

Diferentemente dos modelos de norma de reacdo (RNM), o modelo animal
padrao ndo considera o efeito da IGA na estimacao dos valores genéticos dos animais.
Quando o efeito da IGA nédo é considerado, as estimativas dos valores genéticos
estimados (VGE) podem ser tendenciosas e menor ganho genético pode ser obtido
com a selecdo (Streit et al., 2012). No RNM, o VGE é obtido considerando a IGA para
diferentes niveis ambientais e contribui para que as respostas a selecao sejam mais
satisfatorias, por meio da selecéo de animais robustos (Santos et al., 2020).

A interacdo gendtipo-ambiente (IGA), segundo Falconer (1952), € resultado da
mudanca dos desempenhos de um conjunto de genoétipos quando estes sdo expostos
a ambientes distintos. Dessa forma, um animal pode apresentar diferentes méritos
genéticos quando avaliado em diferentes ambientes e as progénies dos touros
avaliados podem apresentar grandes desvios da média da DEP (diferenca esperada
na progénie) ou da PTA (habilidade prevista de transmisséo) de acordo com o
ambiente em que as progénies serdo produzidas (Santos et al., 2020). Portanto,
conhecer os efeitos da IGA é uma alternativa para a selecdo mais eficiente de
individuos menos sensiveis a ambientes distintos (Falconer e Mackay, 1996) e dessa
forma é possivel obter maior resposta a selecdo (Mulder e Bijma, 2005). Em outras
palavras, os estudos de IGA descrevem qual € o comportamento da expressao dos
genadtipos dos animais quando diferentes ambientes sdo considerados (Santos et al
2020).

Uma das formas de avaliar o efeito da IGA é por meio da correlacdo genética
da mesma caracteristica (desempenho) em diferentes ambientes (Falconer, 1952),
guando as correlacfes sao inferiores a 0,80 ha IGA (Robertson, 1959) e nesse caso
cada fazenda deve contar um programa de avaliacdo genética especifico ou deve-se
selecionar touros que apresentem menor plasticidade fenotipica. Pois, quando a
correlacédo € inferior a 0,80 € uma evidencia de que ha mudancas na atuagédo dos
genes ou mudancas nos genes responsaveis pela variancia genética aditiva da
caracteristica e, por este motivo caracteriza IGA (Chiaia et al., 2015).

Outra forma de avaliar a IGA, amplamente utilizada, € por meio de modelos de
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norma de reacao (RNM) (Chiai et al., 2015; Ambrosini et al., 2016; Oliveira et al., 2018;
Araujo Neto et al., 2018; Freitas et al., 2019; Carvalheiro et al., 2019; Shi et al., 2021,
Carvalho Filho et al., 2022). A RNM permite descrever linearmente o VGE dos animais
em um gradiente ambiental continuo, em que s&o obtidos VGE considerando a
independéncia do ambiente (intercepto) e a dependéncia do ambiente (inclinacéo)
(Shi et al., 2021). Diferentes modelos de norma de reacdo foram utilizados para
identificar IGA em animais de producgdo, entre eles, modelos lineares e nao lineares
(Freitas et al., 2019; Carvalheiro et al., 2019; Shi et al., 2021; Carvalho Filho et al.,
2022). Nos modelos de RNM, ha diferentes pressuposicfes da variancia residual, no
RNM homogéneo, assume-se que a variancia residual € homogénea e no RNM
heterogéneo, assume-se que a variancia residual é heterogénea. Nos modelos
lineares, a regressao linear modela a norma de reacdo dos efeitos genéticos aditivos
e residuais. E, nos modelos néo lineares, a regressao quadratica polinomial modela a
norma de reacdo dos efeitos genéticos aditivos e residuais (Carvalho Filho et al.,
2022).

A avaliagéo do efeito da IGA sobre a IPP foi estudada com maior frequéncia na
literatura e tem indicado a importancia de considerar esse efeito em modelos de
estimacdo de parametros genéticos para aumentar a eficiéncia reprodutiva dos
animais considerando a variedade de ambientes e de sistemas de producéo (Mota et
al., 2020a). Em bufalas da raga Murrah, Freitas et al. (2019) avaliando IPP
identificaram presenca da IGA, pois houve diferencas nas estimativas de
herdabilidade com a melhoria das condicbes ambientais, além disso, a correlacao
entre o intercepto e a inclinacéo indicaram reclassificacdo das estimativas dos valores

genéticos dos animais.

1.3.3 Aplicacédo da selecdo genébmica em bufalos

1.3.3.1 Principios da selecdo gendmica

A disponibilidade de painéis de alta densidade com custos mais acessiveis

comparada a metodologia assistida por marcadores (microssatélites, RFLPs) tornou

possivel a genotipagem de um namero expressivo de animais (Meuwissen et al., 2016;



Lourenco et al., 2020). Essas informacgdes genotipicas (marcadores SNP) foram entéao
implementadas em modelos estatisticos para predicdo do mérito genético dos animais
e € denominada selecdo genémica ou predicao gendmica (VanRaden, 2008).

A descoberta dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) como sendo 0s
principais responsaveis pela variacdo da sequéncia do genoma foi fundamental para
o desenvolvimento de metodologias para a implementacdo da genémica na avaliacao
genética de bovinos (Lourenco et al., 2020).

O BLUP gendmico (GBLUP) foi a primeira metodologia desenvolvida para a
incorporacdo de SNPs nas avaliacdes genéticas. Diferentemente do BLUP que utiliza
0 parentesco via pedigree para a predicdo dos VGEs, o GBLUP, inclui apenas o
parentesco gendmico (proporcao de alelos compartilhados) (Lourenco et al., 2020).
No entanto essa metodologia apresentava uma limitacdo, pois os valores genéticos
gendbmicos eram obtidos apenas para animais genotipados (Christensen e Lund,
2010). Para contornar essa limitacdo, Aguilar et al. (2010) e Christensen e Lund,
(2010) implementaram o método de estimacao de valores genéticos genémicos por
meio da combinacdo de fendtipos, gendtipos e pedigree em uma Unica etapa
(ssGBLUP). No ssGBLUP, o parentesco dos animais do pedigree é corrigido pelas
informacBes gendmicas disponiveis dos animais genotipados e as estimativas dos
valores genéticos gendmicos sdo mais acuradas (Gao et al.,, 2012). O ssGBLUP
tornou-se o principal método utilizado para a estimacao de valores genéticos devido a
facilidade de integrar os dados fenotipicos, genotipicos e de pedigree em um Unico
passo (Lourenco et al., 2020).

A selecdo genbmica assume que todos os marcadores podem estar ligados a
genes que afetam carateristicas economicamente importantes e concentra-se na
estimacdo dos seus efeitos (Meuwissen et al., 2016). A abordagem da selecao
genbmica, baseia-se na expectativa de que ha QTLs (Quantitative Trait Loci) em
desequilibrio de ligagdo (DL) com um ou mais marcadores (Alexandre et al., 2021).

Uma das vantagens mais evidentes da selecdo gendmica é a possibilidade da
selecdo acurada de animais jovens, que ainda ndo podem ser avaliados em testes de
progénie (Lopes et al., 2021). No entanto, a implementacédo da sele¢cdo genémica é
dependente da acurécia das predicdes gendmicas. A acurécia € influenciada por

muitos fatores, entre eles, a populacdo referéncia, o numero de individuos
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genotipados, 0 numero de marcadores e a herdabilidade da caracteristica, bem como
0 parentesco entre a populacédo de referéncia a populacéo de validacéo (Calus, 2010).

A implementacdo da gendmica deve ser feita com muita cautela, pois as
estimativas dos valores gendmicos podem ser superestimados ou subestimados. Um
dos meétodos utilizados para avaliar a capacidade de predicdo dos modelos, é a
validacdo cruzada obtida por meio da regressao linear (LR), essa metodologia
compara as estimativas dos valores genéticos da populagcédo de referéncia (dados
totais) com as estimativas dos valores genéticos obtidos da populacdo de validagéo
(dados parciais) (Legarra e Reverter, 2018). Esses procedimentos sdo uma série de
estatisticas, que comparam as acuracias populacionais e os vieses das predicdes
gendmicas.

Diferentes métodos foram testados quanto a habilidade preditiva dos valores
genéticos gendmicos em termos de acurécia, viés e dispersdo (Gao et al., 2012;
Gautason et al.,, 2021) com a finalidade de comparar a capacidade preditiva dos
modelos e reduzir a estimacao tendenciosa dos valores genéticos de animais jovens
e dessa forma maximizar o progresso genético (Legarra e Reverter, 2018).

Os principais beneficios da inclusdo da sele¢cdo genémica sdo: aumento dos
ganhos genéticos, reducdo do intervalo de geracdes e aumento da acuracia dos VGEs
(Christensen e Lund, 2010). Além disso, a incorporacdo da gendmica para a
estimacao de parametros genéticos permitiu a implementacéo de estudos de GWAS
para a identificacdo de marcadores e regides gendmicas associadas a caracteristicas
complexas (Li et al., 2018; Liu et al., 2018).

1.3.3.2 Selegao gendmica no melhoramento genético de bufalos

O desenvolvimento do painel SNP de 90K para bufalos-de-rio (Axiom® Buffalo
Genotyping Array 90K) permitiu estudos sobre a diversidade genética, estudos de
GWAS e estudos de predicdo gendmica em bufalos (lamartino et al., 2017).

O primeiro estudo de GWAS utilizando o painel desenvolvido para bufalos, foi
realizado em animais da raca Mediterraneo (lamartino et al., 2017), no entanto, 0s
cromossomos e a posicdo de todos os SNPs foram baseados na sequéncia do

genoma do Bos taurus (UMD 3.1), visto que, o genoma de referéncia do bufalo ainda



nao estava disponivel, além disso, foram utilizadas as informacfes de anotacéo
génica dos bovinos.

Posteriormente, o genoma de referéncia do bufalo (UOA WB_1) tornou-se
disponivel (Low et al., 2019), com a ultima atualizacdo disponibilizada pela National
Dairy Development Board (NDDB) em novembro de 2021 (NDDB_SH_1). Desde a
possibilidade da implementacdo do GWAS, foram desenvolvidos estudos para
diferentes caracteristicas em bufalos (Camargo et al., 2015; Li et al., 2018; Liu et al.,
2018; Araujo Neto et al., 2018; Araujo Neto et al., 2020; Araujo Neto et al., 2022).

Muitos sdo os métodos disponiveis para a implementacdo genémica, entre 0s
métodos single-step, estdo o ssGBLUP, WssGBLUP (GBLUP ponderado de passo
Unico) e o ssBR (regresséo bayesiana de passo Unico).

O ssGBLUP permite o uso simultaneo de informacdes gendmicas, pedigree e
fenotipicas e pode reduzir possiveis vieses na estimacdo dos valores genéticos. O
WssGBLUP, por sua vez, € um método iterativo, onde diferentes pesos sao atribuidos
aos SNPs (Wang et al., 2012).

Fernandes et al., (2016) propuseram o modelo de regressao bayesiana em
passo unico (ssBR), que é fundamentado nos efeitos dos marcadores (MEM) e no
ajuste dos valores genéticos em termos dos efeitos de genoétipos observados ou
imputados. Dessa forma, os modelos ssBR combinam todos os dados disponiveis de
animais genotipados e ndo genotipados e utilizam covariaveis de marcadores
imputados para animais que nao séo genotipados. Esses modelos acomodam
diferentes pressuposicoes a priori do alfabeto Bayesiano (BayesA, BayesB r,
BayesCm, Bayes Lasso, BayesRR, entre outros), sendo esta a principal diferenca
entre os métodos.

Dada a importancia dos bufalos em paises em desenvolvimento e sua alta
contribuicdo para a producao de leite é essencial entender a arquitetura genética de
caracteristicas econémicas importantes e utilizar a selecdo gendmica para acelerar o
melhoramento genético em programas de melhoramento genético de bufalos (Liu et
al., 2017).
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1.3.4 RNM Genbdmica

Com o advento da gendmica e com a disponibilidade de informagéo genémica
para diferentes espécies de animais de producdo, foi possivel a inclusdo de
informacBes gendmicas nas analises de IGA. E tornou-se possivel a deteccdo de
regides genémicas por meio de estudos de GWAS do modelo de norma de reacao,
considerando diferentes condi¢cdes ambientais (Mota et al., 2020a).

Oliveira et al. (2018) avaliando a IGA para peso ao ano em bovinos Nelore
descreveram maior acuracia utilizando o modelo ssGBLUP em relacdo ao modelo
tradicional (BLUP). Também em Nelore, Mota et al. (2020b) obtiveram estimativas de
parametros genéticos mais acuradas quando incluiram genémica na analise de RNM
para identificar a IGA em caracteristicas indicadoras de precocidade sexual. Avaliando
a IGA por meio de GWAS para a IPP em bovinos Nelore, Mota, et al. (2020a)
descreveram genes-chave relacionados a sinalizacdo hormonal e ao metabolismo
energético. Dessa forma, a inclusao de informag6es de marcadores moleculares nos
modelos estatisticos para a estimacdo de VGE pode proporcionar maior acuracia e
possibilitar a deteccdo das principais regiées genbmicas que explicam a variacao

fenotipica entre ambientes da IPP.
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CAPITULO 2 — Anélise gendmica em modelos de normas de reacdo para idade

ao primeiro parto em bufalas Murrah

RESUMO - A idade ao primeiro parto (IPP) é uma medida de precocidade sexual
associada ao inicio da vida produtiva das fémeas de um rebanho leiteiro. Além disso,
a menor IPP diminui o intervalo de geragéo e os abates involuntérios das fémeas. No
entanto, a IPP tem estimativa de herdabilidade baixa, e € muito influenciada por
fatores ambientais. Uma das formas de melhorar o desempenho reprodutivo das
fémeas, € selecionando animais robustos por meio da estimacdo dos valores
genéticos (VG) utilizando modelos que incluam a interacdo gendtipo-ambiente (IGA)
com aplicacdo da norma de reacdo via regressdo aleatéria (RNM), e pela
compreensao da base molecular subjacente a IGA da IPP. Assim, o objetivo deste
estudo foi estimar os VG considerando a IGA via modelo de RNM e identificar genes
candidatos a IGA da IPP de bufalas leiteiras por meio da associagdo genémica ampla
(GWAS). Foram utilizados 1.795 dados de IPP de trés rebanhos de bufalos da raca
Murrah distribuidos no sudeste e nordeste do Brasil, um pedigree considerando 4
geracdes que totalizaram 3.363 animais e informacgBes genotipicas de 553 animais.
Os gradientes ambientais foram formados a partir das solu¢gbes dos grupos de
contemporaneos obtidos a partir da estimacao dos VG da producédo de leite (PL270).
As estimativas de herdabilidade variaram de 0,15 a 0,39 ao longo do gradiente
ambiental. O GWAS do parametro de inclinacdo do RNM identificou regibes
gendmicas importantes. A janela gendmica que explicou maior proporc¢éo da variancia
genética da inclinacdo estava localizada no BBU1 e foi de 0,67%. ApOs analise
funcional foram detectados cinco genes candidatos principais, envolvidos em dois
processos bioldgicos. Os resultados sugerem que ha IGA para a IPP em bufalos da
raca Murrah, com reclassificacdo dos VG dos animais quando diferentes condi¢cbes
ambientais sdo consideradas. A inclusdo de informacfes genbémicas aumentou a
acuracia dos valores genéticos do intercepto e da inclinacdo da norma de reacao,
indicando melhor ajuste dos dados. A andlise de GWAS permitiu a identificacdo de
genes importantes envolvidos nos efeitos da inclinagédo da norma de reacdo da IPP.

Palavras-chave: GWAS, herdabilidade, plasticidade, regresséo aleatoria, reproducao
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CHAPTER 2 - Genomic analysis in reaction norm models for age at first calving

in Murrah buffaloes

ABSTRACT - Age at first calving (AFC) is a measure of sexual precocity associated
with the early productive life of females in a dairy herd. In addition, lower IPP decreases
the generation interval and involuntary slaughters of females. However, AFC has low
heritability estimate, and is highly influenced by environmental factors. One way to
improve reproductive performance of females, is by selecting robust animals by
estimating genetic values (EBV) using models that include the genotype-environment
interaction (GEI), with application of the reaction norm via random regression (RNM),
and by understanding the molecular basis underlying the GEI of AFC. Thus, the aim of
this study was to estimate the EBVs considering GEI via the RNM model and to identify
candidate genes for GEI of AFC of dairy buffaloes by broad genome-wide association
(GWAS). We used 1,795 AFC data from three Murrah buffalo herds distributed in
southeastern and northeastern Brazil, a pedigree considering 4 generations that
totaled 3,363 animals and genotypic information of 553 animals. The environmental
gradients were formed from the solutions of the groups of contemporaries obtained
from the estimation of the EBV of milk production (PL270). Heritability estimates
ranged from 0.15 to 0.39 along the environmental gradient. GWAS of the RNM slope
parameter identified important genomic regions. The genomic window that explained
the largest proportion of the genetic variance of the slope was located in BBU1 and
was 0.67%. After functional analysis, five major candidate genes involved in two
biological processes were detected. The results suggest that there is GEI for AFC in
Murrah breed buffaloes, with reclassification of the animals’ EBVs when different
environmental conditions are considered. The inclusion of genomic information
increased the accuracy of the genetic values of the intercept and slope of the reaction
norm, indicating better fit of the data. GWAS analysis allowed the identification of
important genes involved in the effects of the AFC reaction norm slope.

Keywords: GWAS, heritability, plasticity, random regression, breeding
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2.1Introducéao

A idade ao primeiro parto (IPP), definida como namero de dias ou meses da
data de nascimento da novilha até a data do primeiro parto, € uma caracteristica
importante em rebanhos leiteiros, pois € uma medida de precocidade sexual e afeta
diretamente a rentabilidade do sistema de producdo, visto que, esta relacionada com
0 inicio da vida reprodutiva e produtiva das fémeas leiteiras e influencia diretamente
0s custos de substituicdo e, portanto, na vida util das fémeas (Santos et al., 2020).
Dessa forma, em programas de melhoramento genético, ha a preferéncia pela selecéo
de animais com menor IPP, pois, a menor IPP esta associada com a diminuicdo do
intervalo de geracao, e consequentemente, ao maior progresso genético (Atashi et al.,
2021).

Aspilcueta-Borquis et al. (2022) identificaram que a expectativa de vida
produtiva das bufalas até 48 meses, definida como o numero total de dias no leite
registrado até 48 meses de idade, teve correlacdo de -0,11 com a IPP. Apesar da
baixa correlacdo, houve evidéncia de que bulfalas tem maior expectativa de
permanecer no rebanho, quando tem a capacidade de produzir um bezerro
precocemente. Em bovinos leiteiros, foi verificado que a longevidade das fémeas no
rebanho, também esta correlacionada com a IPP, visto que um dos critérios utilizados
para a permanéncia da vaca no rebanho é se a fémea produziu ou ndo um bezerro
gquando exposta ao touro ou quando realizada a inseminacdo artificial.
Consequentemente, a menor IPP reduz os abates involuntarios das fémeas (Sherwin
et al., 2016).

No entanto, maior parte da variancia fenotipica da IPP é oriunda da contribuicao
dos efeitos ambientais (nutricdo, fatores climaticos, fatores sanitarios, manejos
reprodutivos, entre outros) (Santos et al.,, 2020), o que ocasiona estimativas de
herdabilidade baixa. No Brasil foram descritas estimativas de herdabilidade variando
de 0,16 a 0,19 em rebanhos de bufalos, portanto a IPP é uma caracteristica de ganho
genético lento (Araujo Neto et al., 2020; Camargo et al., 2015; Freitas et al., 2019).
Grande parte dessa baixa variancia genética aditiva da caracteristica € devido a
selecdo intensa para caracteristicas produtivas, enquanto ha menor interesse sobre
as caracteristicas reprodutivas tanto em bovinos quanto em bufalos (Berry et al., 2014,

Cesarani et al., 2020; Jamuna e Chakravarty et al., 2016). Maiores estimativas de
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herdabilidade tem sido relatadas para a producdo de leite de bufalas, as quais
variaram de 0,22, a 0,28, e, portanto, € a mais utilizada como critério de selecéo,
devido a relacdo entre producéo de leite e o rendimento de queijo Mozzarella, que tem
sido o principal objetivo de selecdo (Agudelo-Gémez et al., 2015; Aspilcueta-Borquis
et al., 2010; Malhado et al., 2013).

Uma das formas de melhorar o desempenho reprodutivo das fémeas, € por
meio da selecdo de animais robustos, que respondem bem a qualquer tipo de
ambiente. Modelos que incluem a interagdo genoétipo-ambiente (IGA) podem avaliar o
efeito de diferentes circunstancias ambientais sobre o desempenho dos animais, e um
método utilizado amplamente para determinar a sensibilidade dos animais de
producdo em diferentes ambientes € a norma de reacédo (RNM) via regressao aleatoria
(Mota et al., 2020).

Com o advento da gendmica, maiores acuracias nas estimativas dos valores
genéticos (VG) tem sido observada com a aplicacao das normas de reacao genémicas
e tem permitido a identificacdo de regides gendmicas associadas aos efeitos da IGA
(Carvalheiro et al., 2019; Oliveira et al., 2018).

A raca Murrah tem papel importante na producdo leiteira, bem como
socioeconémico no mundo todo. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a
IGA para a IPP por meio do modelo de norma de reacéo linear, avaliar a habilidade
de predicdo com a inclusdo de dados genotipicos e identificar regides e genes
candidatos a IGA da IPP de bufalas leiteiras da raca Murrah.

2.2Material e métodos

2.2.1 Banco de dados e consisténcias

Os dados fenotipicos foram provenientes de 2.314 registros de idade ao
primeiro parto (IPP) de bufalas da raca Murrah nascidas entre 1995 e 2017. Os dados
representavam trés rebanhos localizados nos estados do Rio Grande do Norte (RN),
Ceard (CE) e Sao Paulo (SP) — Brasil, que estavam conectados devido ao
compartilhamento de material genético entre fazendas, o que foi confirmado por meio
do teste de conectabilidade do pacote AMC (Roso e Schenkel, 2006).
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Para este estudo, a aprovacédo do Comité de Cuidados e Uso de Animais néo
foi necesséria, uma vez que os dados foram obtidos a partir de uma base de dados
previamente disponivel.

A IPP foi calculada como a diferenca em meses entre a data do primeiro
registro de parto e a data de nascimento das novilhas. Foram mantidos apenas
registros de IPP com mais ou menos trés desvios padrdo da média dos grupos de
contemporaneos (GCs) e GCs que continham no minimo sete animais e foram
formados pela concatenacao de animais nascidos na mesma fazenda, com mesmo
ano e estacdo de nascimento.

A producéo de leite acumulada aos 270 dias (PL270) € o principal critério de
selecdo adotado nos trés rebanhos, dessa forma, € uma caracteristica que expressa
o nivel tecnolégico das fazendas e a torna adequada para a avaliagdo da
sensibilidade a variacdo ambiental. Portanto, as solucfes dos GCs da avaliacao
genética da PL270 foram utilizadas como gradiente ambiental na RNM para avaliar
a IGA da IPP. A PL270 foi obtida a partir das producbes de leite mensuradas nos
dias dos controles leiteiros, foram consideradas as producdes de leite a partir do
quinto dia do inicio da lactacdo de bufalas com pelo menos quatro controles e
duracdo de lactacdo minima de 120 dias. Os GCs foram formados a partir da
concatenacao de animais nascidos na mesma fazenda e com mesmo ano e estacao
de parto, e permaneceram apenas GCs que continham no minimo sete animais.

As estacOes de nascimento e de parto utilizadas para a formagéo dos GCs
para a IPP e PL270 foram definidas de acordo com a regido onde estédo localizadas
as fazendas e foram agrupadas em duas classes, estacao seca (classe 1) e estacao
chuvosa (classe 2). Para o estado do RN, os meses de outubro a marco foram
considerados da classe 1 e os meses de abril a setembro pertencentes a classe 2.
Para o estado do CE os meses de junho a janeiro foram pertencentes a classe 1 e
0S meses de fevereiro a maio pertencentes a classe 2. E, para o estado de SP os
meses de abril a setembro foram pertencentes a classe 1 e outubro a marco a classe
2.

O pedigree da IPP e da PL270 foram referentes a quatro geragdes. A
quantidade de informacdes fenotipicas e de pedigree, bem com as estatisticas

descritivas do banco de dados apds as consisténcias foram descritas na Tabela 1.
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Na Tabela 2, foram descritas a estrutura genealdgica e genotipica do banco de

dados.

Tabela 1. Estatistica descritiva da idade ao primeiro parto (IPP) e da producéo de
leite acumulada aos 270 dias (PL270)

Caracteristicas Numero de Média DP NUumero Pedigree
informacbes de GCs

PL270 (kg) 2.026 1.742,73 574,43 82 3.103

IPP (meses) 1.795 37,01 5,00 76 3.363

GCs: Grupos de contemporaneos

Tabela 2. Estrutura genealdgica e estrutura dos marcadores utilizados para a
realizacdo das andlises de normas de reagcdo para idade ao primeiro parto em
blfalas.

Parametros NUumero de observagdes
Numero de animais no pedigree 3.363
NUmero de pais 224
Numero de mées 1.751
Numero de animais genotipados 553
Numero de animais com fenétipo e gendtipo 439
Numero de marcadores SNP 44.574

Um total de 553 animais (539 fémeas e 14 machos) genotipados com o Axiom
Buffalo Genotyping Array 90 K (lamartino et al., 2017) estavam disponiveis para a
analise de associacdo gendmica ampla em passo unico (ssGWAS). Foram utilizados
somente SNPs presentes em cromossomos autossémicos e permaneceram apenas
marcadores com call rate maior que 95%, MAF maior que 3% e p-valor para o teste
de equilibrio Hardy Weinberg menor que 10°. Todas as amostras apresentaram call
rate maior que 90% e, portanto, todas permaneceram para a analise. Além disso,
marcadores sem posicao conhecida foram removidos. Apds o controle da qualidade,

553 amostras e 44.574 marcadores permaneceram para as analises posteriores.

2.2.2 Estimacédo dos componentes de variancia da norma de reacao (RNM)

2.2.2.1 Gradiente ambiental (GA)
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Previamente a analise de RNM para a IPP, foram obtidas as solu¢ces dos GCs
da PL270 por meio do modelo animal tradicional (BLUP) utilizando as informacgdes de
pedigree (matriz A). As solucbes foram obtidas por meio do modelo animal. Em

notagcédo matricial o modelo utilizado foi:

y=Xf+Za+z¢,

em que, y € o vetor dos registros fenotipicos da PL270. § € o vetor dos efeitos fixos
(CG e idade da vaca linear e quadratica como covariaveis), a € o vetor dos efeitos
aditivos e € o vetor dos residuos; X e Z, representam nesta ordem, matrizes de
incidéncia que associam S e a ao vetor de observagfes. As seguintes

pressuposicoes foram assumidas:

E(y)=XBE(@) =0  E(e)=0

Var(a) = Ac? Var(a) = I,,0?
em que o2 e ¢ representam as variancias genética aditiva e residual; A e I,, séo as
matrizes de parentesco aditiva e identidade, respectivamente. Posteriormente as
solucdes dos GCs da PL270 foram padronizadas para ter uma média O e variancia 1.
2.2.2.2 Normade reacao tradicional (BLUP) e genGmica (ssGBLUP)

Apbs definicdo do GA, a analise para obter os parametros genéticos da IPP
em todos os GA foi realizada por meio do modelo de norma de reacgao via regressao
aleatdria linear. Em notacdo matricial, 0 modelo utilizado foi:

y=Xp+Pa+c¢
em que y, € o vetor de observacdes da IPP, 8 € o vetor de efeitos fixos (GC), a é 0

vetor dos efeitos genéticos aditivos dos coeficientes de regresséo aleatéria e € € o

vetor de efeitos residuais aleatérios; X € a matriz de incidéncia que relaciona as
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observacbes aos efeitos fixos e; @ € a matriz de incidéncia com coeficientes de
regressao relacionados aos efeitos genéticos aditivos. As estimativas de componentes
de (co)variancia da RNM foram obtidas pela probabilidade maxima restrita utilizando
os programas REMLF90 e AIREMLF90 (Misztal et al., 2014).

2.2.3 Habilidade de predicdo dos métodos genémico e tradicional

Para avaliar a habilidade de predicdo entre as estimativas dos valores
genéticos e gendmicos das normas de reacdo (BLUP e ssGBLUP), o método LR
(linear regression) proposto por Legarra e Reverter (2018) foi utilizado. Esta
metodologia baseia-se na aplicacdo de estatisticas que comparam os resultados
obtidos por meio da utilizacdo de um banco de dados completo (todas as informacdes
fenotipicas disponiveis) e, um banco de dados parcial formado pela eliminacdo dos
fenétipos de determinados animais (chamados de individuos-foco). Utilizando os
valores genéticos/gendmicos dos individuos-foco estimados em analises com o banco
completos (1,,) e parcial (3i,), foram entéo calculadas as estatisticas relacionadas com
a habilidade de predicao.

Para isso, o0 método de amostragem consistiu em eliminar um individuo
genotipado (animais-foco) do banco de dados fenotipico e realizar a analise com N-1
animais. Este processo foi realizado 439 vezes (numero de animais com fenétipo e
genotipo), sendo obtido ao final um arquivo contendo 4, e 0, utilizado para o calculo

das seguintes estatisticas:

Acuracia Dispersao Correlacédo
B cov(ly,, ) Do = cov({, Gy)
P var(ty) J var(,,)var(0,)

onde F é o coeficiente de endogamia médio dos individuos-foco, e o é a variancia

7

genética aditiva. Entretanto, € importante ressaltar que a estatistica de acuracia
utilizada neste estudo, consiste em uma modificacdo da forma proposta por Legarra e

Reverter (2018), uma vez que: a) considera a variancia genética estimada, pois as



24

fazendas utilizam como critério de selecao a producéo e qualidade do leite e; b) como
indicado no proprio artigo dos autores, o denominador da formula pode ser reduzido

ao assumir a coancestria com valor proximo a da endogamia.

2.2.4 Estudo de associacdo genémica ampla (GWAS) da interagcdo genotipo-
ambiente (IGA)

O estudo de associacdo gendmica (GWAS) foi realizado para o parametro da
inclinagdo (b1) da RNM utilizando a proporgédo da variancia explicada por janelas
gendmicas com 1 Mb. Foram consideradas apenas janelas genémicas que explicaram
pelo menos 0,3% da variancia genética aditiva e obtidos os genes candidatos
posicionais inseridos dentro dessas janelas considerando a montagem do genoma
bubalino UOA WB 1 (Low et al, 2019) disponivel no NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/gdv). Posteriormente, dispondo da lista de
genes, foi realizada a analise funcional, empregando o pacote ClueGo (Bindea et al.,
2009) disponivel para o programa Cytoscape (Shannon et al., 2003). Para esta
finalidade foram considerados a base de ontologia de genes (GO) para processos de
sistema imune e bioldgicos; kappa score superior a 0,5; especificidade de network
global; sem minimo de tamanho de cluster; foram considerados significativos valores
de p corrigidos pelo teste de Bonferroni step down abaixo do nivel de significancia de
0,05.

2.3Resultados

2.3.1 Componentes de variancia e parametros genéticos da norma de reacéao
(RNM)

As variancias (erro padréao) da inclinacdo, do intercepto e residual foram de
3,241 (0,739), 0,377 (0,506) e 8,857(0,609), respectivamente. A proporcao entre as
variancias da inclinacao (b1) e do intercepto (bo) foi de 0,12, e a correlagdo entre o
intercepto e a inclinacédo foi positiva e de alta magnitude (0,74).

As amplitudes das solu¢des dos CG da PL270 obtidos utilizando o modelo



25

animal padrdo, variaram de -1,5 a 1,2, e representaram ambientes de baixo a alto
nivel de producéo, respectivamente (Figura 1A). As estimativas de herdabilidade
variaram de 0,15 a 0,39 do menor ao maior nivel de produtividade, indicando que héa
aumento das estimativas de herdabilidade para a IPP quando as condi¢cdes
ambientais sdo melhores (Figura 1A). Além disso, esses resultados indicam que ha
IGA para a IPP de bufalas leiteiras da raca Murrah.

As estimativas de correlagdo genética da IPP entre os diferentes gradientes
ambientais (GA) variaram de 0,75 a 0,99 (Figura 1B), com estimativas mais baixas

entre ambientes extremos, indicando IGA.
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Figura 1. Estimativas de herdabilidade ao longo do gradiente ambiental (A) e
estimativas de correlacdo genética entre os gradientes ambientais (B) obtidas via
modelo norma de reacéo linear para idade ao primeiro parto em bufalas da raca
Murrah

As normas de reac¢éo dos touros que tinham no minimo 20 filhas, apresentaram
um padrao semelhante nos valores genéticos (VG) estimados via PBLUP (EBV) e via
ssGBLUP (GEBV) com poucas diferencas na reclassificacdo dos animais de um

modelo para o outro (Figura 2).
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Figura 2. Normas de reacao genéticas (EBV) e genémicas (GEBV) obtidos pelo modelo
de norma de reacao linear para idade ao primeiro parto, considerando touros com no
minimo 20 filhas com registros
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O RNM ssGBLUP apresentou incrementos em acuracia (r,;) ha proporgéo de

521% e 4,63% para os valores genéticos do intercepto e da inclinacéo,

respectivamente (Tabela 3).

Com relacdo a estatistica de disperséo (D), o método PBLUP superestimou os

valores genéticos do intercepto e da inclinacdo, enquanto o método ssGBLUP foi

caracterizado pela subestimacao dos valores gendmicos do intercepto e da inclinacao.

Tendo em vista que o valor ideal deste parametro é a unidade, o método ssGBLUP

reduziu a dispersdo dos valores genéticos e proporcionou melhor ajuste para o

intercepto e para a inclinagdo do RNM. Maior incremento fenotipico foi observado para

o intercepto (0,67%) em relacdo a inclinacdo (0,26%) quando ha a inclusdo de

informacdes genotipicas (ssGBLUP).

Tabela 3. Acuracia (r,;), dispersdo (D) e incremento fenotipico (Incpyg) dos
valores genéticos (PBLUP) e genbmicos (ssGBLUP) obtidos pelo modelo de
norma de reagao da idade ao primeiro parto, considerando os dados completos e

parciais
PBLUP ssGBLUP
Parametro _ —
TAA D InCpHE rAA D InCpHE
bo 0,422 1,038 0,742 0,444 0,974 0,747
b: 0,367 1,042 0,762 0,384 0,978 0,764
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A acurécia dos valores genéticos e gendmicos ao longo do gradiente ambiental
aumentou quando houve a inclusdo de marcadores SNP no modelo em relacédo ao

método baseado em pedigree (PBLUP) (Figura 3).
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Figura 3. Acuracia dos valores genéticos (linha vermelha) e gendmicos (azul) ao
longo gradiente ambiental para idade ao primeiro parto em bufalas da raca Murrah.

2.3.3 Analise de associacdo gendmica ampla (GWAS) para plasticidade

(inclinacao)

Sete regides gendmicas foram detectadas considerando a porcentagem da
variancia genética explicada pelas janelas gendmicas do parametro de inclinacédo do
RNM, com valor de limiar superior a 0,3% para a IPP. Essas regides genémicas
estavam distribuidas nos cromossomos 1, 8, 11, 16 e 18 (Figura 4) e totalizaram
2,92% da variancia genética total. A janela gendmica que explicou a maior
porcentagem de variancia (0,67% para a inclinacéo) foi a janela localizada no BBU1
(137.434.116 a 138.426.182 pb). Considerando o critério estatistico p-valor, néo

houve SNPs significativos.
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Figura 4. Manhattan-plot considerando a porcentagem da variancia explicada por
janelas exclusivas de 1 Mb para o parametro de inclinacao (b1) do modelo de norma
de reacdo (RNM) para idade ao primeiro parto (IPP) em bufalas da raca Murrah.

O numero de SNPs contidos nas janelas genémicas significativas variaram de
15 a 28 e totalizaram 88 genes candidatos (Tabela 4). Posteriormente, foram
identificados apenas genes que participavam de processos biolégicos importantes
demonstrados pela andlise funcional, dos quais, 5 genes foram detectados (KCNNA4,
NECTIN2, APOE, APOC2 e APOC4). Esses genes estavam divididos em duas rotas
metabdlicas: regulacdo das células T e particulas lipoprotéicas de baixa densidade.
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Tabela 4. Numero de SNPs (Nsnp), cromossomo, posi¢ao inicial (Pl), posi¢éo final (PF), porcentagem da variancia genética
explicada por marcadores moleculares da inclinagdo da norma de reacdo RNM (%Variancia) e genes encontrados em janelas
de 1Mb para IPP em bufalas Murrah

Nsnp

Cromossomo

PI PF

%Variancia

Genes (UOA_WB_1)

25

17

28

18

24

15
20

1

8

18

16

11

11

137434116 138426182

58728756 59717614

51798888 52796278

67875000 68813391

9496548 10490769

8399315 9288646
138477820 139476110

0,67288

0,51750

0,43879

0,34340

0,33730

0,30511
0,30109

NAALADLZ2; LOC102416103; LOC112584561

THAPS; GPR141; ELMO1, LOC102391616; LOC102390377,
LOC112586493; DNAJB9; LOC112586492

LOC102410032; SMG9; LOC102392841; ZNF285; NECTINZ;
LOC102392564; PPP1R37; IRGQ; LOC112580167; ZNF45;
LOC112580123; ZNF180; LOC112580321; LOC112580323; GEMINY;
LOC112580318; PLAUR; LYPDS; KCNN4; LOC102391408;
LOC112580319; LOC112580320; PVR; LOC112580475; LOC112577731;
CBLC; TRNAC-GCA; LOC102399059; CLASRP; APOE; BCAM; TOMMA40;
RELB; ZNF576; IRGC; ZNF428; CADM4; LOC102411349; LOC102414175;
SRRMS5; ZNF283; LOC102413321; ZNF404; ZNF235;, CEACAM1Y9;
IGSF23; CEACAM20; ZNF112; CEACAM16; LOC112580322; BCLS3;
APOCA4; ZNF296; APOC2; CLPTM1,

ELMOD1; LOC112579386; LOC112579751; LOC102390409; GUCY1A2;
CWF19L2; ALKBH8

TRNAS-GGA,; LOC112587770; LOC102403944; LOC112587769; TRNAK-
CUU; TRNAK-UUU; STONZ; LOC112587772; SEL1L

LOC112588001

NLGN1; SPATA16; LOC102389641; NCEH1; ECT2
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2.4Discussao

2.4.1 Componentes de variancia obtido via norma de reacao linear (RNM)

Correlacdes genéticas altas e positivas entre o intercepto (bo) e a inclinacao
(b1) indicam que os animais com maior valor VGE no intercepto também tendem a ter
maior VGE na inclinagdo, e que seus desempenhos melhoram quando ha menor
restricdo ambiental (Mota et al., 2020). Os resultados, indicaram que bufalos com
melhores VGESs para a IPP respondem de forma mais eficiente quando sédo produzidos
em condicbes ambientais melhores, e, portanto, os fendtipos sdo considerados
plasticos.

Ambrosini et al. (2016) utilizando o RNM heterocedéstico para a estimagéo da
IGA para IPP em Nelore, obtiveram correlacdo de 0,90 entre o bo e b1, indicando que
animais com maior VGE tem maior capacidade de expressar o potencial genético em
ambientes menos restritivos. Resultados semelhantes foram observados por Freitas
et al. (2019) para a IPP em bufalas, onde relataram correlacéo de 0,56 entre bo e bs.
Correlagcbes genéticas entre bo e b: inferiores (0,245) foram relatadas para IPP de
novilhas Nelore (Araujo Neto et al., 2018).

O aumento das estimativas de herdabilidade em gradientes ambientais com
maiores niveis de producao pode ser resultado das melhores condi¢cdes ambientais
fornecidas aos animais, que resultam em maiores estimativas da variancia genética
aditiva devido a maior capacidade de expressar o potencial genético em ambientes
menos restritos (Santos et al., 2020; Lemos et al., 2015). As estimativas de
herdabilidade foram semelhantes as relatadas na literatura (com uma variagéo de 0,12
a 0,48) para a IPP em bufalos utilizando modelos tradicionais sem a inclusdo de IGA
(Agudelo-Gémez et al., 2015; Amin et al., 2021; Araujo Neto et al., 2020; Camargo et
al., 2015; Tamboli et al., 2022).

As estimativas de herdabilidade para a IPP foram semelhantes as descritas por
Freitas et al. (2019) que utilizaram as médias da producéo de leite (PL) dos GCs para
a definicdo do GA, as quais variaram de 0,13 a 0,39 com maiores estimativas de
herdabilidade em ambientes favoraveis. Santos et al. (2020) avaliando o efeito da IGA

para a IPP em novilhas da raca Holandesa utilizando o RNM homocedastico,
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obtiveram estimativas de herdabilidade que variaram de 0,04 a 0,28, com maiores
estimativas de herdabilidade em ambientes desafiadores e menores estimativas nos
melhores ambientes, entretanto, o critério utilizado para a definicdo do GA foi a
solugéo dos GCs da IPP.

Chiaia et al. (2015) utilizando a média do ganho de peso pds-desmame dos GC
como GA, obtiveram estimativas de herdabilidade variando de 0,09 a 0,50 para IPP
em Nelore, com maiores estimativas obtidas nos melhores ambientes. Ambrosini et
al. (2016) obtiveram estimativas de herdabilidade para IPP variando de 0,06 a 0,12
em Nelore, com maiores herdabilidades em gradientes ambientais melhores e
concluiram que a selecao de touros com maiores VGESs pode ser feita para gradientes
ambientais melhores. Lemos et al. (2015) obtiveram estimativas de herdabilidade para
a IPP em Nelore variando de 0,05 a 0,47, utilizando as médias do ganho de peso p4s-
desmame como GA, com maiores estimativas de herdabilidade em gradientes
ambientais melhores e concluiram que maior resposta a selecdo pode ser obtida em
ambientes com manejos e condi¢des nutricionais superiores.

Segundo Oliveira et al. (2018) essa variabilidade das estimativas de
herdabilidade estéo relacionadas a caracteristica utilizada para a definicdo do GA, ao
banco de dados e a metodologia utilizada. O aumento da estimativa de herdabilidade
a medida que houve aumento dos niveis tecnoldgicos, mensurados indiretamente pelo
GA, indica que os animais com maiores valores genéticos médios respondem a
selecdo quando sdo produzidos em condi¢des ambientais menos desafiadoras, ou
seja, a expressao do potencial genético dos animais é dependente do ambiente.

As correlagcdes genéticas entre GA extremos foram 20,75 (Figura 1B).
Correlacbes genéticas inferiores a 0,80 entre os gradientes ambientais, indicam que
a variancia genética aditiva é influenciada pelo ambiente e que ha reclassificacao dos
animais nos diferentes gradientes ambientais devido a IGA (Araujo Neto et al., 2018;
Freitas et al., 2019; Mota et al., 2020). Além disso, sugerem que diferentes grupos de
genes sao expressos (Pégolo et al., 2009). Em bovinos Nelore, Mota et al. (2020)
descreveram correlacbes genéticas entre os GA extremos de 0,30 e -0,12 para
prenhez precoce de novilhas e perimetro escrotal, respectivamente. Freitas et al.
(2019) obtiveram correlacéo genética de 0,39 entre gradientes ambientais extremos

ao avaliar a IGA da IPP em bufalas.
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2.4.2 Predicdo genémica da norma de reacao (RNM)

Em um programa de melhoramento genético, modelos de norma de reacgéo
podem ser utilizados para a estimacao de valores genéticos/genémicos especificos
para determinado ambiente ou para utilizar EBV/GEBV do parametro b; para
selecionar animais robustos, por exemplo. A maioria dos estudos de normas de reacéo
gue estimaram a habilidade de predicao para a obtencédo do GEBV ou EBV ao longo
do gradiente, descreveram poucos resultados para a variavel latente bi. Outro
importante ponto a ser considerado, € que os estudos utilizaram diferentes estatisticas
para o calculo da acuracia.

O incremento de acuracia verificado (Tabela 3) para o parametro de inclinacgéo,
foi semelhante ao descrito por Araujo Neto et al. (2022), onde, avaliando a resiliéncia
de bufalas leiteiras a alteracdes de peso no inicio da lactacédo, verificaram aumento na
acuracia (PEV) média de 5% para o parametro b1 em um modelo de regresséo
aleatdria utilizando o método ssGBLUP.

Para o incremento de acuracia ao longo do GA, os valores foram semelhantes
aos descrito por Oliveira et al. (2018), que trabalhando com modelos de normas de
reacao para peso em bovinos da raca Nelore, verificaram que a utilizacdo do método
ssGBLUP possibilitou um incremento médio de acuracia na ordem de 7,9%,
comparada a abordagem sem utilizacédo de informac&o gendmica. Entretanto, maiores
incrementos foram descritos por Mota et al. (2020), que verificou aumento de acuracia
da ordem de 14,61 a 21,18% para perimetro escrotal e de 12,74 a 22,56% para
prenhez precoce em novilhas, ao serem incluidas informacdes genémicas nos

modelos de normas de reacao.

2.4.3 GWAS do parametro de inclinacdo do RNM

A baixa porcentagem da variancia genética aditiva total explicada pelas janelas
gendmicas, corroboram para definicdo de caracteristica poligénica para a IPP. Janelas
com baixa variancia genética aditiva total explicada para a inclinagdo, também foi
relatada em normas de reacdo para peso ao ano em bovinos Nelore, os quais

relataram valores de no maximo 0,82% (Oliveira et al., 2018).
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Os resultados da analise funcional, identificaram processos biolégicos que
sugerem que a IPP é influenciada pela imunidade e pelo metabolismo de lipidios. A
janela gendmica localizada no BBU18 (51.798.888 — 52.796.278) foi a regido
gendmica com maior quantidade de genes identificados e a Unica regido onde
estavam localizados os genes que participaram dos processos biologicos da analise
funcional. Dubon et al. (2021) estudando a IPP em bovinos da raca Nelore, também
encontraram regides gendmicas importantes no BTA18.

Os genes candidatos APOE, APOC2 e APOC4 localizados no processo
bioldgico fazem parte do grupo de genes das apolipoproteinas. Segundo Veshkini et
al. (2022) as apolipoproteinas em geral, sdo fundamentais para a homeostase do
colesterol e, também atuam sobre a funcdo imune, com papéis anti-inflamatorios e
pro-inflamatdrios em vacas leiteiras.

Os processos biolégicos identificados indicaram que ha relacdo entre o
metabolismo lipidico e a imunidade com a IPP de bufalas. Segundo Melo-Sterza et al.
(2021) a concentragéo e o perfil lipidico do fluido folicular (FF) influencia na viabilidade
e na qualidade dos odcitos de vacas leiteiras, além disso, foi verificado que o estresse
térmico atua sobre o metabolismo energético, alterando as concentracdes de glicose,
IGF1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1), ureia, colesterol e NEFA
(acidos graxos nao esterificados) do soro e do FF do foliculo dominante influenciando
na qualidade de odcitos e embrides. Portanto, como a qualidade dos od4citos também
é dependente do perfil lipidico do FF, fatores nutricionais da dieta das fémeas podem
alterar a composicao lipidica do FF e influenciar na qualidade dos odcitos.

Zachut et al. (2016) avaliando o proteoma do FF de vacas Holandesas
israelenses classificadas como menos férteis, identificaram maior expresséo de trés
apolipoproteinas, sendo elas: APOF, APOD e APOC4 e menor expressdo da APOC2.
E concluiram que as apolipoproteinas atuam como biomarcadores do metabolismo
lipidico do FF de vacas que apresentaram menor fertilidade. Portanto, fatores
ambientais indiretos como nutricAo e estresse térmico parecem influenciar na
concentragéo de lipidios do FF e consequentemente, na qualidade dos odcitos de
novilhas bubalinas devido a deteccao das apolipoproteinas na IGA da IPP.

Em um estudo do proteoma do FF de foliculos de bufalas, a APOC-A1 foi

identificada entre as proteinas abundantes, segundo os autores, essa apolipoproteina
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ja foi identificada em éguas, cadelas, matrizes suinas e bufalas. Além disso, das 363
proteinas identificadas no FF, 32% e 23% pertenciam aos processos biolégicos de
resposta ao estresse e do sistema imune, respectivamente (Fu et al., 2016). Portanto,
0s genes APOC2, APOC4, APOE, NECTIN2 e KCNN4 relacionados as rotas de
regulacéo de células T e de metabolismo de lipidios parecem desempenhar um papel
importante na protecdo do foliculo de novilhas Murrah. Marques et al. (2022)
caracterizando o proteoma do FF de bdfalas, identificaram varias isoformas de
apolipoproteinas, no entanto, ndo foi encontrada nenhuma relacdo entre essas
proteinas e o desenvolvimento folicular.

Ramadan et al. (2001) identificaram que células do sistema imune, como
macrofagos, linfocitos, neutréfilos e eosindfilos foram significativamente maiores no
corpo luteo (CL) maduro em relacéo ao corpo hemorragico ou no CL em regressao, e
concluiram que o sistema imune auxilia nas funcdes ovarianas (ovulacéo e lutedlise)
de bufalas. Segundo Shirasuna et al. (2012), o sistema imunolégico é um dos
responsaveis pela regulacdo da fungcdo ovariana, principalmente porque as células
imunes compdem o CL durante todo o ciclo estral das fémeas e podem afetar a funcao
enddcrina, o desenvolvimento, a manutencao e a regressao do CL. Foi observado que
os leucdcitos (macréfagos e linfocitos T) aumentaram significativamente no CL em
lutedlise de vacas, humanos, coelhos, suinos, éguas e camundongos.

Em bovinos, o sistema imunolégico é influenciado negativamente pelo estresse
térmico. Os linfocitos T (células T) desempenham um papel importante no equilibrio
da funcdo imune, atuando principalmente durante a exposi¢do a agentes estressores
(Smith e Vale, 2006). O cortisol € um dos fatores relacionados a inibicdo da expressao
de genes ligados a ativagéo dos linfécitos T quando os bovinos passam por estresse
térmico e comprometem a funcdo dos linfécitos reduzindo a imunidade celular
(Lacetera et al., 2006).

Segundo Bagath et al. (2019) as adaptacdes fisiolégicas e celulares que
acontecem durante o estresse térmico estao relacionados a reducéo do desempenho
reprodutivo dos animais. Dessa forma, os efeitos da IGA na IPP de novilhas Murrah
parece ter correlacdo com fatores imunolégicos visto que os genes das rotas
metabdlicas também estado relacionados processos bioldgicos do sistema imune.

Em termos GO, o gene APOE esta relacionado ao transporte de lipidios,
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processos de metabolismo dos lipidios e homeostase de triglicerideos. Em vacas
leiteiras em transicao (periparto), a apolipoproteina APOE esta altamente associada
ao VLDL (lipoproteina de densidade muito baixa - Very Low Density Lipoprotein) e ao
HDL (lipoproteina de alta densidade - High Density Lipoprotein) e os niveis elevados
dessa apolipoproteina acarreta o desenvolvimento de doencas relacionadas ao
metabolismo de lipidios, como por exemplo, a esteatose hepatica ou figado gorduroso
devido ao comprometimento do metabolismo do colesterol e consequente acumulo de
triglicerideos nos hepatécitos (Veshkini et al., 2022). Segundo Bernabucci et al.
(2004), alteracdes na sintese de VLDL no figado de vacas leiteiras de transicdo estédo
relacionadas a sinais clinicos de esteatose hepatica, e que ha trés proteinas
envolvidas na sintese e secrecao de VLDL no figado, sendo elas: ApoB100, APOE e
MTP (proteina de transferéncia de triglicerideos). Sendo a APOE mais relacionada
com a producao de VLDL pelos hepatocitos e a secrecao de VLDL pelo figado.

O gene APOC2 em termos GO esta associado ao transporte de lipidios, ao
processo metabdlico lipidico e a regulacdo positiva do processo catabdlico de
triglicerideos. O gene APOCA4 foi detectado no plasma das vacas suplementadas com
acidos graxos essenciais e acido linoleico conjugado apd6s o parto, seu papel, no
entanto, ndo estd bem definido em bovinos, mas em humanos, estd associado ao
metabolismo de triglicerideos e de VLDL (Veshkini et al., 2022). Kumar et al. (2021)
conduziram um estudo do proteoma do FF pds-parto de bufalas Murrah e a andlise da
rede de interacdo proteina-proteina revelou que as apolipoproteinas APOA1, APOA2,
APOA4 e APOCS interagiram entre si e com outras proteinas, e estdo entre as
proteinas que desempenham um papel fisiolégico e enddcrino importante no ovario,
participando da ovulacdo, regressdo do corpo lateo, esteroidogénese e apoptose
celular no foliculo.

O gene APOE foi localizado préximo a um SNP ligado a eficiéncia reprodutiva
de éguas Pura Raza Espandl, juntamente com o gene NECTINZ2, foram relacionados
a processos biolégicos de desenvolvimento e maturacdo de gametas de machos e
fémeas (Laseca et al., 2022). O gene NECTIN2 faz parte da superfamilia das
imunoglobulinas que sdo moléculas de adesédo celular e é expresso nas células de
Sertoli. Camundongos com alteracdes no gene NECTIN2 tiveram produc¢éo normal de

espermatozoides, mas tiveram problemas na formacdo da cabeca e da peca
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intermediaria dos espermatozoides o0 que prejudicou a penetracdo dos
espermatozoides nos oOvulos tornando os machos inférteis (Mueller et al., 2003).
Segundo Mueller et al. (2003), camundongos deficientes de NECTINZ2 tiveram a
juncéo Sertoli-Esperméatide formadas de forma inadequada. Homens com mutacfes
em regides codificadoras dos genes NECTIN2 e NECTIN3 também apresentaram
anormalidades anatdbmicas nos espermatozoides, porém a producdo de
espermatozoides nao foi prejudicada (Bronson et al, 2017). Os termos GO
relacionados com o gene NECTINZ2 incluem regulacdo positiva da resposta imune
mediada por imunoglobulinas e organizagcao do citoesqueleto.

O gene KCNN4 (Potassium Calcium-Activated Channel Subfamily N Member
4) é o membro 4 da subfamilia N do canal de potéssio ativado por célcio (Chen et al.,
2022), denominado também de KCa3.1. Os termos GO relacionados com o KCNN4
incluem processos do sistema imunologico, transporte de ions de potassio e calcio e
homeostase do volume celular. A proteina 4 do canal intracelular de cloreto (CLIC4),
foi identificada no FF de bufalas e foi relacionada a processos celulares, como a
formacdo de canais idnicos e remodelamento das membranas intracelulares e foi
sugerida como uma proteina que desempenha um papel no transporte de ions nos
foliculos (Fu et al., 2016). Dessa forma, as proteinas relacionadas com os canais de
potassio, como a KCNN4, também podem estar desempenhando um papel chave no

transporte de potassio para os foliculos.

2.5Concluséo

Os resultados dos componentes de variancia e estimativas de herdabilidade,
bem com as correlacdes genéticas entre gradientes ambientais extremos indicaram
gue héa efeito da IGA na IPP em bufalos leiteiros. A inclusdo de informac¢des gendmicas
aumentou a acuracia dos valores genéticos do intercepto e da inclinagdo da norma de
reacdo, indicando melhor ajuste dos dados quando a metodologia ssGBLUP foi
utilizada. O modelo de associacdo gendmica ampla permitiu a identificacdo de genes
importantes envolvidos nos efeitos da inclinagdo da norma de reacao da IPP, onde
cinco genes principais foram envolvidos em dois processos bioldgicos ligados ao

metabolismo de lipidios e imunidade.
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CAPITULO 3 — Comparacédo de metédos single-step para a predicdo genémica

daidade ao primeiro parto em bufalos leiteiros

RESUMO - A idade ao primeiro parto € uma caracteristica importante que deve ser
considerada nos programas de melhoramento genético de bufalos leiteiros, assim
como o uso de novas metodologias para a sua utilizacdo. Este estudo teve como
objetivo comparar a capacidade preditiva de diferentes métodos de passo Unico na
estimacao da idade ao primeiro parto de bufalos Murrah. Foram utilizadas informacdes
fenotipicas de 2.247 animais, registros genealdgicos de 3.363 animais, e marcadores
SNP para 553 animais. Foram analisados os seguintes métodos: predi¢cdo baseada
em pedigree (PBLUP), GBLUP de passo unico (ssGBLUP), GBLUP de passo unico
ponderado (WssGBLUP), e métodos de regressao Bayesianos de passo Unico (ssBA,
ssBBm, ssBCm, ssBL e ssBRR). Para comparar as metodologias, a acuracia e
dispersédo dos EBVs/GEBVs foram estimadas utilizando o método LR. As estimativas
de acuracia para os animais genotipados variaram entre 0,30 (ssBRR) e 0,39
(WssGBLUP). Em relacdo a dispersdo da predicdo do GEBV, os métodos ssBCrx
(0,99) e WssGBLUP (1,00) obtiveram os melhores resultados com o0s animais
genotipados. Os resultados indicaram que a utilizacdo de informacédo genémica pode
melhorar o ganho genético para a idade ao primeiro parto, aumentando a acuracia e
reduzindo a inflagdo/deflacdo das predi¢cdes desta caracteristica em comparag¢do com
o modelo tradicional baseado em pedigree. Além disso, entre todos os modelos
gendmicos de passo unico estudados, 0 WssGBLUP e o ssBA foram os métodos mais
vantajosos a serem utilizados na avaliagcdo gendmica da idade ao primeiro parto de
bufalos desta populacéo.

Palavras-chave: BLUPSs, inferéncia bayesiana, selecdo genémica, SNPs
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CHAPTER 3 - Comparison of single-step methods for genomic prediction of age

at first calving in dairy buffaloes

ABSTRACT - The age at first calving (AFC) is an important trait to be considered in
genetic improvement programs for dairy buffaloes, justifying the application of new
technologies for its use. Thus, this work was designed with the aim of comparing the
predictive ability of different single-step methods using age at first calving information
in Murrah buffaloes. Phenotypic information from 2,247 animals, genealogical records
from 3,363 animals, and SNP markers for 553 animals were used. The following
methods were analyzed: pedigree-based prediction (PBLUP), single-step GBLUP
(ssGBLUP), weighted single-step GBLUP (WssGBLUP), and single-step Bayesian
regression methods (ssBA, ssBBr, ssBCr, ssBL and ssBRR). To compare the
methodologies, the selection accuracy and dispersion of EBVS/GEBVs were estimated
using the LR method. Accuracy estimates for the genotyped animals ranged from 0.30
(single-step Bayes Ridge Regression) to 0.39 (WssGBLUP). Regarding the dispersion
of the GEBYV prediction, ssBCrx (0.99) and WssGBLUP (1.00) obtained the best results
with the genotyped animals. The results indicate that the use of genomic information
can improve the genetic gain for age at first calving by increasing the accuracy and
reducing inflation/deflation of predictions of this trait compared to the traditional
pedigree-based model. In addition, among all genomic single-step models studied,
WssGBLUP and ssBA were the most advantageous methods to be used in the
genomic evaluation of age at first calving of buffaloes from this population

Keywords: BLUPs, Bayesian Inference, genomic selection, SNPs
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3.1Introducéao

A idade ao primeiro parto (IPP) € uma importante caracteristica indicadora da
eficiéncia reprodutiva, sendo, portanto, necesséaria sua inclusdo em programas de
melhoramento genético para a espécie bubalina (Aspilcueta-Borquis et al., 2022).
Sabe-se, contudo, que o0 progresso genético obtido pela selecdo direta da IPP pode
ser muito lento devido a baixa magnitude das estimativas de herdabilidade desta
caracteristica em bufalos (Camargo et al., 2015). A avaliagdo genémica é a melhor
estratégia para a predicdo dos valores genéticos da IPP, uma vez que proporciona
aumento de acuracia em relacdo a avaliacéo tradicional (Calus et al., 2010). Além
disso, Camargo et al. (2015) e Araujo Neto et al. (2020a) relataram regides gendmicas
associadas a esta caracteristica em estudos de GWAS com esta populacao,
evidenciando a possibilidade de inclusdo de informa¢des gendmicas em programas
de melhoramento da espécie.

O método GBLUP (ssGBLUP) de passo Unico tornou-se a principal metodologia
utilizada para avaliacbes gendmicas em bovinos leiteiros e bufalos (Araujo Neto et al.,
2020a; Araujo Neto et al., 2020b; Cesarani et al., 2021; Lazéaro et al., 2021), dada a
facilidade de integrar as matrizes de relacionamentos, baseadas na informacao de
pedigree (A) e gendmica (G - genetic relationship matrix - GRM,), sem grandes
alteracdes nas equacdes do modelo misto (Misztal et al., 2020). Além disso, esta
metodologia permite atribuir pesos diferentes para cada marcador, originando o
método GBLUP de passo Unico ponderado - WssGBLUP (Zhang et al., 2016).
Posteriormente, Fernando et al. (2014) propuseram metodologias de passo unico
combinadas com métodos de regressdo Bayesianos (ssBR), como opcdo ao
ssGBLUP. No entanto, poucos estudos foram desenvolvidos comparando os
resultados das diferentes metodologias de passo Unico (Lee et al. 2017; Gao et al.
2018; Zhou et al., 2018). Assim, o objetivo deste estudo foi comparar a capacidade
preditiva de diferentes métodos de passo Unico na estimacdo de valores gendmicos

para a IPP em bufalos da raga Murrah.
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3.2Material e métodos

3.2.1 Dados

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados os registros de idade ao
primeiro parto (IPP) de 2.247 fémeas da raca Murrah, nascidas entre 1995 e 2016,
pertencentes a 4 fazendas de producdo de bufalos. Os grupos de contemporaneos
(GC) foram formados considerando animais nascidos na mesma fazenda, ano e
estacdo de nascimento. As estacdes de nascimento foram definidas como seca e
chuvosa. Animais com registros abaixo ou acima de trés desvios padrdo da média do
CG e animais pertencentes a GC com menos de cinco individuos foram removidos. O
arquivo de pedigree totalizou 3.363 animais.

Um total de 553 animais (539 fémeas e 14 touros) foram genotipados com o
painel Axiom Buffalo Genotyping Array 90 K (lamatrtino et al., 2017). Apenas 0s SNPs
presentes nos cromossomos autossémicos, bem como aqueles com call rate maior
que 95%, MAF maior que 3% e nivel de significaAncia para o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg de 10° e, amostras com call rate maior que 90% foram mantidos na
analise. A base de dados (fenotipica e genotipica) apds a etapa de consisténcia foi

descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Descri¢cao do conjunto de dados de idade ao primeiro parto obtidos apos
a consisténcia

NUumero de registros

Descri¢ao Conjunto de dados Conjunto de dados
completo parcial
N° de animais com fendétipos 2.247 1.596
N° de animais com genotipos e fendétipos 509 420
N° de grupos de contemporaneos 101 73
Média 37,34 36,97

Desvio-padréao 5,52 5,07
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3.2.2 Modelos PBLUP, ssGBLUP e WssGBLUP

O conjunto de metodologias utilizado para a estimagcdo dos valores
genéticos/gendmicos baseia-se na utilizacdo de uma matriz de parentesco entre
individuos em equacdes de modelos mistos, sendo as diferencas constituidas pelo
tipo de informacao utilizada (pedigree ou genotipica) e a forma como estas matrizes
sdo construidas. O modelo BLUP (PBLUP) baseado em pedigree pode ser descrito

como:
y=Xp+Za+e

em que, y € o vetor dos registros fenotipicos (IPP); 8 é o vetor de efeitos fixos (GC);
X é a matriz de incidéncia que associa f a y; a € o vetor dos efeitos aditivos; Z é a
matriz de incidéncia que associa ¢ a y e e é 0 vetor dos efeitos aleatorios. As

seguintes suposicdes foram feitas:
E(y) =XB E(a) =0 E(e)=0
Var(a) = Ac? Var(e) = I,,0?

em que o2 e o2 representam as variancias genéticas aditivas e residuais,
respectivamente; A e I,, sdo os relacionamentos baseados em pedigree e uma matriz
identidade, respectivamente.

O método ssGBLUP é uma extensédo do modelo PBLUP, no qual as matrizes
de parentesco de pedigree (A) e o parentesco genémico (G) sdo combinadas em uma
Unica matriz, denominada H, descrita por Aguilar et al. (2010). Assim, 0 seu inverso
pode ser obtido como:

R L

em que A~1 e G~1 sdo matrizes inversas A e G, respectivamente, e —A;; € a inversa



a7

de A somente de animais genotipados. A matriz G foi obtida de acordo com VanRaden
(2008) como:

_ ZDZ'
23p;(1—pi)

onde p; é frequéncia do alelo menor (MAF) do SNP i; Z é a matriz relacionando os
genatipos de cada locus centrada por frequéncias alélicas e D € a matriz diagonal de
pesos para as variancias dos SNPs, (d;= peso do SNP i). O modelo ssGBLUP é
definido como D = I, de modo que o peso de todos os SNPs seja igual a 1.

No método WssGBLUP (ssGBLUP ponderado; Wang et al.,, 2012) sao
atribuidos aos marcadores diferentes pesos por meio de um processo iterativo com

as seguintes etapas:

1. Definicdo da matriz diagonal de variancia ou ponderacdo do SNP como uma
identidade, D® =1, em que t = 1;

2. A matriz de relacionamento gendmico é configurada para t como G® =
ZD®Z' /(2 Ep;(1 - py);

3. Os valores genéticos gendmicos (GEBV ou @) para t sdo obtidos;

4. Os GEBV a® s&o convertidos para efeitos de SNP # como #@f =
D(t)Z'(G(t))—la(t);

5. O peso do ith SNP (o ith elemento de D ou d;) é calculado;

6. Os pesos dos SNPs s&o normalizados em D®*D para ter variancias
genéticas constantes nos efeitos dos SNPs;

7. Trés iteracOes a partir da etapa 2

Para os métodos acima mencionados, o programa BLUPF90++ (Misztal et al.,
2014) foi utilizado para a estimativa dos componentes de variancia e para a etapa de
validacéo. A estimativa dos efeitos dos marcadores e o calculo da ponderacgéo (para
o méetodo WssGBLUP) foram realizados com o programa POSTGSF90 (Misztal et al.,
2014). Na etapa de ponderacdo dos marcadores, os pesos foram definidos por uma

funcédo néo linear proposta por VanRaden et al. (2009).
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3.2.3 Modelos de regressao Bayesiana em passo unico (ssBR)

Nos modelos Bayesianos em passo Unico, 0 modelo generalizado para a
combinacao das informacdes de animais genotipados e ndo-genotipados pode ser

descrito como indicado por Fernando et al. (2014):
Yn1 _ [Xn Zy O01[Mpa+e
[yg]_[Xg]ﬁ+[O Zg][ Mya ]+e

onde os vetores e matrizes para animais ndo genotipados sao denotados com o
subscrito n e para os animais com genotipos com o subscrito g. Assim, y, € y,
representam os vetores de observacdes fenotipicas; f € o vetor de efeitos
sistematicos; X, e X, matrizes de incidéncia para os efeitos fixos; Z, e Z,
representam matrizes de incidéncia associados aos valores gendmicos dos animais;
a, € e e, representam nesta ordem, os vetores de efeitos de marcadores, residuos da

imputacdo e vetor de residuos do modelo; M, € a matriz de marcadores para o0s

animais genotipados e M,, € a matriz de marcadores imputados para 0s animais nao

genotipados. A matriz M,, pode ser obtida como:
M, = AngAgleg

em que 4,, representa a matriz de parentesco com base no pedigree entre os animais

genotipados e ndo genotipados e; Ay representa a inversa da matriz de parentesco
com base no pedigree entre animais genotipados.

Os seguintes métodos ssBR foram utilizados: BayesA (ssBA- Meuwissen et al.,
2001), BayesBn (ssBBm- Meuwissen et al., 2001), BayesCr (ssBCm- Habier et al.,
2011), Bayes Lasso (ssBL- Yi and Xu, 2008) e Bayes Ridge Regression (ssBRR-
Campos et al., 2013), onde as pressuposi¢cdes de cada um sdo mostradas na Tabela
2. O pacote hibayes (Yin et al., 2022), disponivel para o programa estatistico R (R core
Team, 2021), foi utilizado para executar as analises. Um total de 350,000 amostras e
um periodo de burn-in de 150,000 amostras foram gerados, a convergéncia foi

avaliada utilizando analises graficas no programa estatistico R (R core Team, 2021).
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Tabela 2. Descricdo das pressuposicdes dos diferentes métodos de regressao
bayesiana de passo Unico, empregados para anélise genémica da idade ao primeiro
parto em bufalas leiteiras

Modelos Pressuposicdes

a5 X 2(v,S)
a; (1 —m)N(0,02) + 8,

SsBA

ssBBn s s
Uaj X (vl S)
a; (1 —=m)N(0,02) + b,
ssBCr
ssBL
o4 Expon(42/2)
ssBRR a;j N)

ssBA: Single step Bayes A, ssBBmx: Single step Bayes Br; ssBCn: Single step Bayes
Crm; ssBL: Single step Bayes Lasso; ssBRR: Single step Bayes Ridge Regression

3.2.4 Validacéao e analise de GEBVs

Utilizando as solucdes dos SNPs, obtidas com os diferentes métodos, foi
calculada a distancia euclidiana entre os métodos, a fim de verificar a similaridade na
estimativa dos efeitos dos marcadores e, subsequentemente, foi realizada uma
analise de agrupamento, utilizando o método hierarquico. Para esta analise, foram
utilizadas as func@es dist e hclust, presente no programa R.

Para avaliar a capacidade preditiva dos métodos, foram utilizadas as
estatisticas de acuracia e dispersdo propostas por Legarra e Reverter (2018). Esta
metodologia baseia-se na predicdo do GEBV utilizando um conjunto de dados
completo ({,,) € um conjunto de dados parcial (0,,). Sendo o 1, formado pela omissao
de registros fenotipicos de alguns animais (animais-foco). Neste trabalho, o conjunto
de dados de validacéo (banco parcial) foi composto por animais nascidos apds o0 ano

de 2010. Em seguida, a acuracia e a dispersao das predi¢cées foram avaliados como:
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Acurécia Disperséao

_ cov(ﬁw, ﬁp)

var(ﬁp)

onde F é o coeficiente de endogamia médio dos animais-foco, e o é a variancia
genética aditiva. E importante ressaltar que a estatistica de acuracia utilizada, consiste
em uma modificacdo da forma proposta por Legarra e Reverter (2018), uma vez que:
a) considera a variancia genética estimada, pois as fazendas utilizam como critérios
de selecao a producao e qualidade do leite e; b) como indicado no proprio artigo dos
autores, o denominador da formula pode ser reduzido ao assumir a coancestria com

valor proximo a da endogamia.
3.3Resultados

De acordo com o dendrograma obtido pela analise de cluster dos efeitos dos
marcadores estimados utilizando diferentes modelos de passo Unico, 0 modelo ssBA
mostrou maior semelhanga com o WssGBLUP e o ssGBLUP (que estavam ainda mais
préximos no primeiro cluster) do que com os outros modelos ssBR (Figura 1).

Comparando os manhattan-plots das solu¢cdes dos SNPs dos modelos de
passo Unico, o efeito de shrinkage foi mais evidente, com sinais claros de grande efeito
em algumas regifes genémicas, quando os modelos WssGBLUP, ssBCr e ssBBx
foram utilizados. O modelo WssGBLUP, apesar da sua semelhan¢a com o ssGBLUP
na analise de agrupamento, mostrou um padrdo ainda mais distinto na estimativa dos
efeitos dos SNPs, com a indicacdo de marcadores com efeitos de destague em muitos

cromossomaos.
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Figura 1. Estimativas dos efeitos dos marcadores SNP (manhattan plot) para os
diferentes métodos empregados*, e andlise de agrupamento baseado na
similaridade entre os efeitos dos marcadores

*ssBA: Single step Bayes A; ssBBmr: Single step Bayes Bm; ssBCm: Single step
Bayes Cm; ssBL: Single step Bayes Lasso; ssBRR: Single step Bayes Ridge
Regression

As estimativas de acuracia para os animais genotipados variavam entre 0,30
(ssBRR) a 0,39 (WssGBLUP) (Tabela 3). Foram observadas estimativas de baixa

acuracia para animais ndo genotipados, com valores que variaram entre 0,29
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(ssGBLUP) a 0,33 (ssBA). O modelo PBLUP apresentou acuracias de 0,30 e 0,29
para animais genotipados e ndo genotipados, respectivamente. Quanto a dispersao
da predicdo do GEBV (Tabela 3), os modelos ssBCx (0,99) e WssGBLUP (1,00)
obtiveram os melhores resultados com os animais genotipados, enquanto que para 0s
animais nédo genotipados apenas o WssGBLUP (1,02) apresentou o melhor valor,
embora também fosse maior que 1. O modelo PBLUP teve os piores resultados, com
valores distantes 35% do valor de referéncia (1,0).

No conjunto de dados completo, a correlacao de Pearson entre GEBVs e EBVs
(preditos via PBLUP) variou entre 0,92 (ssBRR) e 0,93 (ssGBLUP), enquanto que para
animais com informacédo de gendtipo e fenoétipo, a correlacdo entre GEBVs e EBVs
variou entre 0,71 (ssBRR) e 0,77 (WssGBLUP). As correla¢cdes entre todos os GEBVs

preditos utilizando os modelos gendmicos de passo unico foram superiores a 0,95.

Tabela 3. Estimativas de acuracia e dispersao dos animais com genétipo e sem
genotipo obtidas por meio dos modelos de passo unico e PBLUP

Acuracia Disperséo
Com genétipo  Sem genédtipo  Com gendtipo Sem gendtipo
ssBA 0,37 0,33 0,87 0,94
ssBBn 0,32 0,31 0,85 0,89
ssBCrn 0,32 0,31 0,99 0,94
ssBL 0,31 0,31 1,02 0,94
ssBRR 0,30 0,31 0,96 0,90
ssGBLUP 0,33 0,29 0,85 0,97
WssGBLUP 0,39 0,31 1,00 1,02
PBLUP 0,30 0,29 0,65 0,69

ssBA: Single step Bayes A; ssBBm: Single step Bayes Br; ssBCrx: Single step Bayes Cr; ssBL: Single
step Bayes Lasso; ssBRR: Single step Bayes Ridge Regression

3.4Discussao

Existem poucos relatos na literatura sobre métodos de comparacao e predicao
gendmica para caracteristicas reprodutivas, e ainda nao é possivel encontrar estudos
gue compararam a capacidade preditiva entre métodos de passo unico para IPP. Além
disso, varias medidas de acuracia foram relatadas por diferentes autores, o que torna

ainda mais dificil a comparacéo entre seus valores. Por exemplo, Costa et al. (2019),
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trabalhando apenas com animais da raca Nelore genotipados e considerando a
correlagdo entre GEBV e IPP ajustada (r;zpyy.) COMO medida de capacidade de
predicdo, encontraram valores estimados com magnitudes semelhantes aos
encontrados em nosso estudo com BayesCr (0,31) e Bayes-Lasso (0,31). Enquanto
Toghiani et al. (2017) relataram valores menores utilizando BayesA (0,148) e BayesCn
(0,15), estudando a mesma raca e usando o0 mesmo tipo de acuracia. Em ambos os
estudos citados, as estimativas de acuracia ndo foram apresentadas para o modelo
PBLUP, 0 que ndo nos permite comparar com nossos resultados. Possivelmente, para
fins de comparacéo, verificar os incrementos de acuracia em relacdo ao PBLUP é a
melhor abordagem para discutir nossos resultados. Assim, toda a literatura discutida
sobre capacidade de predicéo foi feita com base na diferenca de desempenho entre
0s métodos utilizados neste estudo.

Considerando a porcentagem do incremento de acuracia em relagdo ao PBLUP
nos animais genotipados, observamos trés grupos de modelos: incrementos menores
que 5% - ssBL e ssBRR; incrementos proximos de 10% - ssBBm, ssBCm e ssGBLUP
e; incrementos maiores que 25% - ssBA e WssGBLUP. Incrementos de acuracia pelo
uso de marcadores SNP com magnitudes semelhantes as que encontramos para IPP
tém sido descritos na literatura para caracteristicas produtivas em bufalos. Para a
producéo de leite, gordura e proteina, maiores incrementos de acuracia (rzgpy y.) Sa0
apresentados por Herrera et al., (2021) (13,04% a 76,47%) e Cesarani et al., (2021)
(15,28 % para 33,33%) comparando ssBA e WssGBLUP com PBLUP.

Aspilcueta-Borquis et al. (2015), estudando a mesma populagéo deste estudo,
relataram um aumento na acuracia média (baseada na PEV) dos EBVs variando de
8,52 a 12,05% para varias caracteristicas produtivas, quando as predi¢cdes ssGBLUP
e PBLUP foram comparadas. Este aumento na acuracia, observada com a utilizacéo
da informacdo gendmica deve-se a captura adicional de variacbes de amostragem
mendeliana e de parentesco entre animais (Cesarani et al., 2020; Christensen et al.,
2012). A semelhanca na capacidade da predicdo entre os diferentes métodos
gendbmicos de passo unico, contudo, poderia estar relacionada com o reduzido
namero de animais avaliados, o pequeno subconjunto de animais genotipados e a
natureza poligénica da IPP (Calus, 2010; Campos et al., 2013).

Para animais ndo genotipados, como esperado, 0 aumento da acuracia através
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da utilizacdo dos métodos de passo unico foi inferior ao incremento obtido para
animais genotipados, destacando-se os modelos com magnitudes semelhantes e o
modelo ssBA como o método de maior contribuicdo. Gao et al. (2018) estudando
bovinos leiteiros vermelhos da Finlandia também n&o encontraram diferencas entre
ssGBLUP e ssBayesC. Como discutido por Gao et al. (2018), com a hipotese de
normalidade multivariada, a imputacédo explicita utilizada pelo método ssBR e a
imputacgéo implicita aplicada pelos modelos ssGBLUP e WssGBLUP sé&o equivalentes
quando a caracteristica assume uma arquitetura poligénica, como a IPP. Isto pode
explicar a acuracia semelhante para animais ndo genotipados obtida pelos modelos
tradicionais de passo Unico e ssBR. Apesar do baixo incremento de acuracia
observado para animais ndo genotipados, nas analises de passo Unico as relacdes
entre 0s animais da populagéo de referéncia e os animais da populacdo de validagéo
afetam a acuracia para os individuos ndo genotipados, uma vez que o GEBV destes
individuos depende tanto dos efeitos marcadores como dos residuos de imputacéo
(Zhou et al., 2018).

Na analise de agrupamento hierarquico dos efeitos dos marcadores, dois
grupos ficaram evidentes: um com abordagens Bayesianas com shrinkage diferencial;
e outro com modelos baseados em GRM (WssGBLUP e ssGBLUP) e Bayesianos sem
shrinkage diferencial (ssBA). A semelhanca entre os modelos baseados em ssBA e
GRM observada neste estudo (tanto pela analise de agrupamento como pela
magnitude da acurécia estimada) pode ser explicada pela natureza poligénica da
caracteristica e pela robustez do método ssBA para diferentes arquiteturas genéticas.
Zhou et al. (2018), estudando os efeitos do niumero QTLs na predicdo da acuracia
com dados simulados, verificaram que o método ssBA era robusto e realizado de
forma semelhante ao ssGBLUP em cenérios com um grande numero de QTLS.

O critério de disperséo esta relacionado ao grau de inflacdo ou deflacdo das
predi¢cdes, e foi medido no conjunto de validagdo como a inclinacéo da regresséo do
GEBV obtido com o conjunto de dados completo sobre o GEBV obtido a partir do
conjunto de dados de validacdo. Os resultados mostraram que a inclusdo de
informacdo gendmica reduz a dispersdo da predicdo em comparacdo com as
avaliacOes tradicionais (PBLUP), independentemente do modelo de passo uUnico

considerado. A mesma superoridade na estatistica através da utilizacdo de
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informacdo gendmica foi relatada por Lazaro et al.,, (2021) estudando varias
caracteristicas relacionadas ao leite por meio de modelos de regressao aleatéria na
mesma populacdo de bufalos, enquanto outros autores, tais como Gao et al., (2018)
também analisando caracteristicas do leite em vacas leiteiras, ndo relatam nenhum
beneficio.

Além disso, os GEBVs preditos com WssGBLUP néao se dispersaram em
relacdo ao que era esperado para o subconjunto de animais genotipados, e também
apresentaram pouca deflagéo para a predicdo de animais ndo genotipados. A baixa
dispersdo dos GEBVs preditos com 0 WssGBLUP em comparacédo com as predi¢cdes
dos outros modelos genémicos deve-se provavelmente ao autoajuste dos pesos dos
SNPs ao conjunto de dados (etapas de ponderacao), que regulam a escala do efeito
aditivo ao conjunto de dados completo anteriormente (a priori).

Em geral, alguns pontos devem ser considerados em relacdo aos métodos
realizados neste estudo. Para os modelos de regressao bayesiana comuns, os efeitos
do marcador podem nao representar a variancia genética aditiva total, e o uso de um
efeito poligénico residual extra permite aumentar a acuracia e melhorar a dispersao
dos GEBVSs. Assim, combinar as duas informacdes, marcadores genéticos e pedigree,
em uma andlise de passo unico é a melhor forma pratica de aplicar os métodos
Bayesianos para avaliacdo genética até agora. Além disso, os modelos sem selecao
de variaveis, mas que ajustam a variancia heterogénea para efeitos de marcadores
tiveram o melhor desempenho para predi¢éo da IPP, além de aumentar a acuracia do
GEBV para animais ndo genotipados. Esses achados sdo consistentes com a
arquitetura poligénica da IPP, manifestada por sua baixa herdabilidade.

Por fim, vale ressaltar que modelos genémicos multi-caracteristicas de passo
anico sdo importantes perspectivas para aplicacdo da metodologia WssGBLUP e
ssBR em avaliagBes genéticas, devido a possibilidade de aumentar a acuracia dos
GEBVs guando duas ou mais caracteristicas sdo altamente correlacionadas (Silva et
al., 2014). Atualmente, o WssGBLUP é aplicado apenas em analises unicaracteristica
ou em modelos com efeitos genéticos nao correlacionados, devido a dificuldade de
definir pesos Unicos para construir a matriz H. Por outro lado, o método ssBR sob
modelos multi-caracteristicas ja demonstrou aumentar a acuracia da predicédo.

Portanto, outras investigagcdes multi-caracteristicas usando o método ssBA (o melhor
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entre os modelos ssBR em nossa analise) devem ser realizadas.

3.5Concluséo

Os resultados indicam que o uso de informagdes genémicas podem aumentar
0 ganho genético para idade ao primeiro parto, com maior incremento de acuracia e
reduzindo a inflagdo/deflacao das predi¢cdes dessa caracteristica em comparacdo com
o modelo tradicional baseado em pedigree. Os modelos de passo unico WssGBLUP
e ssBA foram os métodos mais vantajosos para serem utilizados na avaliacao

gendmica da idade ao primeiro parto de bufalas dessa populacéo.
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