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I.  Relatorio de Atividades de Pesquisa Realizadas

Genética da Tolerancia ao Estresse Caldrico sobre a Producéo de Leite em Bufalas

Leiteiras avaliado por Modelo de Norma de Reacdo Gendmica

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da inclusdo de informacao
gendmica na predicdo do valor genético para producdo de leite sob diferentes ambientes
térmicos. Desta forma, estudamos 58.070 produces de leite no dia do controle de 3.459
primeiras lactacGes de bufalas, coletadas entre 1987 e 2018, pertencentes a 6 rebanhos
(RN, SP e CE). Um total de 870 genotipos para 45.405 marcadores foram utilizados na
andlise. As variaveis climéticas foram fornecidas pelo INMET e combinadas em um
indice de temperatura e umidade (THI). A estimativa dos valores genéticos para producao
de leite no dia do controle ao longo dos valores de THI e dos dias em lactacéo foi realizada
usando um modelo animal de regressdo aleatéria sob abordagens BLUP e ssGBLUP. O
método ssGBLUP resultou em maiores estimativas de herdabilidade e variancia genética
aditiva, além de maiores acuracias em situacdes de estresse caldrico e melhor modelagem
da interacdo gendtipo-ambiente, representando uma alternativa adequada para predizer 0s
valores genéticos. Os resultados da analise GWAS foram apresentados com base na
proporcdo de variancia explicada por janelas de 5 SNPs adjacentes, e selecionadas as
regides que explicaram mais que 1% da variancia da tolerancia ao estresse calorico. Os
genes ESRRG, SH3BGRL3, MYL9, IGSF5 e PCP4 sdo fortes candidatos para a

associacao com a tolerancia ao estresse calérico na producéo de leite.

Palavras-chave: interacdo genotipo-ambiente, estresse calorico, regressdo aleatoria,

predicdo genémica, indice de temperatura e umidade



ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the impact of including genomic
information on prediction of breeding values for milk yield under different thermal
environments. Thus, we studied 58,070 test-day milk yields of 3,459 first lactations,
collected between 1987 and 2018, belonging to 6 herds (RN, SP and CE). A total of 870
genotypes for 45,405 markers were used in the analysis. The climatic variables were
provided by INMET and combined into a temperature and humidity index (THI). The
estimation of breeding values for test-day milk yield over the THI values and the days in
milk was performed using a random regression animal model under BLUP and ssGBLUP
approaches. The ssGBLUP method resulted in higher estimates of heritability and
additive genetic variance, in addition to higher accuracy in heat stress situations and better
modeling of the genotype by environment interaction, representing a suitable alternative
to predict breeding values. The results of the GWAS analysis were presented based on
the proportion of variance explained by windows of 5 adjacent SNPs, and the regions that
explained more than 1% of the variance of tolerance to heat stress were selected. The
ESRRG, IGSF5 and PCP4 genes are strong candidates for association with heat tolerance

in milk yield.

Key-words: genotype by environment interaction, heat stress, random regression,

genomic prediction, temperature—humidity index



1. Introducéo

Bufalos (Bubalus bubalis) sdo animais reconhecidos por sua rusticidade, pois séo
adaptados a climas quentes e Umidos. De acordo com Damasceno et al. (2010), os bufalos
representam uma opc¢ao interessante em areas onde bovinos ndo se adaptam, o que
contribui para o crescente uso de bdfalos em varias regides do mundo. O rebanho
brasileiro de bufalos totaliza cerca de 1 milh&o de cabecas no Brasil (IBGE, 2017), sendo
criado predominantemente a pasto e em condigdes climaticas adversas. No entanto, ha
evidéncias na literatura de que os bufalos exibem sinais de sofrimento quando expostos a
radiacdo solar direta, pois absorvem uma grande quantidade de radiacdo solar através de
sua pele escura e pelagem escassa, além de sua reduzida capacidade de transpiracdo
(Marai & Haeeb, 2010; Hussain, 2016).

De acordo com Dash et al. (2016), o estresse caldrico é definido como o estado
que provoca desequilibrio no organismo do animal como resposta as condicdes
ambientais desfavoraveis. Animais sob estresse caldrico mostram reducdo no consumo
alimentar e no metabolismo da &gua, reduzindo assim a eficiéncia da producéo de leite
(Habeeb et al., 2018; Hussain, 2016; Pragna et al., 2017). Marai & Haeeb (2010) destacam
que o efeito negativo do estresse caldrico sobre o desempenho produtivo e reprodutivo €
agravada quando o calor é acompanhado por elevada umidade relativa do ar.

Varios indices foram desenvolvidos como preditores da influéncia negativa do
estresse térmico sobre as caracteristicas de producdo de vacas e bufalas leiteiras em
ambientes tropicais, e 0 mais amplamente difundido é o indice de temperatura e umidade
(Temperature-humidity Index; THI), inicialmente desenvolvido para conforto humano, e
posteriormente adaptado para gado (NRC, 1971). Este indice incorpora os dois elementos
climaticos mais importantes e facilmente mensurados em um Gnico valor: a temperatura
e a umidade relativa do ar. O THI aliado a modelos de norma de reacdo tem sido
amplamente utilizado para se inferir sobre o mérito genético dos animais para tolerancia
ao estresse calorico (Ravagnolo and Misztal, 2000; Aguilar et al., 2009).

Devido & importancia do impacto do estresse calorico sobre a producéo de leite,
alguns estudos tém avaliado o declinio no desempenho produtivo de bdfalas leiteiras em
relacdo ao aumento do THI. Na india, Pawar et al. (2013) relataram uma queda na
producéo diaria de leite de 4,46 para 3,65 kg, ou 18,2%, devido ao estresse térmico. No
mesmo pais, Choudhary & Sirohi (2019) encontraram uma queda na producéo de leite
maior que 1% para cada aumento de uma unidade de THI acima do nivel critico. Nasr

(2017) estudou indices produtivos de bufalos cruzados no Egito sob condic¢des de clima



quentes, e afirmam que o elevado THI causou uma queda significativa na producéo diaria
e no pico de producdo de leite em todas as composicdes raciais estudadas. O nivel limiar
do THI méximo encontrado na literatura para bufalos foi identificado com valores
variando entre 74 e 75, com o declinio no desempenho produtivo ocorrendo apos esse
limiar (Behera et al., 2018; Dash, 2016; Choudhary & Sirohi, 2019). No Brasil, apesar de
varios estudos destacarem a importancia de estudar a influéncia do estresse calorico sobre
a criacdo de bubalinos (Garcia, 2013; da Silva et al., 2015; Barros et al., 2015), nenhum
estudo efetivamente avaliou seu impacto sobre a producéo de leite.

Em vacas, um maior nimero de estudos foi conduzido para medir as perdas na
producdo de leite devido ao estresse térmico. Santana et al. (2017) estudaram vacas
Holandesas criadas no Brasil e relataram que o estresse caldrico causou uma queda na
producdo de leite em lactacBes avancadas variando de -0.22 a -0.52 kg/dia por cada
aumento de uma unidade de THI. Para a mesma raca, em Luxemburgo, Hammami et al.
(2013) relataram perdas na producéo de leite de até -0,164 kg/dia por cada aumento de
uma unidade de THI acima do nivel limiar, podendo chegar a perdas de -0,955 kg para
cada aumento de THI em niveis extremos. Em vacas primiparas. Na Italia, Bernabucci et
al. (2014) concluiram gue as vacas multiparas sdo mais suscetiveis ao estresse térmico e
que, em alguns casos, a perda de producao de leite em um Unico dia foi maior do que 1kg
por animal. J& na raca Gir, Santana et al. (2015) estimaram perdas de -0.099 kg/dia por
cada aumento de uma unidade de THI.

Outro fator importante relacionado ao estresse caldrico é a interacdo gendtipo x
ambiente (G x E). A identificag&o e selecdo de animais geneticamente mais tolerantes ao
calor pode ser util para manter a elevada produtividade concomitantemente com a
capacidade de sobrevivéncia quando expostos a condi¢des adversas (Dash et al., 2016).
No entanto, ndo existem estudos anteriores que tenham modelado este efeito com o intuito
de estimar os parametros genéticos da producéo de leite em resposta ao estresse calorico
em bufalos leiteiros. Por outro lado, em gado leiteiro, diversos estudos identificaram G x
E devido ao estresse térmico para a producdo de leite, e concluiram que a selegéo visando
aumentar a producdo de leite pode resultar em reducgdo na tolerancia ao estresse calorico
(Aguilar et al., 2010; Bernabucci et al., 2014; Carabafio et al., 2014; Hammami et al.,
2013; Santana et al., 2015; Santana et al., 2017).

Santana et al. (2015) afirma que a interacdo G x E para producéo de leite devido
ao estresse calorico pode levar a importantes erros na selecéo de reprodutores sob niveis

extremos de THI, pois podem ocorrer mudangas no ranking dos animais. A selecédo de



animais geneticamente tolerantes ao calor pode se tornar uma meta importante para
programas de melhoramento genético, no entanto, considerando que o teste de progénie
é uma das fases mais caras e demoradas em um programa de melhoramento, é desejavel
projetar estratégias mais eficientes para modelar a interacdo G x E e melhorar a precisao
da previsdo (Morais Junior et al., 2018). O método ssGBLUP (Melhor preditor linear
gendmico ndo viesado de passo Unico), permite a combinacdo simultanea de registros
fenotipicos, genealogia e informacéo genémica disponiveis sem limitacfes no modelo de
analise (Aguilar et al., 2010; Christensen and Lund, 2009; Legarra et al., 2009; Misztal et
al., 2009), podendo acelerar o progresso genetico, reduzir o intervalo de geracdes e
aumentar a precisdo das estimativas de mérito genético (Morais Janior et al., 2018;
Vitezica et al., 2010).

A variacdo genética da sensibilidade da producdo de leite ao meio ambiente indica
que é possivel selecionar animais que sdo mais resistentes ao estresse térmico. Os
métodos tradicionais de sele¢cdo em animais leiteiros podem ser usados para alcancar essa
mudanca, no entanto exibem lenta taxa de ganho genético como resultado da
herdabilidade e do longo intervalo de geracbes (Garner et al., 2016; Nguyen et al. 2016).
Sendo assim, os ganhos podem ser acelerados se os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) responsaveis pela interacdo G x E forem identificados e utilizados na selecéo
assistida por marcadores. Até 0 momento, ndo ha relatos de estudos de mapeamento de

genes candidatos sob uma estrutura de norma de reacdo gendémica em bubalinos.

2. Objetivos

Os objetivos principais do presente estudo foram: (1) estimar os parametros
genéticos da producdo de leite na primeira lactacdo sob diferentes condi¢6es de ambiente
térmico por meio da matriz de parentesco que combina pedigree e marcadores
moleculares; (2) avaliar o efeito da inclusdo de informacgdes gendmicas na predi¢do do
valor genético para producdo de leite em diferentes ambientes térmicos; (3) testar a
habilidade de predi¢do do modelo de norma de reacdo gendmica na estimativa dos valores
genéticos; (4) estimar componentes genéticos para tolerancia ao calor na primeira
lactacdo; (5) identificar marcadores SNP em genes candidatos associados a tolerancia ao
estresse caldrico na producéo de leite que possam predizer parte da variacdo genética para

esta caracteristica.



3. Material e Métodos

Um total de 53.113 registros de controles leiteiros para producdo de leite de 3.179
primeiras lactacOes de bufalas leiteiras, coletados entre 1987 e 2018, pertencentes a 6
rebanhos localizados em 3 estados brasileiros serdo usados neste estudo. As informacdes
foram cedidas pelo Programa de Controle Leiteiro mantido pela UNESP, Faculdade de

Ciéncias Agrérias e Veterinarias de Jaboticabal, Departamento de Zootecnia.

3.1.Fenotipos

Os dados fenotipicos, genotipicos e de genealogia utilizados neste estudo foram
cedidos pelo departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias UNESP de Jaboticabal, SP, Brasil. Os dados foram coletados entre 1987 e
2018 a partir da primeira lactacdo de bufalas Murrah pertencentes a 6 rebanhos
localizados em 6 municipios de 3 estados brasileiros (Rio Grande do Norte, 43,5%; Sao
Paulo, 42,8%; e Ceard, 13,7% das informagfes). Os animais foram criados
predominantemente a pasto e em regides caracterizadas pelos climas tropical imido e
semiarido. Estes rebanhos estdo sob selecdo ha cerca de 20 anos, feita principalmente nos
machos, com base no valor genético nacional para producao de leite aos 305 dias.

Os registros de producéo de leite no dia do controle foram obtidos entre os dias 5
e 305 da primeira lactacdo, onde cada lactacdo deveria atingir no minimo os cinco
seguintes critérios: duracdo minima de 90 dias; primeiro controle leiteiro anterior a 75
dias de lactacdo; no minimo quatro controles leiteiros totais; ocorrendo entre os 22 e 60
meses de idade do animal; pertencer a animais com pelo menos um dos pais conhecido.
Os grupos de contemporaneas (GC) foram definidos como rebanho-ano-més do controle
leiteiro, e deveriam conter no minimo quatro animais. Registros com valores acima ou
abaixo de 3,0 desvios-padrdo em relacdo a média do GC foram desconsiderados. A partir
de resultados de uma andlise preliminar, seis classes de dias em lactacdo (DELc) com
intervalos de 50 dias foram definidas (5-54, 55-104, 105-154, 155-204, 205-254, 255-305
dias). O arquivo de pedigree foi construido considerando 7 geracGes anteriores a partir
dos animais que continham informacdes fenotipicas ou genotipicas, totalizando 4.522
animais. Apos as restri¢cbes, um total de 58.070 registros de producgéo de leite no dia do
controle pertencentes a 3.459 primeiras lactaces de bufalas foram mantidas no conjunto
de dados.



3.2.Gendtipos

Os animais foram genotipados utilizando o chip de genotipagem Affymetrix
Axiom Buffalo (90k SNP; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE). As posi¢des dos
marcadores para este chip sdo baseadas nas coordenadas do mapa water buffalo assembly
da University of Adelaide (UOA WB v. 1, Affymetrix, 2016). O controle de qualidade
dos genotipos foi realizado com base nos seguintes critérios de exclusdo de marcadores:
ndo mapeado; duplicado; ndo autossomico; com call rates inferiores a 0,90; com
frequéncia do alelo menor (MAF) inferior a 0,05; com desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg superior a 0,15. Além disso, apenas amostras call rates superior a 0,90 foram
mantidas nas analises. Apo6s o controle de qualidade dos genétipos, foi utilizado nas
analises um total de 45.405 informagdes de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP)
pertencentes a 870 bufalos leiteiros da raca Murrah, dos quais 782 tém registros

fenotipicos.

3.3.Descritor ambiental

Os dados meteoroldgicos foram fornecidos pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET, Brasilia-DF, Brasil). As variaveis climaticas foram medidas em
trés momentos padronizados (09:00, 15:00, e 21:00 h) todos os dias em quatro estacdes
meteoroldgicas localizadas a menos de 70 km das fazendas. A estacdo mais proxima de
cada rebanho foi designada como a estacdo de referéncia para aquele rebanho. Os
procedimentos de coleta de dados nas estacGes climaticas sdo padronizados em todo o
pais de acordo com as recomendacdes da Organizacdo Meteoroldgica Mundial (World
Meteorological Organization). As varidveis temperatura diaria de bulbo seco (T; em °C)
e umidade relativa do ar (UR; em %) do mesmo dia do controle leiteiro foram combinadas
em um indice (THI) usando a equacdo descrita por NRC (1971):

THI = (1.8 X T + 32) — (0.55 — 0.0055 X UR) X (1.8 X T — 26)

Essa formula foi adotada pois é adaptada para as variaveis climaticas disponiveis
nas estaces climaticas Brasileiras (T e UR). Além disso, véarios estudos mostram a
utilidade desta férmula para este tipo de estudo (Bohmanova et al., 2008; Briigemann et
al., 2011 and 2012). O THI medio diario, obtido como a média ao longo de seis dias
(cinco dias anteriores e o dia do controle leiteiro), foi atribuido a cada registro de
producéo de leite. A escolha de seis dias foi feita com base nos resultados de uma anélise



preliminar, onde foi demonstrado que a média ao longo de seis dias explicava a maior
variabilidade na producdo de leite. Um procedimento semelhante foi adotado por
Bohmanova et al. (2008) e Santana et al. (2017). Em seguida, os valores de THI foram
arredondados em multiplos de dois, com a primeira classe iniciando em THI=60 e a Ultima

classe com THI=80, totalizando 11 classes.

3.4. Modelo de Norma de Reacéo

Os parametros geneticos para a producéo de leite no dia do controle ao longo dos
valores de DIMc e THI foram estimados utilizando um modelo animal de norma de reacao
por meio de abordagem weighted single-step genomic best linear unbiased prediction
(WssGBLUP). As regressdes fixas e aleatorias sobre os DIMc foram modeladas
utilizando polinémios de Legendre de ordem cubica, com base nos resultados encontrados
por Aspilcueta-Borquis et al. (2012). As regressdes fixas e aleatdrias sobre 0 THI foram
modeladas com polinémios de Legendre de ordem linear, equivalente a um modelo de
norma de reagdo classico. De acordo com os resultados de uma analise preliminar, a
variancia residual foi considerada heterogénea ao longo da lactacdo (DIMc: 1, 2-4, e 5-6)
e dos valores de THI (THI: 60-62, 64-80), resultando em 6 classes de diferentes

combinacBes. O modelo de regressao aleatoria pode ser descrito na forma matricial como:

q q q q
Y= FIXO+ ) finon(@ + ) Yinon(@) + ) S () + ) in ()
n=1 n=1 n=1 n=1

+ €jjkim »

onde Yjkimn € 0 m-ésimo controle leiteiro do [-esimo animal, FIXO, € a k-ésima
combinacéo dos efeitos fixos dos GC, classes de combinacdo entre frequéncia de ordenha
e DIMc, coeficiente de regressao para os efeitos linear e quadréatico da idade da fémea ao
parto em meses, coeficientes de regressdo para os efeitos linear, quadréatico e cubico do
DIMc aninhados em classes que combinam o rebanho e ano do parto (arredondado em
multiplos de dois), e o coeficiente de regressdo para o efeito linear de THI aninhado em
DIMc; B, € 0 n-ésimo coeficiente de regressdo para o efeito genético aditivo do animal
[ para DIMc; y;, € 0 n-ésimo coeficiente de regressdo para o efeito de ambiente
permanente do animal [ para DIMc; &;,, é 0 n-ésimo coeficiente de regresséo para o efeito
genético aditivo do animal [ para THI; g;,, € 0 n-ésimo coeficiente de regressdo para o

efeito de ambiente permanente do animal [ para THI; g € o nimero de coeficientes de



regressao; w, (d) é o n-ésimo polinémio ortogonal de Legendre correspondente ao DIMc
d; wy(t) € 0 n-ésimo polindmio ortogonal de Legendre correspondente ao THI t; € e; jxim

é o efeito aleatdrio residual. A estrutura de (co)variancia é dada por:

'H ®G; H ® Ggs 0 0 0
g H®Gs; H ® Gy 0 0 0
o I 0 L®P, I, B, 0
1 0 0 Il ®P£y Il ®Pg 0
€ 0 0 0 0 I;n 02, ]

where: G and G5 sdo matrizes de (co)variancia dos coeficientes de regressao aleatorios
de dimensdo dos efeitos genéticos aditivos por DIMc e THI, respectivamente; Ggs € Gsp
sdo as matrizes de covariancia dos efeitos genéticos aditivos para as combinagdes de
DIMc e THI; H, melhor descrita mais abaixo, é a matriz hibrida de parentesco que
combina as matrizes de pedigree e parentesco genémico, como descrito por Aguilar et al.
(2010); &® € o produto de Kronecker; P, e P, sdo as matrizes de (co)variancia dos
coeficientes de regressdo aleatorios para os efeitos de ambiente permanente por DIMc e
THI, respectivamente; P, e Py, sdo as matrizes de covariancia dos efeitos de ambiente
permanente para as combinagdes de DIMc e THI; e o2 é a variancia residual, com o
variando de 1 a 6 de acordo com o nimero da classe residual; I; ¢ uma matriz identidade
de tamanho apropriado para o efeito de ambiente permanente (I € o nimero de vacas com
registros); e I,,, € uma matriz identidade de tamanho apropriado para o residuo (m é o
namero de controles leiteiros). A inversa da matriz H foi computada como segue (Aguilar
etal., 2010):

onde: A é a matriz de parentesco genético aditivo entre todos 0s animais; A,, é a se¢ao
de A relacionada aos animais genotipados; G € a matriz de parentesco gendmico, como
proposto por VanRaden (2008), obtida por:

G = ZDZ'2,
n
A=2 ij(l - ;)
=i

onde: A € uma constante de normalizac&o.; Z é a matriz do contetdo génico ajustada pela
frequéncia alélica; D é a matriz diagonal de ponderadores para as variancias dos SNPs

(inicialmente D = I); p; € a frequéncia alélica do segundo alelo p do locus ;.



Os componentes de (co)variancia foram estimados por meio de abordagem
Bayesiana, empregando-se o programa GIBBS3F90 (Misztal et al., 2002). A distribuicdo
a priori Wishart invertida foi considerada para todos os efeitos aleatérios. A andlise
consistiu em uma cadeia Unica de 1.000.000 de ciclos, com um periodo de burn-in
conservativo de 600.000 ciclos e um intervalo amostral de 30 ciclos. A convergéncia foi
determinada pelo diagndstico de Geweke (1991), inspecdo das cadeias a posteriori dos
parametros, e avaliando a autocorrelagdo e o tamanho efetivo das amostras dos

parametros a posteriori.

3.5.GWAS
O software PostGSfI0 (Aguilar et al., 2014) foi utilizado para obter os efeitos dos
SNPs para o coeficiente de inclinacdo da norma de reacdo, que descreve a capacidade do
animal em responder ao estresse calérico. O efeito do SNP foi derivado do valor genético-
gendmico (GEBV), de acordo com Henderson (1973):
i, = DZ'G™1a,,
onde: 0 € o vetor dos efeitos dos SNPs para o c-ésimo coeficiente de regressdo aleatoria;

a, € o vetor de GEBVSs; Z é a matriz do contetdo génico ajustado para as frequéncias

alélicas; e G é a matriz de parentesco gendmico. As estimativas dos efeitos dos SNPs
foram usadas para estimar os ponderadores para 0 SNP i (Zhang et al., 2016), que séo
equivalentes as variancias individuais de cada efeito de SNP:

65 = 07 2p;(1 —py).

A férmula acima foi usada para criar um algoritmo para estimar D no calculo de
uma “matriz re-ponderada G” e melhorias nos pesos SNP foram obtidas iterativamente
recalculando os efeitos dos SNPs. Essa metodologia foi totalmente descrita no estudo de
Wang et al., 2012. Essas iteracbes aumentam os pesos dos SNP com grandes efeitos e
diminuem aqueles com pequenos efeitos, essencialmente regredindo-os a méedia (Wang
et al., 2014). Duas iteracdes foram realizadas para estimar a variancia explicada por 5
janelas SNP adjacentes, para a prospec¢éo de potenciais regides do genoma com maiores
efeitos na resisténcia ao estresse térmico. Os segmentos cromossémicos que explicaram
mais que o limite de 1,0% da variancia genética aditiva foram selecionados para definir
as regides gendmicas importantes que estdo associadas a caracteristica do estudo.

O genoma de referéncia UOA WB v. 1 foi usado para pesquisar genes candidatos

potencialmente associados aos SNPs selecionados. A ferramenta Genome Data Viewer



do genoma bubalino foi utilizada para a identificacdo dos genes, disponivel no site do

National Center for Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Genes mapeados em 200 Mb a montante ou a jusante dos SNPs selecionados foram
considerados para capturar as regides regulatorias e funcionais proximas aos SNPs, mas

ndo necessariamente contidas neles (Pefiagaricano et al., 2013).

3.6. Habilidade de predicéo nos diferentes niveis de THI

Para avaliar o efeito da inclusdo das informacGes gendmicas no modelo e
investigar a eficiéncia da predi¢do gendmica ao longo dos diferentes ambientes térmicos,
0s componentes de (co)variancia e os valores genéticos (EBV) também foram estimados
por meio da abordagem tradicional (BLUP), no qual o mesmo modelo de norma de reagao
descrito acima foi utilizado, exceto pela substituicdo da inversa da matriz hibrida de
parentesco H pela inversa da matriz A de parentesco genético aditivo.

Para ambos os modelos, os componentes de variancia e herdabilidade foram
estimados ao longo das escalas de DIMc e THI. Desta forma, para efeito de comparacéo,
foram calculadas as médias destes parametros genéticos ponderadas pelo desvio-padréo
das estimativas para cada THI de acordo com a formula:

Yi—1 XD

X =
n
i=1Di

onde: x é a média ponderada de cada parametro genético para determinado THI; i refere-
se a cada combinacdo entre determinado THI e as classes de DIMc; n é a quantidade de
classes de DIMc; g; é o0 desvio-padrdo das estimativas do parametro genético para
determinado THI em combinag&o com as DIMc.

O efeito genético aditivo dos coeficientes de regressao aleatéria foi usado para
derivar 0 EBV e 0 GEBV para cada DIMc e THI. Sendo assim, 0 EBV e 0 GEBV de um
animal i foram calculados como:

(GEBV™ = ¢

onde: &@; é o vetor dos valores genético aditivos estimados para os coeficientes de
regressdo ortogonal do animal i (coeficientes correspondentes a DIMc e THI); ¢y, € um
vetor de coeficientes ortogonais avaliados no THI j e DIMc k. Assim, 0os EBVs e GEBVs
para producdo de leite aos 305 dias (EBV305 e GEBV305) foram calculados como a
soma dos EBVS/GEBVs dos dias 5 até 305 dias da lactacdo em um valor de THI de


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

interesse. Para estudar as diferencas na sensibilidade termica dos animais e os efeitos da
incluséo das informacdes gendmicas sobre a selecéo, foi analisado o padréo de resposta
do EBV305 e GEBV305 de 30 touros (com no minimo 10 filhas) ao longo da escada de
THI. Esses 30 touros foram selecionados com base no maior valor de EBV305 em um
ambiente de conforto térmico (THI = 72). Além disso, foi calculada a correlacdo de
Pearson entre 0 EBV305 e 0 GEBV305 de todos os touros com no minimo 10 filhas (total
de 85 touros) ao longo da escala de THI.

Para avaliar a habilidade de predi¢cdo do modelo para as caracteristicas estudadas,
foi adotado um esquema de validacdo em animais jovens. Para representar a selecdo
gendmica em idade muito jovem, quando o desempenho préprio do animal ainda ndo esta
disponivel, foi criado um conjunto de dados reduzido, excluindo o fenétipo dos animais
mais jovens (controles coletados de 2010 em diante). A populacdo de validacao foi
composta pelos 150 animais mais jovens genotipados. O conjunto de dados reduzido foi
utilizado para estimar os EBV305 via abordagem BLUP e os GEBV305 via abordagem
ssGBLUP para os animais da populagéo de validacéo.

Para avaliar o viés de predicdo em cada ambiente térmico foram avaliados os
coeficientes de regressao, estimados usando uma regressao linear dos GEBV/EBV 305
dos animais de validacdo estimados obtidos pelo conjunto de dados reduzido sobre seus
EBV305 obtidos pelo conjunto de dado completo, para cada THI. O modelo de regressao
linear sera:

Ye = 1by + bid, + e,
onde: y,. refere-se ao EBV305 dos animais de validacdo obtidos pelo conjunto de dados
completo em um THI de interesse; b, e b; referem-se ao intercepto e coeficiente de
regressao, a, refere-se ao GEBV305 ou EBV305 dos animais de validacdo, obtidos pelo
conjunto de dados reduzido em um THI de interesse, e refere-se ao residuo. O b, sera
utilizado como indicador de viés. A acuracia de validacdo (r) sera calculada a partir do

coeficiente de determinagéo (r?) da equacéo de regresséo.

4. Resultados e Discusséo

Na Figura 1 é possivel observar que, para ambas as analises, houve uma variacdo
nos valores dos pardmetros genéticos ao longo da escala THI, indicando a presenca de
interacdo G x E. As estimativas de herdabilidade apresentaram baixas a moderadas

magnitudes. Tanto as estimativas de variancia genética aditiva quanto as de herdabilidade



foram superiores em valores extremos de THI. I1sso pode ter ocorrido pois 0s animais nao
sdo selecionados para toleréncia ao estresse térmico. Além disso, a sele¢éo para producdo
de leite ocorre principalmente sob conforto térmico (THIs medianos), reduzindo assim a
variabilidade genética nesses ambientes. O modelo utilizado sob abordagem ssGBLUP,
que incluiu as informacBGes gendmicas, apresentou estimativas de variancia genética
aditiva e herdabilidade superiores as do BLUP, principalmente em valores baixos de THI.
Isso pode ser explicado porque a inclusdo de informagdes gendmicas pode melhorar a
conexdo entre diferentes niveis de THI, que ocorre por meio de melhores relacdes

genéticas entre os animais, 0 que afeta as estimativas.
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Figura 1. Médias ponderadas pelo desvio-padrdo para as estimativas de variancia genética

aditiva, variancia de ambiente permanente e herdabilidade da produgéo de leite no dia do
controle em diferentes niveis do indice de temperatura e umidade (THI).

Valores moderados de correlagbes genéticas foram encontrados entre as

estimativas da producéo de leite no dia do controle em valores extremos de THI (Figura

2), indicando a presenca de interacdo G x E. De acordo com Robertson (1959),

correlagbes genéticas abaixo de 0,80 indicam evidéncias de interacdo G x E. Menores

valores foram encontrados através da analise ssGBLUP. Portanto, uma maior interacao



G x E pode ser esperada, o que pode levar a uma importante reclassificacdo dos animais
com base no GEBYV entre os niveis de THI.
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Figura 2. Médias a posteriori das correlacdes genéticas entre as estimativas de producdo de leite
no dia do controle para diferentes combinagdes de indice de temperatura e umidade (THI).

Em ambas as metodologias ssGBLUP e BLUP, o coeficiente de inclinacdo da
norma de reacdo, que representa a capacidade dos animais em responder ao estresse
caldrico, apresentou variancia genética aditiva superior a variancia de ambiente
permanente. Isso significa que a tolerdncia ao estresse calérico € mais genética do que
ambiental, o que permite obter resposta a selecdo. A inclusdo de informacGes gendmicas
no modelo de norma de reacdo aumentou a variancia genética dos termos de intercepto e
inclinacdo cerca de 22 e 13%, respectivamente. Além disso, a inclusdo das informacgoes
gendmicas no modelo de norma de reacdo mostrou desvios-padrdo mais baixos, ou seja,
estimativas mais precisas foram obtidas. Isso ocorreu, pois, a inclusdo das informagdes
gendmicas pelo método ssGBLUP pode ter reduzido o erro de predicdo devido a melhor
estimativa dos coeficientes de parentesco. As razdes inclinacdo/intercepto apresentaram
valores semelhantes entre as duas metodologias, e indicam uma expressiva magnitude de
interacdo G x E. A correlacdo genética entre o intercepto e a inclinacao foi proxima de
zero para a metodologia BLUP, indicando auséncia de associacdo entre o nivel geral de
producdo de leite e a capacidade de resposta ao estresse térmico. J& pela abordagem
ssGBLUP, a correlacdo foi moderada e negativa, indicando que 0s animais com maiores
niveis de producdo tendem a apresentar menor tolerancia ao estresse calérico. Esse

aumento na correlacdo entre intercepto e inclinacdo com a incluséo de informacdes



gendmicas sugere uma maior ocorréncia de reclassificacdo dos animais quando avaliados

em diferentes ambientes.

Tabela 1. Médias a posteriori e desvios-padrao (entre parénteses) da variancia genética
aditiva e de ambiente permanente dos parametros dos termos intercepto (L) e inclinagdo
(S) do modelo de norma de reacdo estimados por meio de abordagens ssGBLUP e
BLUP.

ssGBLUP BLUP
Efeitos genéticos aditivos
L 1,65 (0,24) 1,35 (0,24)
S 0,17 (0,04) 0,15 (0,04)
CovarianciaL- S -0,19 (0,06) 0,02 (0,06)
Correlacédo genéticaL - S -0,35(0,10) 0,05 (0,14)
Razdo S/L 0,11 (0,03) 0,11 (0,04)
Efeitos de ambiente permanente
L 2,98 (0,17) 3,32 (0,20)
S 0,01 (0,00) 0,02 (0,00)
Covariancia L- S 0,11 (0,01) -0,12 (0,01)
Correlacdo genéticaL - S 0,68 (0,03) -0,51 (0,03)
Razdo S/L 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)

As diferentes sensibilidades dos animais as mudancas ambientais afetaram a
distribuicdo dos valores genéticos ao longo da escala THI em ambas as andlises (Figura
3). Importantes reclassificagdes podem ser observadas entre os diferentes ambientes
térmicos, demonstrando a presenca de interacdo G x E. Isso significa que importantes
erros de selecdo podem ocorrer devido as diferentes sensibilidades genéticas dos animais
ao calor. Além disso, com a metodologia ssGBLUP foram observadas maiores
reclassificacfes, conforme ja indicado pelas estimativas de correlagdo genética (Figura
2). Isso pode ter ocorrido devido ao fato de os animais apresentarem maior conectividade
entre os diferentes niveis de THI em comparacdo com o modelo BLUP. Incluir
informagdes gendmicas no modelo ndo melhora apenas os relacionamentos dos animais,
mas também fornece uma melhor conexao genética impulsionada pelo grau de ligacbes
gendmicas entre os niveis de THI. De acordo com Hayes et al. (2016) com a inclusdo de
informagdes gendmicas, melhora-se a estimativa da interacdo G x E, pois o0 viés é

reduzido quando os animais genotipados s@o bem amostrados em todos os ambientes.
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Figura 3. Padrao de resposta ao longo da escala do indice de temperature e umidade (THI)
dos valores genéticos (EBV305) e genéticos-gendmicos (GEBV305) estimados para
producédo de leite aos 305 dias (EBV305) dos 30 melhores touros (com no minimo 10

filhas) classificados de acordo com EBV305 no THI = 72.

As correlacBes de Pearson entre os EBV305 e GEBV305 dos 85 touros mais utilizados
nos rebanhos (Figura 4) mostram que importantes variagdes nas avaliacdes genéticas dos
animais podem ocorrer com a inclusdo de informacgdes gendémicas, principalmente
guando sdo comparados THIs de valores extremos. Como um menor nimero de controles
leiteiros esta sendo coletado sob condicBes de THIs extremos, a inclusdo de informacdes
gendmicas altera principalmente as estimativas nesses ambientes em comparag¢do com a

analise BLUP, causada pela melhor conexdo genética entre os niveis de THI.
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Figura 4. CorrelacGes de Pearson entre os valores genéticos (EBV305) e genéticos-
gendmicos (GEBV305) para producdo de leite até 305 dias de 85 touros com no minimo

10 filhas.

De forma geral, as acuracias de predicdo obtidas pela abordagem BLUP para EBV305
diminuiram com o aumento nos valores de THI (Figura 5). A provavel causa desse
resultado € o reduzido nimero de fen6tipos disponiveis em baixos valores de THI. Com
isso, os valores genéticos nessa faixa de THI dependem mais das informacdes de
parentesco, e consequentemente, h4 maior correlagdo entre as estimativas de EBV da
validagdo com as obtidas pelo banco de dados completo. Ja para 0s GEBV305 estimados
por ssGBLUP, as acuracias se mantiveram constantes ao longo da escala THI,
provavelmente pois a matriz H utilizada no ssGBLUP permite, atraves da relacdo
gendmica, explorar a similaridade entre individuos ndo relacionados pelo pedigree,
melhorando a conexdo genética entre os niveis de THI. Embora no geral o método BLUP
tenha apresentado maiores acuracias, 0 método ssGBLUP gerou estimativas de GEBVs
mais acuradas em THIs mais elevados, com valores de acuracia superando as do método
BLUP em THIs maiores que 70. Uma vez que os rebanhos estudados estejam sendo
criados predominantemente sob condigdes tropicais, com 72,5% dos controles leiteiros
sendo coletados em THI superiores a 70, 0 método ssGBLUP pode representar uma
alternativa adequada para a predicdo dos GEBV nos rebanhos estudados.
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Figura 5. Acuracias das estimativas dos valores genéticos (EBV305) e genéticos-
gendmicos (GEBV305) para producdo de leite aos 305 dias em diferentes indices de
temperatura e umidade (THI).

A anélise GWAS foi realizada para detectar regides gendmicas candidatas associadas ao
termo linear do coeficiente de regressdo, que representa a tolerancia dos animais ao
estresse caldrico na producdo de leite (Figura 6). No geral, a maioria das regides
gendmicas explicou uma pequena (< 1%) proporc¢do da variancia genetica aditiva total,

indicando que a tolerancia ao estresse calorico € uma caracteristica poligénica.
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Figura 6. Porcentagem da variancia genética aditiva do coeficiente de inclinacdo explicada
por uma janela de 5 SNPs adjacentes para a producéo de leite no dia do controle. No eixo X,
as cores representam 0S Cromossomos; 0 eixo Yy representa a contribui¢cdo dos marcadores; a

linha horizontal cinza é o limiar (top 1,0%) para as regides gendmicas candidatas.

Os genes contidos nas regiGes gendémicas de maior importancia estao descritos na
Tabela 2. Interessantemente, alguns dos genes selecionados estdo associados a resposta a
hormonios, a estimulos enddgenos e a estimulos externos. O ESRRG é um receptor de
horménio esteroide e desempenha um papel critico na termogénese (Ahmadian et
al., 2018). Gu et al. (2020) estudaram galinhas nativas da China e encontraram associacdo
do ESRRG com a resposta a ambientes altamente estressantes (estresse térmico, vento
arido e arenoso e radiagdo solar). O ESRRG também foi associado com caracteristicas de
producdo de leite, identificado por chip de bufalos (De Camargo et al., 2015) e em chip
de bovinos (Venturini et al., 2014). O gene LOC102401316, também chamado de MYL9,
foi identificado em associagdo com animais extremamente ofegantes devido ao estresse
térmico em vacas leiteiras da raca Jersey (Wang et al., 2021). Também foi associado aos
efeitos imunomoduladores do estresse calérico em galinhas (Monson et al., 2018). O gene
LOC102392178, também chamado de SH3BGRL3, foi identificado em associa¢do com
vacas tolerantes ao calor em resposta ao estresse calérico (Garner, 2017). O IGSF5 esta
associado a funcdes reprodutivas. Uma alteracdo no padréo de expressdao do IGSF5 foi
identificada em porcas prenhes sob estresse calorico (Seibert, 2018). De acordo com Zhao



et al. (2021) o estresse calorico afeta a eficiéncia placentaria e a capacidade da placenta
em suportar o crescimento fetal, e os autores também encontraram uma associagdo do
IGSF5 com a funcdo placentaria em porcas sob estresse calorico. O PCP4 funciona como
um modulador da ligacdo do célcio pela calmodulina. Assim, regula a atividade da
calmodulina e os diferentes processos que ela controla. A via de sinalizacdo calcio /
calmodulina medeia a resposta ao estresse térmico e a aquisi¢do de termotolerancia em
plantas (Wu & Jinn, 2012). Shahzad et al., 2015 identificaram uma associagéo entre o
PCP4 e o efeito do estresse calérico em partos de vacas leiteiras ocorrendo no veréo,
indicando um maior estado inflamatdrio durante o estresse calérico. Apesar da importante
contribuicdo do presente estudo em identificar genes candidatos, estudos futuros séo
necessarios para explorar de maneira mais aprofundada as vias bioldgicas e funcionais
destes genes, auxiliando a priorizar na selecdo genémica as regides candidatas que estdo
relevantemente associadas a tolerancia ao estresse caldrico na producdo de leite de

bufalas.



Tabela 2. Genes candidatos mapeados através do banco de dados NCBI para SNPs associados com a
tolerdncia ao estresse calorico na producdo de leite.

ID Simbolo Nome Crom. Pos. Inicial Pos. Final
102393698 ESRRG Receptor gama relacionado ao estrogénio 5 60724148 61418016
112585283 LOC112585283 Nao caracterizado 5 60829111 60866752
112585410 TRNAC-ACA  Transferéncia ARN cisteina (anticodon ACA) 5 61015447 61015518
102392178 L0OC102392178 Acido glutamico de ligacdo ao dominio SH3 rico em proteina 1 184095392 184171535
112586660 LOC112586660 Néo caracterizado 1 184226779 184256279
102395407 LOC102395407 Néo caracterizado 1 184232895 184240093
102395629 B3GALTS beta-1,3-galactosiltransferase 5 1 184279283 184318251
102396557 IGSF5 Membro 5 da Superfamilia de Imunoglobulinas 1 184393961 184448054
102397063 PCP4 Proteina 4 da célula de Purkinje 1 184505825 184572722
102411501 FRG1 gene 1 da regido FSHD 1 26395523 26409563
112587455 LOC112587455 RNA nucleolar pequeno U2-30 1 26401246 26401318
112587456 LOC112587456 RNA nucleolar pequeno U2-19 1 26401452 26401531
112587490 LOC112587490 RNA nucleolar pequeno SNORAS81 1 26630162 26630317
102415368 BCARS3 Proteina adaptadora BCAR3, membro da familia NSP 6 49547993 49700908
112585621 LOC112585621 Nao caracterizado 6 49693740 49701029
102415695 FNBP1L Proteina 1 de ligagéo a formalina 6 49714736 49839300
112585912 LOC112585912 RNA spliceossdmico U6 6 49753312 49753418
112585623 LOC112585623 Pseudogene L23a da proteina ribossémica 60S 6 49766701 49767207
112585622 L0OC112585622 Pseudogene L9 da proteina ribossdmica 60S 6 49803601 49804312
112585854 LOC112585854 RNA nucleolar pequeno SNORA16B/ familia SNORA16A 6 49865716 49865848
102416237 DR1 Regulador repressor da transcricéo 1 6 49878865 49900876
102401316 LOC102401316 Pseudogene de polipeptideo de luz reguladora de miosina9 6 49951657 49952552
102416561 CCDC18 dominio coiled-coil 18 6 49978486 50090546

5. Concluséo

O método ssGBLUP resultou em maiores estimativas de herdabilidade e variancia

genética aditiva, além de maiores acuracias em situacdes de estresse calorico e melhor

modelagem da interacdo genétipo-ambiente devido ao estresse calérico na producéo de

leite de bufalas, representando uma alternativa adequada para predizer os valores

geneéticos. Modelos que levam em consideracédo a interagdo G x E devem ser integrados

aos atuais esquemas de selecdo visando selecionar animais mais resistentes ao calor.

Vaérios genes foram identificados nas regifes gendmicas candidatas, e estudos

complementares sdo necessarios para melhor explorar as vias biolégicas e funcionais dos

genes candidatos que afetam a tolerancia ao estresse caldrico na producéo de leite.
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