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DESEQUILIBRIO DE LIGACAO E TAMANHO EFETIVO EM POPULACAO DA
RACA GIR SELECIONADA PARA CRESCIMENTO POS-DESMAMA

RESUMO - O objetivo deste estudo foi estimar o desequilibrio de ligacéo (r2) nas
distancias de 25-50kb, 50-100kb, 100-500kb, 0,5-1Mb e o tamanho efetivo (Ne) nas
geracoes 0, 5, 10, 15, 20 em populacao da raga Gir selecionada para crescimento
pés-desmama. Os animais utilizados no presente estudo foram provenientes do
rebanho fechado do Instituto de Zootecnia, Sertdozinho, SP. Foram obtidos os
genadtipos de 155 animais com o painel BovineDL 33kb e 18 com painel HD
imputado onde realizou-se controle de qualidade (CQ) para alelo de menor
frequéncia (MAF) < 0,02 e call rate < 0,1. Depois do CQ permaneceram 27.236
SNPs e 155 animais do painel de 33 kb e 732.962 SNPs e 173 animais do painel
HD Imputado. As analises de r2 foram realizadas pelo programa Plink e programa
estatistico R Studio e o Ne por meio do DL. Os resultados das distancias 25-50kb,
50-100kb, 100-500kb e 0,5-1Mb do r2 para o painel 33kb foram iguais a 0,29, 0,25,
0,16 e 0,032 respectivamente, e 0,35, 0,29, 0,18, 0,032 para o painel HD imputado
demostrando que o DL permaneceu nas distancias menores a 100kb, decaindo
com o aumento das distancias. Estes resultados foram maiores aos descritos na
literatura para animais zebuinos, sugerindo como causa os segmentos longos de
haplétipos que compartilham os animais aparentados. O Ne foi igual a 9, 17, 24, 30
e 30 animais nas geracdes 0, 5, 10, 15, 20, observa-se que o Ne é maior na
geracdo 20, com 30 animais, e decai drasticamente a partir da 5 geragcdo com 17
animais, e sendo de 9 animais a Ultima geracdo, um tamanho pequeno para uma
populacdo. Os valores encontrados neste estudo mostram alto DL e baixo Ne,
provavelmente pelo sistema de selecdo e a estrutura da populacdo da raca Gir
avaliada, que apresenta alto nivel de endogamia, perda da variabilidade genética,
uso intensivo de pequeno numero de reprodutores, conduzindo a diminuicdo da

deriva genética da populacéo, ocasionando dificuldades na selecdo dos animais.

Palavras-chave: Selecdo gendmica, haplotipos, deriva genética, endogamia.



LINKAGE DISEQUILIBRIUM AND EFFECTIVE SIZE ON POPULATION OF GIR
ZEBU BREED SELECTED FOR POST-WEANING WEIGHTS.

SUMMARY - The aim of this study was to estimate the linkage disequilibrium (r2) at
distances of 25-50kb, 50-100kb, 100-500kb, 0,5-1Mb and the effective population
size (Ne) in generations 0, 5, 10, 15, 20 in population of the selected Gir for yearling
growth. The animals used in this study were from the closed herd Animal Science
Institute, Sertdozinho, SP. the genotypes of 155 animals were obtained with
BovineDL 33kb and 18 animals of panel HD, where quality control was held (QC)
for minor allele frequency (MAF) <0.02 and call rate <0.1. After QC remained
27,236 SNPs and 155 animals to panel 33 kb, 732.962 SNPs and 173 the panel
HD imputation. The r2 analyzes were performed by Plink program and R Studio
statistical program and Ne through the DL. The results of r2 for distances 25-50kb,
50-100kb, 100-500kb and 0,5-1Mb were equal to 0.29, 0.25, 0.16 and 0.032,
respectively, showing that the DL remained in smaller distances 100kb, decreasing
with increasing distances. These results were higher than those reported in the
literature for Zebu animals, suggesting a cause to long haplotype segments that
share the related animals. Ne is equal to 9, 17, 24, 30 and 30 in the generations 0,
5, 10, 15, 20, it is observed that Ne is higher in generation 20 with 30 animals and
decays sharply from 5 Generation 17 animals, and with 9 animals the latest
generation, small size for a population. The values found in this study to DL and Ne,
explain the selection system and the structure of the population of Gir evaluated,
which has a high level of inbreeding, loss of genetic variability, intensive small
number of players, leading to decreased drift population genetics, causing

difficulties in the selection of the next generations.

Keywords: genomic selection, haplotypes, genetic drift, inbreeding.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéao

Bos primigenius indicus, conhecido como Zebu, € o bovino mais popular
entre os paises tropicais, algumas das racas mais representativas desta espécie
sdo: Nelore, Guzera, Gir, Indubrasil (ASSOGIR, 2015). O Gir provavelmente seja a
raca zebuina mais antiga do planeta, segundo a literatura sagrada hinduista.
Morfologicamente, sua antiguidade também se manifesta pela conformacao
craniana, € a Unica raca bovina com chifres voltados para baixo e para tras, e de
cranio ultra convexo, no mundo. O Gir possui grande popularidade na india e em
paises tropicais, principalmente pela notavel mansidao e aptidao leiteira e tem sido
objeto de muitos estudos (ABCGIL, 2015).

A raca Gir chegou ao Brasil em 1911, porém tornou-se figura comum nas
propriedades agropecuéaria, em meados da década de 1960, para atender o
mercado leiteiro, diversos produtores iniciaram projetos de selecionar as fémeas
Gir de aptidao leiteira com finalidade de encontrar os animais mais produtivos.
Desta forma, dividiu-se a raca em duas linhagens: linhagem de leite e linhagem de
corte.

O rebanho Gir do Instiruto de Zooctenia comecou em 1976, e com base na
progénie resultante nascida em 1981, foi realizada a primeira selecdo para
crescimento pos-desmame (RAZOOK et al., 1998). A Unica introducdao de material
genético de outras linhagens do Gir entrou em 1986, para aumentar a variabilidade,
mas depois se torne um rebanho fechado por mais de 40 anos.

Estudos realizados na raca Gir, selecionada para caracteristicas de
crescimento, descreveram tendéncias positivas dos efeitos genéticos materno para
ganho de peso pré-desmame e direto pos-desmame obtendo resposta genética
significativa na sele¢do direta dos animais Gir (EUCLIDES FILHO, 2000;
KNACKFUSS et al, 2006).

A aplicacdo dos marcadores SNPs no melhoramento animal, area
conhecida como selecdo genbmica, encontra-se condicionada primeiramente ao
estudo de desequilibrio de ligacdo destes marcadores. O desequilibrio de ligacéo
(DL) é definido como as associa¢des ndo aleatérias entre alelos em loci diferentes

dentro de determinada populagéo, apresentando grande importancia no contexto
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de mapeamento fino do QTL (locos de caracteres quantitativos) e na estimacdo de
parametros populacionais (TENESA et al., 2007).

Outra utilizacdo importante do DL consiste na estima¢do do tamanho efetivo
da populacéo (Ne) em estudo. O DL ocorre exclusivamente da deriva genética para
loci neutro desvinculado em populacéo isolada com acasalamento ao acaso (HILL,
1981). Este fenbmeno pode ser utilizado para estimar o tamanho efetivo (Ne) da
populacao explorando a variacdo do DL ou a correlacao das frequéncias entre locis
de genes (r).

O sequenciamento do genoma do Gir no Brasil levou quatro anos e foi
concluido em 2015, envolvendo pesquisadores da Embrapa, da Universidade
Federal de Minas Gerais e da Fiocruz-Minas. O feito tem importancia historica, ja
que foi o primeiro sequenciamento do genoma de um mamifero feito por equipe
100% brasileira (EMBRAPA, 2015).

A imputacdo de gendtipos tem sido explorada como estratégia na reducao
dos custos da implementacdo da selecdo gendmica (HUANG et al.,, 2012,
KHATKAR et al., 2012). O objetivo principal da imputacdo é genotipar individuos
referéncias com painel de alta densidade de marcadores (HDP), e candidatos a
selecdo com painéis de baixa densidade (LDP), os quais tém custo menor, e,
entdo, predizer os gendtipos de locos faltantes com informacgdes provenientes da
populacao referéncia para uniformizar o genoma (HOWIE et al., 2009; HAYES et
al., 2011; Ll et al., 2011).

Com intuito de contribuir com estudos na area de selecdo genética e
gendmica da raca Gir, 0 objetivo do presente projeto foi analisar o desequilibrio de
ligacdo e tamanho efetivo, utilizando painéis de alta densidade de SNPs em

populacao de bovinos da raca Gir selecionada para corte.

2. Revisao de literatura

2.1 Desequilibrio de ligacéao

O termo desequilibrio de ligacdo (DL) foi utilizado pela primeira vez em 1960
por Lewontin e Kojima e emerge da analise das frequéncias de pares de alelos

durante a formacéo de gametas, por comparacao entre as frequéncias observadas
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com aquelas esperadas sob independéncia, obtidas com base nas frequéncias de
cada um dos alelos que compdem esses pares. Quando as frequéncias gaméticas
observadas em determinada populacdo séo idénticas as esperadas obtidas pelo
produto das frequéncias alélicas envolvidas, diz-se que os locus estdo em equilibrio
de ligacdo (LE). Quando néo ocorre, tém-se a falta de equilibrio de ligacéo, ou seja,
o desequilibrio de ligacdo (DL). Assim, quando ha desvio nas frequéncias
observadas dos haplétipos quando comparadas as esperadas tem-se o
desequilibrio de ligagdo (LEWONTIN & KOJIMA, 1960; LEWONTIN, 1964).

Outros autores definiram DL como sendo a associagdo ndo aleatéria de
alelos de diferentes locus, que ocorre quando dois genes estdo suficientemente
préximos no genoma, sendo dificil a recombinacdo durante a meiose, e 0s
segmentos do cromossomo sdo conservados de uma geracao para outra (ARDLIE
et al., 2002; BOHMANOVA et al., 2010). Do ponto de vista estatistico, o conceito de
DL pode ser definido como medida estatistica da associacdo de alelos de

diferentes locus.

O interesse dos pesquisadores no estudo do DL nas espécies cresceu
rapidamente na década de 1980 (HEDRICK, 1987), devido a utilidade na genética
de populacdes, por permitir visdo detalhada da evolucao e divergéncias genéticas
das espécies, além de servir como base para 0 mapeamento de genes (SLATKIN,
2008).

O desequilibrio de ligacdo € parametro importante na biologia evolutiva e
genética, por conter informacdes sobre eventos ocorridos na histéria de uma
populacao, ou seja, variagdes ocorridas com o passar das geracoes e que afetam o
DL, como a selecdo, mutacdo e recombinacdo; também informacdes sobre
haplétipos transmitidos entre as geracdes (DEKKERS, 2004) e alteracdes no DNA,
como polimorfismos e mutac6es. O DL em determinada regido genémica reflete a
histéria da selecdo natural, a conversdo do gene, mutacdo e outros fatores. O DL
diminui com o passar das geragcdes em todo o genoma, com 0 aumento da
distancia entre os marcadores e de diferentes magnitudes da distancia entre
marcador e QTL (ROOS et al., 2008).

Os bovinos Bos primigenius indicus adaptaram-se em ambientes rasticos e
foram selecionados para producdo em areas tropicais e subtropicais, enquanto

animais Bos primigenius taurus em regioes temperadas. As diferengas no processo
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histérico de formacdo das subespécies bovinas desencadearam diferencas em
regibes do genoma (PEREZ O’BRIEN et al., 2014). A quantidade de DL que existe
nas regibes gendmicas € utilizada como ferramenta para rastrear pressdes
seletivas e identificar diminuicdo do DL entre populagbes bovinas (PEREZ
O’BRIEN et al., 2014). Além disso, o DL esta relacionado com o tamanho efetivo
das populacdes, e pode fornecer conhecimentos sobre a historia e a diversidade
genética. E, com as estimativas da fase de ligacdo se pode determinar a existéncia
da relacdo entre as racas ou em uma mesma populacdo e utilizd-las como
populacdes de referéncias em programas de selecdo genomica (BIEGELMEYER et
al., 2016).

O DL tem sido amplamente estudado no genoma de racas taurinas. Zhu et
al. (2013) realizaram estudo com 640 touros da raga Simental para estimar DL em
cromossomos autossémicos com diferentes distancias entre SNPs aleatérios, e
encontraram valores médios de r2 iguais a 0,30, 0,16 e 0,08 quando a separacéo
entre os SNPs foi de 0 a 25 kb, de 50 a 100 kb e de 0,5 a 1 Mb, respectivamente.
Biegelmeyer et al. (2016) obtiveram os gendtipos de 391 animais da raca Hereford
com painel de 41.241 SNPs e 2.044 animais da raga Braford com painel de 41.207
SNP e estimaram r2 superior a 0,2 e 0,3, respectivamente, para 34 e 25% de
marcadores adjacentes em Hereford, e 26 e 17% em Braford.

Por outro lado, Beghain et al. (2013) avaliaram 30 touros da raca Blonde
d’Aquitaine com painel de 36.923 SNPs, e a média obtida do r2 foi 0,205 (+ 0,262).
Os autores também verificaram DL alto (r2 > 0,8) e DL com r2 superior a 0,2 dentro
das regides gendmicas de até 720 e 724 kb, respectivamente, revelando que o

nivel de DL diminui rapidamente com a distancia fisica entre os SNPs.

Segundo Lu et al. (2012), os valores de r2 séo similares entre diferentes
racas, afirmacdo com base em estudo de DL nas racas Angus e Charolés,
considerando painel de 31.073 e 32.088 SNPs, respectivamente. As estimativas de
r2 obtidas foram 0,29, 0,23 e 0,19 na raga Angus e 0,22, 0,16 e 0,12 na raca
Charolés, quando os intervalos de distancia entre os marcadores foram de 0 a 30
kb, 30 a 70 kb e 70 a 100 kb.

Em racas leiteiras também ocorre semelhanca nos resultados de r2, Roos et
al. (2008) estudando touros das racas Holstein-Friesian australiana, Angus, Nova
Zelandia Friesian e Jersey obtiveram média de r2 igual a 0,35, 0,25, 0,22, 0,14 em

distancias entre marcadores de 10, 20, 40, 100 e 1.000 kb, respectivamente,
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verificando rapido decréscimo no DL com o aumento das distancias nos animais

Bos primigenius taurus.

Em zebuinos, estudos de DL foram realizados nas racas Nelore e Gir. O
estudo com a raca Nelore mostrou diminuicdo do r2 com o aumento da distancia
fisica entre os marcadores de 0,34 (1 kb) a 0,11 (100 kb). Os cromossomos BTA1,
BTA27, BTA28 e BTA29 apresentaram menores niveis de DL a qualquer distancia
entre os marcadores (ESPIGOLAN et al. 2013).

Na ragca Gir, a média de r2 em todos os autossomos foi de 0,21 e 0,68,
demonstrando tendéncia de diminuicdo exponencial com o aumento da distancia
fisica. As médias de r2 obtidas na raca Gir foram 0,20, 0,18, 0,14 e 0,11 para
intervalos de 0 a 0,1 Mb, 0,2 a 0,0 Mb, 0,0 a 0,5 Mb e 0,0 a 1,0 Mb,
respectivamente (SILVA et al. 2010). As ragas zebuinas tém proporgéo superior de
alelos de menor frequéncia (MAF) e nivel de DL menor em relacdo as racas
taurinas (SILVA et al. 2010).

2.2 Tamanho efetivo da populacao

O tamanho efetivo da populacdo (Ne) é definido como a dimensdo de uma
populacado idealizada (FISHER, 1930; WRIGHT, 1931). Eventos como mutacéo,
selecdo, migracdo e recombinacdo interferem no valor de Ne, com o qual é
possivel identificar a quantidade e distribuicdo da variacdo genética presente em
determinada populacdo. Além disso, o Ne ajuda a predizer a perda e a distribuicédo
da variacdo genética, as probabilidades de fixacdo de alelos benéficos ou
prejudicial e aptidao e sobrevivéncia de uma populacédo (WANG, 2005).

O estudo do DL sobre diferentes distancias nos permite estimar Ne em
varios momentos. Segundo relatos da literatura, 0 Ne em animais Bos primigenius
taurus foi superior a 50.000 antes da domesticagcédo, e em torno de 1.000 a 2.000
apos a domesticagdo, diminuindo para cerca de 100 nos ultimos anos em muitas
racas (GODDARD, 1992).

Conforme o valor de Ne, espera-se padrdo onde existe algum DL nas
populacdes recentes de animais taurinos, considerando distancias inferiores a 10
cM, porém o DL aumenta lentamente a medida que diminui a distancia e,
eventualmente, atinge alto r2 em distancias muito pequenas (GODDARD &
HAYES, 2012).
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Os bovinos Bos primigenius indicus tém maior heterozigosidade e, portanto,
no passado deve ter apresentado maior Ne comparado aos Bos primigenius taurus
(The BovineHapMap Consortium, 2009).

Segundo a FAO (2016), uma amostra de 25 machos e 50 fémeas é
recomendada como sendo o minimo para um programa de conservacao de animais
vivo. Calculo obtido de forma a resultar em perda de menos de 1% da possivel
variagdo genética presente na populacdo original (SMITH, 1983). Com relacdo ao
valor minimo de Ne de uma populacdo, existe discussdo com relacdo ao
preconizado por Frankel & Soule (1981) que descrevem tamanho efetivo minimo
absoluto de uma populacéo ser 50 animais, tamanho considerado necessario para
a sobrevivéncia de populacbes do jardim zooldgico, de espécies selvagens, onde

as estratégias de reproducdo podem ser controladas de perto.

O decréscimo drastico do valor de Ne pode representar perda de
variabilidade e impedir a formacédo das proximas geracdes. Entretanto, o Ne pode
diferir entre populacdes e racas (BIEGELMEYER et al., 2016).

Lee et al. (2011) observaram divergéncia na tendéncia do Ne entre duas
populacdes bovinas. Na raca Bradford encontraram Ne igual a 220, com aumento
nas duas ultimas geracdes, e na raca Hereford, o Ne obtido foi 153, com quadro de
declinio acelerado do valor a partir das quatro ultimas geracdes. Um estudo na raca
coreana Hanwoo Korean, o Ne obtido foi de 98, ocorrido nas trés ultimas geracfes
(LEE et al., 2011).

Para zebuinos, os valores verificados de Ne sdo menores em relacdo aos
citados anteriormente. Faria et al. (2009) estimaram Ne nas racas Nelore, Gir e
Guzerd para o periodo de 1979 a 1998. Os valores diminuiram de 85 para 68 no
Nelore, de 70 para 45 no Gir e manteve-se praticamente constante (104) no
Guzera. Outro estudo na raca Gir (Mocha) na regido Nordeste do Brasil mostrou
decréscimo do Ne na populacéo, no periodo de 1954 a 2005, sendo extremamente
pequeno na ultima geragdo, com 20 animais (MUNIZ et al., 2012).

O Ne pode ser calculado com diferentes fontes de informagé&o (informacé&o
demografica, de linhagem ou de dados moleculares) varios indicadores de
diversidade genética podem alterar o Ne como a deriva genética através de
mudancas temporais nas frequéncias alélicas, o aumento da homozigose pela

endogamia ou a taxa em que os alelos originais sao perdidos (LEROY et al., 2013).



2.3 Painel de alta densidade

Em estudos de desequilibrio de ligacdo de bovinos, foi pouco utilizado o
painel de alta densidade, porém ao passar dos anos e com a implementacdo da
selecdo gendmica, ficou demostrado que a utilizagdo dos painéis de SNPs de alta
densidade, superior a 700k seria a melhor decisdo para estudos de associacao
ampla do genoma (GWAS) para bovinos de corte (MOKRY et al., 2014).

A associacdo e a aplicacdo da selecdo gendémica com as plataformas de
obtencdo dos gendtipos, torna possivel investigar DL com alta resolucao,
possibilitando detectar sinais de associacao eficazes, quando utilizado painel de
alta densidade de SNPs, ao contrario dos de baixa densidade, que podem ocultar
informacdes (PORTO-NETO et al., 2014).

Para realizar selecdo gendmica necessita-se utilizar painéis de alta
densidade com marcadores espalhados por todo o genoma, com a finalidade de ter
marcadores proximos aos QTL que tenham desequilibrio de ligagdo. Os painéis de
alta densidade tém garantia de alto desequilibrio de ligacéo, e permite a explicacédo

da variancia genética aditiva das caracteristicas de interesse.

2.4 Imputacédo de Genotipos

Para a imputacao de genotipos existem programas baseados em dois métodos de
imputacao: métodos baseados na populacdo, que usam o desequilibrio de ligacao
(DL) populacional; e métodos baseados na informacédo de familia, segregacéo ou
na combinacao de informac¢des de familia, segregacéo e DL populacional (LI et al.,
2009). Os programas mais usados na inferéncia de gendtipos em producédo animal
e que apresentam boa acuracia de imputacao sdo Impute2 (HOWIE et al., 2009) e
Beagle (BROWNING and BROWNING, 2007, 2013), que sédo baseados no DL
populacional, e FImpute (SARGOLZAEI et al., 2014), baseado na informacéo de

familia.

Métodos que usam a informacdo da populacdo geralmente sdo probabilisticos ou
baseado em modelos e exploram o DL entre SNPs préoximos considerando as
frequéncias de haplétipos. Neste método, os individuos ndo sdo considerados
parentes, entretanto, o parentesco proximo ainda € capturado entre os individuos

por meio dos longos haplétipos compartilhados entre eles (BROWNING and
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BROWNING, 2009). Para este caso, a acuracia da imputacdo depende

principalmente da densidade do painel e tamanho da populacéo referéncia.

O FImpute considera o método baseado em familia, trabalhando com a genealogia
e 0 parentesco entre os individuos. A imputacédo acurada dos genétipos € realizada
com uso de informacgBes de haplétipos curtos e longos e informacgfes de parentes
proximos e distantes. A rapidez de processamento do Flmpute é devido a sua
metodologia de andlise deterministica, o que facilita seu uso em grandes conjuntos
de dados, quando o uso de outros métodos sdo impraticaveis (SARGOLZAEI et al.,

2014).
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CAPITULO 2 - DESEQUILIBRIO DE LIGACAO E TAMANHO EFETIVO EM
POPULACAO DA RACA GIR SELECIONADA PARA
CRESCIMENTO POS-DESMAMA

Introducéao

O desequilibrio de ligacdo (DL) ocorre quando h& desvio nas frequéncias
observadas dos haplotipos quando comparadas as esperadas. Se ocorre 0
aparecimento de novo alelo, por exemplo via mutacao, e tem maior frequéncia, 0s
outros alelos permanecerdo associados, exceto na ocorréncia de recombinacao
(GODDARD & HAYES, 2012). O DL é primordial nas analises gen6micas, porque
rastreia a historia das populacbes para entender eventos passados e futuros para
mapear genes que estdo associados com carateristicas quantitativas que sao
transmitidas por heranca. A selecdo, a deriva genética, recombinacdo e mutacao
afetam os niveis de DL, sendo utilizados na analises de associacdo do genoma
(GWAS) (SLATKIN 2008).

O tamanho efetivo é definido como a dimenséo de uma populacao idealizada
(FISHER 1930; WRIGHT, 1931). O Ne ajuda a explicar a variacdo genética da
populacdo, prevenindo a perda da deriva genética e a sobrevivéncia de
populacdes. Em bovinos, tamanho efetivo populacional foi estimada a partir da
endogamia nas populagdes. No entanto, a estimativa do tamanho efetivo da
populacao pode ser afetada por varios eventos desconhecidos (HEDRICK, 2005).

Umas das maneiras de calcular o Ne com informacdo gendémica é por meio
do DL, se o Ne for grande, o ancestral comum provavelmente deve ser muito
antigo, somente pequenos segmentos dos cromossomos terdo sobrevivido sem
recombinacéo, por outro lado, se os segmentos do cromossomo sao longos, estes
serdo idénticos por descendéncia e o Ne vai ser pequeno e com DL alto na
populacdo (GODDARD & HAYES, 2012).

Em virtude da recente aplicacdo de selecdo gendmica e estudos de
associacdo ampla do genoma para maior compreensdao do genoma e de
caracteristicas de importancia econdmica para o melhoramento genético dos

bovinos e da caréncia de estudos basicos com painéis de arranjos de SNPs na
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raca Gir, o objetivo do presente estudo foi estimar o desequilibrio de ligacédo e o
tamanho efetivo da populacéo de Gir selecionada para corte, utilizando marcadores
de alta densidade de SNPs.

Objetivo

O objetivo do presente projeto serd estudar o desequilibrio de ligacdo e
estimar tamanho efetivo de uma populacdo de Gir utilizando marcadores de alta
densidade de SNPs.

Material e métodos
Animais

Os animais usados nestes experimento foram provenientes do rebanho do
Centro Avancado de Pesquisa Tecnologica do Agronegoécio (CAPTA) Bovinos de
Corte, unidade de pesquisa do Instituto de Zootecnia (1Z), localizado na cidade de
Sertdozinho, SP. A raca Gir participou do programa de selecdo para crescimento
pés desmama das racas zebuinas do I1Z.

O processo de reestruturagdo do rebanho Gir do 1Z, tendo em vista a
primeira estacdo de monta, comecou em 1976, e com base na progénie resultante
nascida em 1981, foi realizada a primeira selecdo (RAZOOK et al.,, 1998). O
primeiro procedimento adotado foi introdugdo de material genético de outras
linhagens do Gir, com o intuito de promover maior variabilidade genética no
rebanho, evitando altos niveis de endogamia no decorrer dos anos de selecéo.

A escolha dos touros fundadores, nascidos entre 1977 e 1980, baseou-se no
critério de selecéo vigente na época (peso aos 550 dias de idade, P550). Em 1980,
montou-se o rebanho Gir com 80 matrizes e, anualmente foram selecionados trés
tourinhos (equivalente a 10% da zafra) e de 15 a 20 vacas (equivalente a 50-60%
do grupo contemporaneo). A partir deste ano, foi estabelecida sele¢cdo de touros
com base no maximo diferencial de selecdo para o peso aos 378 dias (P378)
obtido no final da prova de ganho de peso, e selecdo de matrizes com base no

P550 obtido em recria a pasto.
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No arquivo de pedigree, foram incorporadas registros desde o ano de 1968
até 2013, possibilitando acesso a genealogia completa do rebanho Gir, para a

analise conjunta com as informacdes de SNPs dos animais.

Genaotipos

O material biolégico (sangue ou pelo) dos animais foi coletado apds decisao
do IZ de vender o rebanho no ano de 2013. Portanto, neste experimento foram
agrupados dados de gendtipos do unico rebanho da raca Gir selecionado para
corte no Brasil.

Foram genotipados 18 animais com o painel BovineHD BeadChip da
lllumina, abrangendo 772.962 SNPs do genoma bovino, e 155 animais com o
painel Bovine LDv4 (33K) da lllumina, o qual tem cobertura de aproximadamente
33.000 SNPs. Os animais genotipados com o painel HD serviram como referéncia
para imputacdo de gendtipos que foi realizada com uso do programa Flmpute
(SARGOLZAEI et al., 2014). A imputacdo dos gendtipos no Flmpute considera o
método baseado em familia, trabalhando com informacdes de haplétipos curtos e
longos e informacdes de parentesco entre os individuos. O uso da informacao de
parentes préximos € necessario para imputacao de variantes raras (SARGOLZAEI
et al., 2014). Previamente, SNPs dos cromossomos sexuais foram excluidos, de
forma que trabalhamos apenas com cromossomos autossémicos no processo de
imputacao de gendtipos. SNPs do painel 33K que ndo estavam presentes no painel
HD também foram excluidos.

O controle de qualidade dos gendétipos foi realizado apdés a imputacdo. Como
parametros de controle de qualidade dos SNPs considerou-se MAF < 0,02 e call

rate < 0,1, e call rate < 0,90 para amostra.

Dados imputados

Os gendtipos imputados do painel 33K (155 animais) foram consolidados
nesta etapa como gendtipos “verdadeiros”, permanecendo entdo com 732.463
SNPs para cada animal. Para verificar a acuracia da imputacao selecionou-se cada

um dos 18 animais em painel HD e retirou-se os SNPs que néo estavam presentes
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no painel 33K, com intuito de mascarar os genoétipos verdadeiros para serem
imputados. ApGs a adequacao, foi realizada a imputacdo por meio de uma analise
com todos os animais, inclusive os 155 animais ja imputados. Este processo foi
realizado para cada um dos 18 animais.

As andlises estatisticas para obter o desempenho métrico da imputacéo
foram realizadas para cada um dos 18 animais, comparando os SNPs imputados
com o real do HD. Foram calculadas trés medidas de performance métrica com o
objetivo de capturar diferentes caracteristicas da acuracia e qualidade da
imputacao.

O primeiro foi o calculo da taxa de concordancia (Po), obtida pela percentagem de
genadtipos imputados e uma probabilidade de acordo (Pc) que correspondem com o
genotipo verdadeiro.

Em que:
Po= taxa de concordancia

Pc= probabilidade de acordo

N N N
D -+ oo 1+ D o
Zu llh 1, Zu ]}lln Zn Il.‘“n

N

N1 * Z: 1 Z: 1p|1_n + N2x Zli IZ: lp'-zl—" + N3« Zr‘ IZ:\: lp:ﬁ—"
= Ng

Po =

Pc

Este calculo da taxa de concordéncia tem sido utilizado como medida de acuracia
da imputacdo (HUANG et al., 2009; CHARLES et al., 2011).
O segundo, usando os mesmos SNPs mascarados foi calculado o indice de
qualidade da imputacdo (IQS) como descrito por Lin et al. (2010), sendo
particularmente Util para avaliar a acuracia da imputacdo de variantes raras e de
baixa frequéncia.
Em que:

Po — Pc

QS =——
Q 1— Pc

O terceiro foi estimada a correlacdo simples (CS) entre cada genotipo imputado e
seu genotipo subjacente verdadeiro, e entdo a média de todas as correlagdes dos
SNPs polimorficos imputados.

Os métodos para estimar a acuracia foram realizadas pelo programa SAS
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Andélises Estatisticas
Coeficiente de correlacdo de desequilibrio de ligag&o (r?)

O LD foi medido usando o coeficiente de correlacdo de desequilibrio de

ligacdo (r?) entre dois SNPs, considerando a equacdo matematica:
2__ D%
~ plp2qiq?
em que, D é a diferenca entre observada e Frequéncia esperada de um
haplétipo, ou desvio; e p*, p?, g e o° referem-se as frequéncias alélicas baseadas
nas frequéncias dos haplotipos, sendo as frequéncias dos alelos A, Ay, B1 e By,
respectivamente.
O r2 foi obtido pelo programa PLINK v1.90 (comando -- plink.ld) e considerado no
célculo da estatistica r? para todos os pares de SNPs em cada cromossomo, por
meio do programa R Studio (http://www.r-project.org/). Em grandes bases de
dados, rz igual a 1 indica completo DL; r2 igual a O significa que os SNPs estédo de

equilibrio de ligacéo, ou seja, ndo ha LD.

Endogamia Genomica FROH

Convencionalmente, os niveis de endogamia para animais sdo estimados
analisando dados de pedigree. A recente disponibilidade de arrays de SNP de alta
densidade para o genoma bovino forneceu Oportunidade de investigacao de niveis
de autozygosidade com base em corridas de homozigose (ROH). Uma corrida de
homozigose é um segmento continuo de sequéncia de DNA sem heterozigocidade
no diploide. O analise pelo programa PLINK.

Estimacéo do tamanho efetivo

A relacao entre o tamanho efetivo da populacao (Ne), taxa de recombinacgao
e DL (r*) sem mutacdo esta resumida na seguinte equac&o:
r2 =1/[4N,c + 1]

onde c é a distancia entre os marcadores no mapa de ligagdo em morgans (SVED,

1971). O mapa da distancia de ligagéo (c) sera inferido com base na relacdo entre
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o tamanho fisico de cada cromossomo e comprimento do mapa de ligacdo
correspondente.

O tamanho efetivo populacional sera estimado como:

ve = (z2) (7 =3)

em que, Ne € o0 tamanho efetivo populacional, o valor de 4 € o numero de

geracdes, e ¢ unidade de centimorgas assumindo que 1Mb igual a 1cM e o r* é
desequilibrio de ligacdo entre os alelos (HAYES et al., 2003; GODDARD et al.,
2006). Para este célculo, foi usado o programa R studio, considerando os 173

animais estudados.

Parametros populacionais com informacéo do pedigree

Os parametros populacionais foram calculados com o programa ENDOG v.4.6
(GUTIERREZ & GOYACHE, 2005). O coeficiente de endogamia individual (F) foi
estimando de acordo com Falconer e Mackay (1996), em que F é igual ao
relacionamento genético aditivo (f) entre seus pais, ou coeficiente de
coancestralidade. Por meio do aumento individual na endogamia, o tamanho
efetivo da populacdo (Ne) foi estimado com base em cada geracdo Ft > Ft-1,
caracterizando o efeito remoto e fechado da endogamia. Os parametros de
probabilidade de origem do gene - numero efetivo de fundadores (fe), nimero
efetivo de ancestrais (fa) e namero efetivo de genomas fundadores (fg) - foram
obtidos com uso do programa ENDOG. O fe é fornecido pela mensuracdo das
contribuicdes dos fundadores mais influentes. O fa representa 0 nimero minimo de
ancestrais (fundadores ou n&o) necessarios para explicar a diversidade genética
completa da populacdo. O fg é definido como o numero de reprodutores que
contribuem de forma igual na estrutura populacional e produzem idéntica

diversidade genética, sem ocorrer perdas de alelos.

Resultados e Discusséo

Informacbes de SNPs para o painel de 33kb de cada cromossomo autossémico
sdo dadas na Tabela 1. O comprimento total dos cromossomos autossémicos da
populacao de Gir foi 2.535.82 Mb. O maior cromossomo Bos indicus autossdmica
foi o BTA2 (comprimento igual a 158,26 Mb), e o mais curto foi BTA25
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(comprimento igual a 42.72 Mb). Neste estudo foram utilizados 27.236 SNPs
cobrindo todo o genoma.

O DL foi significativamente diferente entre os cromossomos. Obtendo a
média de r2 para os SNPs separados por intervalos de 25 a 50 kb, 50 a 100 kb,
100 a 500 kb, 0,5 a 1 Mb em cada cromossomo autossomico (Tabela 2). O valor
meédio de r2 para a distancia de 25 a 50kb nos diferentes cromossomos foi alto
para BTAS5 e BTA20, sendo 0,405 e 0,435, respectivamente, e baixos para BTA18
(0,153). A média do r2 na distancia 50 a 100kb foi maior para BTA5, BTA20 (0,336
e 0,410) e baixo para o BTA26 com 0,198.

Tabela 1. Informacéo estatistica das analises de SNP com painel de 33k em

populacao da raca Gir selecionada para crescimento pos desmama

Cromossomo Mb NuUmero de SNPs r2
BTAl 158,26 1554 0,026
BTA2 163,67 1309 0,025
BTA3 121,20 1263 0,026
BTA4 120,08 1185 0,027
BTAS 120,88 1448 0,033
BTAG 119,34 1289 0,029
BTA7 112,52 1141 0,029
BTAS 113,30 1101 0,032
BTA9 105,58 1099 0,033
BTA10 104,04 1044 0,028
BTAll 107,23 1123 0,028
BTA12 91,01 927 0,036
BTA13 84,07 944 0,031
BTAl4 84,59 990 0,032
BTA15 85,13 923 0,032
BTAL6 81,54 851 0,035
BTAl7 74,83 797 0,036
BTA18 65,90 872 0,032
BTA19 63,97 868 0,029
BTA20 71,89 871 0,046
BTA21 71,41 814 0,044

BTA22 61,32 666 0,032



BTA23
BTA24
BTA25
BTAZ26
BTA27
BTA28
BTA29

54,40
62,61
42,72
51,52
45,34
46,10
51,37

674
672
566
584
499
541
621

0,040
0,040
0,035
0,037
0,034
0,036
0,038
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Tabela 2. Informacéo estatistica da media r2 em diferentes pares de distancias

entre SNP com painel de 33k em populacdo da raca Gir selecionada

para crescimento pés desmama

Cromossomo 25-50 Kb 50-100 Kb 100-500 Kb 0,5-1 Mb

BTAl 0,312+0,355 0,272+0,332 0,156+0,225 0,026+0,052
BTAZ2 0,222+0,267 0,200+0,246 0,146+0,188 0,025+0,050
BTA3 0,369+0,354 0,275+0,325 0,139+0,222 0,026+0,056
BTA4 0,290+0,311 0,254+0,294 0,154+0,207 0,027+0,052
BTA5 0,405+0,374 0,336+0,345 0,208+0,253 0,032+0,067
BTAG6 0,288+0,320 0,249+0,287 0,176+0,223 0,029+0,061
BTA7 0,322+0,343 0,262+0,307 0,157+0,211 0,029+0,057
BTAS8 0,279+0,329 0,249+0,298 0,155+0,211 0,031+0,060
BTA9 0,337+0,377 0,289+0,346 0,192+0,260 0,033+0,069
BTA10 0,302+0,341 0,264+0,300 0,155+0,208 0,028+0,059
BTA1l 0,305+0,321 0,237+0,285 0,142+0,193 0,028+0,058
BTA12 0,283+0,326 0,236+0,290 0,153+0,206 0,035+0,065
BTA13 0,268+0,307 0,206+0,249 0,155+0,207 0,031+0,064
BTA14 0,291+0,317 0,262+0,294 0,156+0,208 0,032+0,062
BTA15 0,366+0,354 0,285+0,310 0,181+0,243 0,031+0,067
BTAL6 0,282+0,331 0,245+0,304 0,171+0,232 0,034+0,072
BTA17 0,272+0,312 0,237+0,292 0,173+0,223 0,035+0,070
BTA18 0,153+0,316 0,243+0,286 0,165+0,223 0,032+0,066
BTA19 0,283+0,345 0,229+0,291 0,163+0,239 0,029+0,067
BTA20 0,435+0,355 0,410+0,334 0,299+0,300 0,046+0,096
BTA21 0,331+0,327 0,275+0,321 0,223+0,279 0,044+0,102
BTA22 0,243+0,261 0,208+0,247 0,127+0,174 0,031+0,059
BTA23 0,332+0,366 0,293+0,349 0,178+0,242 0,039+0,080
BTA24 0,216+0,325 0,253+0,280 0,174+0,222 0,040+0,081
BTA25 0,248+0,299 0,201+0,259 0,132+0,185 0,034+0,066
BTA26 0,206+0,222 0,198+0,227 0,149+0,190 0,037+0,073
BTA27 0,297+0,320 0,232+0,273 0,137+0,188 0,034+0,064
BTA28 0,228+0,243 0,219+0,245 0,151+0,191 0,036+0,070
BTA29 0,269+0,322 0,233+0,279 0,139+0,191 0,037+0,067
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Com aumento das distancias, houve reducdo do r2, e a média de 100 a
500kb e 0,5 a 1Mb foi maior para BTA20, BTA21 (0,299, 0,223 e 0,046, 0,044
respectivamente) e menor para BTA22 e BTA2 (0,127 e 0,025), Nas distancias
depois de 1Mb, o r2 foi semelhante para todos os SNPs.

Os niveis de desequilibrio de ligacdo ate a distancia 100kb (Figura 1),
mostram que o DL diminui com o aumento das distancias, sendo util ate a distancia
de 100kb. Este decaimento pode ser causado por ser animais zebuinos com

gendtipos mas heterozigotos.
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Figura 1. Niveis de desequilibrio de ligacdo (DL) nos cromossomos autossémicos
de populacéo da raca Gir selecionada para crescimento pés desmama.

Na tabela 3 mostram-se medias de DL do painel 33kb para as distancias de
25 a 50kb, 50 a 100kb, 100 a 500kb e 0,5 a 1Mb foram de 0,29, 0,25, 0,16 e 0,032,
respectivamente. Estes Valores semelhantes foram descritos por Zhu et al, (2013),
na raca Simental na distancia de 25 a 50 kb, onde descreveram valor de r? igual a
0,23 utilizando painel de Bovine 50kb, e Laodim et al, (2015) com r? de 0,20 na
distancia de 50kb na raca leiteira Thailandesa.

Estudo em animais zebuinos, raca Nelore, para as distancias de 0 a 30kb, o
r? obtido foi igual a 0,20 para animais com o painel BovineHD777kb (ESPIGOLAN
et al., 2013). Evidencia-se diferenca do r® para distancias semelhantes, Nas racas
Hereford e Braford, o r? foi 0,20 e 0,15 nas distancias de 40 a 60kb e 0,17 e 0,13
para as distancias 50 a 100kb com painel de 50kb (BIEGELMEYER et al., 2016),
De Ross et al, (2008) estudaram o DL nas racas Holstein-NZL e Angus-AUS em
distancias de 70 a 75kb, com média de r* de 0,10 e 0,24, enquanto Zhu et al,

(2013) encontraram na distancia 50 a 100kb, média de 0,16 para raca Simental.
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Tabela 3. Médias do r? para cada distancia no painel de 33kb de populacéo da

raca Gir selecionada para crescimento pos desmama

2

Distancia Numero de SNPs r

25-50 Kb 12,520 0,29
50-100 Kb 17,645 0,25
100-500 Kb 89,477 0,16

0,5-1 Mb 168,254 0,032

Outras pesquisas obtiveram um r? para as racas Guzera, Holandesa e Gir,
de 0,16, 0,17 e 0,21 em distancias cortas (BOHAMANOVA et al., 2010, SILVA et
al., 2010). Valores menores foram descritos, r? igual a 0,11 e 0,15, em distancia
menor que 100kb para animais Bos primigenius indicus (MACKAY et al., 2007,
ESPIGOLAN et al., 2013, respectivamente). A distancia de 100kb para estimacgéo
do r* é muito utilizada na discussdo dos resultados, porque é a distancia onde o
DL ainda € util e em seguida, comeca a decair com 0 aumento das distancias.

Silva et al, (2010) encontraram valores semelhantes na raga Gir para as
distancias de 0,5Mb, com r? igual a 0,142 e para a distancia de 1Mb a média do r?
foi 0,112 (SILVA et al., 2010).

Outros estudos encontraram resultados discrepantes em animais Bos
primigenius taurus, na raca holandesa estimaram o DL mostram decaimento
drastico depois de 60kb, 100kb, 500kb, 1Mb, onde o r? foi diminuindo de 0,16, 0,11,
0,08, 0,06, respectivamente. Na raca Angus, o r* foi igual a 0,30 nas distancias
>40kb utilizando o painel BovineHD, segundo a literatura os animais taurinos
apresentam maior DL por serem animais mais “puros” (BOHMANOVA et al., 2010,
PORTO-NETO et al., 2014, PEREZ O’'BRIEN et al., 2014).

Os trabalhos deste projeto foram realizados com painéis de maior
densidade, evidenciando aumento do r* para todas as distancias com relacdo ao
painel de menor densidade, sendo obtido maior r* neste estudo em comparac&o
aos descritos na literatura para animais zebuinos (MACKAY et al., 2007). Este
aumento, sugere que segmentos longos de haplétipos sdo compartilhados pelos
animais aparentados (BROWNING & BROWNING, 2011). Como evidenciado no
estudo da raca holandesa Americana, onde estimaram o DL para haplotipos de
heranca materna, valor de r? igual a 0,8 em distancias menores a 20kb (KIM &
KIRKPATRICK, 2009).
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Os resultados indicam que as carateristicas especificas da populacdo Gir
avaliada possibilitaram o incremento do DL, entre as quais podem ser descritas a
utilizacdo de somente reprodutores nascidos dentro do rebanho, ndo ocorrendo
entrada de material genético diferente, ou seja, o rebanho era fechado por mais de
30 anos e possuia uso intensivo de numero pequeno de reprodutores,

incrementando a endogamia e diminuindo a variabilidade genética.

Ap0s a imputagéo de gendtipos de 33kb a 777 HD, obteve-se 732.962 SNPs
em todo o genoma, e com estes dados foi estimado também o valor de DL. Neste
estudo as imputacgdes foram realizadas com o painel de 33 kb, considerado “baixo”
para ser imputado para HD, entretanto a acuracia da imputacéo foi alta (Tabela 4).
Como alelos raros sdo responsaveis por grande propor¢do da variancia genética,
torna-se interessante obter acurdcia de imputacdo para SNPs de alelos raros
(frequéncia do alelo menor, MAF < 0,05) (Cirulli et al., 2010). Com a diminui¢do da
MAF, a sensibilidade dos métodos de imputacdo diminui, apresentando maiores
chances de erros de imputacao.

A precisao da imputacdo com base nos resultados da taxa de concordancia
e 1QS, além dos resultados médios da correlagdo, demonstram alta qualidade da
imputacdo como um todo. O uso do programa Flmpute € considerado de acuracia
melhor para imputacdo para SNPs com baixa MAF. As caracteristicas de interesse
sao influenciadas por variantes genéticas raras (MAF < 0,05) que tendem a ser
recentes e serem associadas com haplétipos longos, o programa Fimpute é
eficiente em explorar haplétipos longos, normalmente, de parentes préximos. De
acordo com Sargolzaei et al. (2014) o ganho na acuracia da imputacéo de variantes
raras, aumenta com o tamanho da populacéo referéncia e com a densidade do
painel. Estes resultados sugerem que foram impulsionados pela relacdo de
parentesco existente entre os animais, advindos de estudar um rebanho fechado, e
pelos SNPs de baixa frequéncia, principalmente SNPs com MAF < 2%.

Neste estudo as imputacdes foram realizadas com o painel de 33 kb, ao HD,
a acuracia da imputacdo, na tabela 4 mostram o0s porcentagens das trés
metodologias (taxa de concordéancia, score da qualidade de imputacéo, correlacao

de Pearson) com os 18 animais (matrizes e touros) genotipados em HD.
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Tabela 4. Taxa de concordancia (TC), indice de qualidade da imputacdo (IQS) e

correlacdo simples (R2hat) da imputacdo com Bovine HD BeadChip de

animais da raca Gir selecionados para crescimento pos desmama.

Animal TC QS CS Categoria
1240 0,88 0,92 0,94 Touro
1251 0,95 0,97 0,98 Touro
1253 0,89 0,93 0,94 Touro
1261 0,91 0,94 0,95 Touro
1263 0,92 0,95 0,96 Touro
830 0,91 0,94 0,95 Matriz
1194 0,86 0,91 0,92 Matriz
1246 0,96 0,97 0,98 Matriz
1258 0,93 0,96 0,97 Matriz
1260 0,96 0,97 0,98 Matriz
1262 0,93 0,96 0,97 Matriz
1264 0,91 0,94 0,95 Matriz
1265 0,95 0,97 0,97 Matriz
641 0,90 0,93 0,95 Matriz, MV
621 0,92 0,95 0,96 Matriz, MV
526 0,92 0,95 0,96 Matriz, MV
523 0,92 0,95 0,96 Matriz, MV
3888 0,94 0,96 0,97 Animal jovem

No grafico 1 se observa os maiores valores de TC e IQS foram entre 96 e 97

onde cinco matrizes e um touro tém maiores valores em comparagdo com 0S

demais animais, mostrando que os genétipos das matrizes foram, mas acurados

que os genadtipos dos touros segundo Johnson et al,(2013) a imputagcdo com base

na taxa de concordancia com mais do 30% do total de SNPs imputados, alcanca

uma boa qualidade da imputacdo. Em estudo com imputacéo na raca Gir utilizando

painéis de diferentes densidades, foi descrito que a acuracia apresenta maior valor

quando se utiliza a informacéo de familia, e que a precisdo do programa Fimpute é

confiavel (BOISON et al., 2015).
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Grafico 1. Porcentagem da Taxa de concordancia (TC) e Score da qualidade de

imputacao (1QS).
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Realizaram-se as mesmas analises de r2 para os dados imputados, A
Tabela 4 mostra as diferentes distancias de 25 a 50kb, 50 a 100kb, 100 a 500kb e
0,5 a 1Mb, sendo as meédias iguais a 0,35, 0,29, 0,16 e 0,032, respectivamente,

obtendo estimativas maiores ao obtido no painel de 33kb.
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O DL foi significativamente diferente entre os cromossomos, Obtendo média
de r2 para os SNPs separados por intervalos de 25 a 50 kb, 50 a 100 kb, 100 a 500
kb, 0,5 a 1 Mb em cada cromossomo autossdmico (Tabela 4). O valor médio de r2
para distancias de 25 a 50kb nos diferentes cromossomos foram altos para BTA9 e
BTA21, sendo 0,387 e 0,393 respectivamente, e baixos para BTA27 (0,303). A
meédia de r2 na distancia 50 a 100kb foi maior para BTA9, BTA21 (0,335 e 0,346) e
baixo para o BTA29 com 0,266.

Com aumento das distancias, houve reducdo do r2, na média de 100 a
500kb os maiores valores foram para BTA9 e BTA21 (0,213 e 0,234,
respectivamente) e menor para BTA19 (0,160). Para 0,5 a 1Mb foi maior para
BTA20 e BTA23 (0,040 e 0,046 respectivamente) e menor para BTA2 (0,017). Nas
distancias depois de 1Mb, o r2 foi semelhante para todos os SNPs.
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Tabela 4. Informacdo estatistica da media r2 em diferentes pares de distancias

entre SNP com painel imputado HD na populacdo da raca Gir

selecionada para crescimento pds desmama.

Cromossomo 25 - 50kb 50 -100kb 100 - 500Kb 0,5-1Mb

BTAL 0,357+0,362 0,305+0,336 0,189+0,254 0,024+0,053
BTA2 0,355+0,356 0,304+0,331 0,192+0,253 0,017+0,048
BTA3 0,348+0,358 0,293+0,330 0,177+0,247 0,024+0,052
BTA4 0,344+0,354 0,289+0,326 0,179+0,246 0,025+0,053
BTAS 0,386+0,371 0,329+0,347 0,208+0,267 0,030+0,065
BTAG 0,380+0,364 0,323+0,340 0,212+0,269 0,028+0,062
BTA7 0,367+0,363 0,312+0,337 0,192+0,257 0,029+0,061
BTAS 0,344+0,350 0,292+0,323 0,182+0,245 0,031+0,062
BTA9 0,387+0,365 0,335+0,343 0,213+0,265 0,028+0,060
BTA10 0,341+0,360 0,287+0,333 0,182+0,255 0,026+0,062
BTAll 0,358+0,365 0,301+0,338 0,184+0,254 0,027+0,061
BTA12 0,336+0,353 0,285+0,326 0,183+0,251 0,033+0,066
BTA13 0,372+0,363 0,316+0,338 0,202+0,258 0,032+0,070
BTAl14 0,341+0,348 0,288+0,321 0,178+0,242 0,030+0,061
BTA15 0,337+0,353 0,285+0,325 0,180+0,244 0,029+0,063
BTA16 0,358+0,360 0,301+0,332 0,194+0,256 0,032+0,070
BTA17 0,366+0,361 0,308+0,335 0,191+0,253 0,033+0,068
BTA18 0,343+0,359 0,283+0,327 0,173+0,240 0,031+0,064
BTA19 0,313+0,347 0,260+0,316 0,160+0,234 0,027+0,060
BTA20 0,359+0,358 0,309+0,334 0,204+0,263 0,040+0,080
BTA21 0,393+0,375 0,346+0,356 0,234+0,291 0,038+0,089
BTA22 0,327+0,348 0,272+0,318 0,165+0,233 0,032+0,065
BTA23 0,358+0,355 0,310+0,332 0,212+0,267 0,046+0,092
BTA24 0,373+0,367 0,319+0,342 0,201+0,264 0,038+0,082
BTA25 0,338+0,358 0,278+0,328 0,162+0,239 0,033+0,070
BTA26 0,330+0,355 0,272+0,323 0,165+0,238 0,035+0,073
BTA27 0,303+0,335 0,252+0,304 0,157+0,223 0,033+0,066
BTA28 0,322+0,340 0,271+0,310 0,173+0,233 0,036x0,075
BTA29 0,318+0,346 0,266+0,316 0,164+0,234 0,035+0,069

O painel de 777kb apresentou maiores medias de r2, em comparagdo com o

painel de 33kb (Tabela 5). Espigolan et al, (2013) descreveram valores menores
nas distancias de 30 kb, 50 kb, 100k com r2 de 0,20, 0,16 e 0,1 respectivamente,



30

analisado com painel HD em animais da raga Nelore, evidenciando que o DL decai

com aumento da distancia, inclusive com painel de alta densidade.

Tabela 5. Estimativas médias das distancias com dados imputados HD de

populacdo da raca Gir selecionada para crescimento pds desmama.

2

Distancia Numero de SNPs r
25-50kb 15,265 0,35
50-100kb 23,773 0,29

100-500kb 112,432 0,18
0,5-1Mb 215,643 0,032

Em estudo realizado com as racas Brahman e Angus foi descrito r* igual a
0,25 e 0,46, na distancia de 10 kb, demonstrando que o DL é alto somente em
distancias curtas e decai quando a distancia aumenta (PORTO-NETO et al., 2014).
De Roos et al, (2008), estimaram o DL nas racas Holandesa e Angus obtendo r?
com valor de 0,50 e 0,60 na distancia de 5 kb, na distancia de 75 kb, o r? foi igual a
0,10 e 0,24 respectivamente, evidenciando que o DL diminui com o aumento das
distancias também para animais taurinos.

Segundo a literatura, os valores de DL s&o maiores para animais taurinos,
indicando que sé@o animais mais homozigotos, e consequentemente com DL inferior
aos zebuinos, Estes por sua vez, sdo mais heterozigotos, com maior variabilidade
na formacéo das racas, e como demostrado em estudos na literatura, a diminuicao
do DL tende a ser mais rapida nas racas zebuinas em compara¢do com as
taurinas. Por isto é recomendavel a utilizacdo de painéis de maiores densidades
nos zebuinos (PEREZ O’BRIEN et al., 2014; MACKAY et al., 2007).

Neste estudo, o DL foi maior em comparacdo com os trabalhos discutidos,
evidenciando persisténcia nas distancias até 100 kb e somente apresentando
diminuicao a partir de 500 kb. Em comparacédo com o painel de 33 kb, os valores
foram inferiores em todas as distancias, mas o DL persistiu também até 100 kb,
decaindo em 500 kb. Estes resultados, indicam que os valores apresentam
diferencas com os outros estudos devido a estrutura populacional dos animais
avaliados da raca Gir.

O valor do DL ndo depende somente do painel de alta densidade, também é
importante o tamanho e estrutura da populacdo, por que ocorre influéncia do valor

do DL e do Ne, Quando os genotipos sdo imputados € importante escolher os
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painéis, o programa para imputar e o tipo de populagdo, Segundo Chud et al,
(2015), os painéis com menos de 50 mil marcadores ndo sdo adequados, para
fazer a imputacdo para HD, e ndo permitem obter precisdo aceitavel na realizacéo

de andlises gendmicas.

A Selecdo Genbmica depende do desequilibrio de ligacdo, que tem em
determinado gene para uma caracteristica, quando os animais sdo aparentados se
espera que o DL seja maior para a carateristica e pode variar para cada populacéo
e racas Isto é provavelmente devido a diferencas no desequilibrio de ligagéo entre
SNPs (HAYES, LEWIN e GODDARD, 2013). Um estudo da precisao DL na
selecdo genbmica da raca holandesa para carateristica de rendimento de proteina
foi de 0,48, e 0,29 para o rendimento de gordura (HABIER et al., 2010). Isto
evidencia que o DL varia, além disso, ao selecionar em GEBVs a extensdo de LD
entre SNPs e QTL, determina a fixacdo de alelos QTL (DEKKERS et al., 2009) e,
assim, uma possivel precisdo das previsdes gendmica dos SNPs é delimitada pela
proporcao da variancia genética do SNP, que é por sua vez € determinado pelo
desequilibrio de ligacdo entre o SNP.

Endogamia genémica (FROH)

Valor da endogamia gendémica Fron, € estimado a partir de ROH que séo longos
segmentos de autozigosidade (PURCELL et al., 2007). O Fron foi de 32%,
mostrando que a populagdo de Gir tem alto nivel endogamia e apresentam
gendtipos homozigotos, Provavelmente a explicacdo para este valor de FrRoH é
resultado de um pequeno tamanho efetivo populacional (Ne) e alto desequilibrio de
ligacdo. A estimacdo do FroH em populacbes com elevado desequilibrio de
ligagéo (LD) pode encontrar endogamia recente e antiga, proporcionando uma boa
estimativa de consanguinidade para identificar ROH curto com SNPs que sao
idénticos por descendéncia (MARRAS et al., 2013).

Em varios estudos de comparacao entre a endogamia com pedigree (FPED) € 0
FrRoH, mostram que o FPeD subestima o valor verdadeiro da endogamia, sendo
mais confidvel a estimagdo de endogamia com dados gendmicos (SCRAGGS et
al., 2013; SIDLOVA et al., 2015; GURGUL et al., 2016). Na literatura ndo encontra-

se valores semelhantes aos obtidos neste estudo, mais Kim et al, (2015) encontrou
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um valor de FrRoH que variaram de 0,02 para endogamia antiga e 29% para
endogamia recente na raca Jersey. A variacdo do FrRoH deste estudo
provavelmente deve-se ao fato de que populacdo do Gir do 1Z é caracterizada por
ser um rebanho fechado por mais de trinta nos, sem uso de reprodutores de fora do
programa nos acasalamentos, afetando os parametros populacionais. Com isso 0
ROH pode rastrear e informar sobre a histéria da populacéo, efeitos dos gargalos e
pressdo de selecdo, (PURFIELD et al., 2012).

Tamanho efetivo da populacéao

A estimativa do tamanho efetivo da populacdo (Ne) Gir analisada, com 20
geracdes anteriores € apresentada na Figura 4, observa-se que o Ne foi maior na
geracdo 20, com 30 animais, e decai drasticamente a partir da quinta (5) geracéao,

sendo de 9 animais a Ultima geracédo, tamanho pequeno para uma populacgéo.

20 25
|

Tamanho efetivo da populagio

15

10

T T T T
20 15 10 5
Geragdes anteriores

Figura 2. Tamanho efetivo de populagéo da raca Gir selecionada para crescimento

pos desmama.
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Na literatura os trabalhos com Ne apresentam valores maiores, devido ao tamanho
das populacdes e ao DL, Biegelmeyer et al., (2016) estudando populacdes das
racas Hereford e Braford obtiveram Ne na ultima geracdo igual a 153 e 220,
respectivamente. Em estudo com cavalos puro-sangue, o Ne foi igual a 190 nas
duas ultimas geracdes (CORBIN et al., 2010). Segundo Uimari et al, (2011), em
racas suinas Landrace e Yorkshire, o Ne foi de 80 e 55, apresentando-se como
valores pequenos, sugerindo como causa o0 aumento da endogamia. Os estudos
demonstram que o Ne varia de acordo com a espécie, tipo de producéo e tamanho
da populacéo.

InvestigacGes com resultados similares foram encontrados, os autores
demonstraram o declinio do tamanho efetivo, na populacdo da raca Hanwoo, com
Ne igual a 98,1 nas trés geracgdes anteriores, em animais da raca Simental, com Ne
igual a 73, nas cinco geragdes anteriores e em animais da raca Gir, com Ne igual a
54 e 39, nas trés e duas geracfes anteriores (LEE et al., 2011; ZHU et al., 2013;
SILVA et al., 2010, respectivamente).

O Ne também pode ser estimado com a informacédo do pedigree, Faria et al,
(2001) apresentando trabalho da estrutura da populagdo da raca Gir no Brasil,
estimou o Ne com 70 animais na ultima geragéo no ano de 1998.

Scraggs et al. (2013) afirmaram que o valor calculado com base nos
registros genealdgicos pode superestimar o verdadeiro Ne, Sugerindo que o Ne
diminui em populagdes com alta pressédo de selecdo, caso dos dados avaliados
neste estudo, em que o valor do Ne foi baixo e o DL foi alto, evidenciando
acasalamentos entre parentes, maior endogamia, e perda da variabilidade
genética. Quando o Ne é pequena, 0 esperado € ver um numero relativamente
pequeno de haplétipos segregantes na populacdo mesmo examinaram muitos loci
dentro do mesmo segmento (MACLEOD , 2010).

Os fatores relacionados como atuantes na diminuicdo do Ne devem ter
controle rigoroso, devido ao aumento da endogamia e perda de deriva genética,
que ocasionam o efeito gargalo, devido a reducéo drastica do tamanho efetivo da
populacdo, onde gendtipos sdo impedidos de participar na geracdo seguinte
ocasionando a diminui¢cdo da variabilidade genética (ARAKI & TACHIDA, 1997).

Estudo adicional da populacdo foi realizada, onde se estimaram os

parametros populacionais utilizando o programa ENDOG (GUTIERREZ &



34

GOYACHE, 2005), e foi obtido o coeficiente médio de endogamia (F), coeficiente
meédio de parentesco (AR), tamanho efetivo da populacdo (Ne) e o nimero efetivo
(fe, fa e fg), os valores foram iguais a 5,46%; 7,18%, 44, 23, 22 e 21,
respectivamente,

A estrutura populacional do rebanho indica intensa utilizacdo de pequeno
namero de reprodutores, incrementando a endogamia e afetando a probabilidade
de origem do gene, Indicando que os parametros populacionais estéo relacionados
com o manejo do sistema de acasalamento, com elevado impacto na variabilidade

genética,

Parametros populacionais

As informacfes de endogamia (F) e parentesco aditivo (AR) da tabela 6
possuem incremento nos valores encontrados, perdendo variabilidade genética por
meio do uso dos mesmos touros nos acasalamentos, Segundo Oliveira et al, (2011)
o valor de F de 3,02% néao pode ser considerado elevado em rebanhos fechados
para raca Nelore, porém, deve-se ocorrer melhor manejo da selecdo dos animais

na populacdo recente,

Tabela 6 -Valores de Coeficientes de endogamia (F) e parentesco (AR), Tamanho efetivo
da Populacédo por aumento individual de endogamia (Ne),

Populacao
total
AR — Coeficiente Parentesco (%) 6,24
F — Coeficiente médio de endogamia(%o) 7,18
Ne — Tamanho efetivo da Populacédo por aumento individual de 44,17

endogamia (n)

O tamanho efetivo da populacéo por aumento individual de endogamia (Ne)
foi de 44, onde pode-se evidenciar 0 aumento na populacdo , devido a causa da
endogamia e o coeficiente de parentesco que foi maior na populacédo, Segundo a
FAO o valor minimo de Ne se aproxima de 50, no entanto, deve-se considerar a
importdncia do estudo individual de cada populacdo, pois o Ne pode ser
influenciado por meio do coeficiente de endogamia e parentesco, Em estudo

desenvolvido por Dias (2012) em bovinos Caracu o Ne por aumento individual de
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endogamia foi de 62, O decrescimento drastico do valor de Ne, pode representar

a perda de variabilidade e impedir a formacéo das proximas progénies.

Na tabela 7 o nUmero de ancestrais que contribuiram para a populacdo foram de
cinco animais, que explicam 50% da variabilidade genética, O numero efetivo de
fundadores (fe), ancestrais (fa) e genomas fundadores (fg) foram de 23, 22 e 21,
Esses resultados indicam que a diminuicdo dos fundadores e ancestrais no grupo
foi devida a perda da variabilidade genética, possivelmente por acasalamentos
entre parentes, Valores semelhantes foram encontrados por Oliveira et al, (2011)
para a raca de bovinos Nelore, da linhagem Lemgruber, pertencente a rebanho

também fechado, onde fe e fa foram 25 e 21.

Tabela 7 Estimativa da probabilidade de origem do gene e variabilidade genética de
animais da raca Gir do 1Z

Populacéao total

Numero total de animais 3,826
Numero de fundadores 475
Numero efetivo de fundadores (fe) 23
Numero efetivo de ancestrais (f,) 22
Numero efetivo de genomas fundadores 21
Razao fe/f, 1,05
N°A_50% * 7

NCPA 100% ** 162

A razdo entre o numero efetivo de fundadores e ancestrais (fe/fa) foi de 1,29,
Valores préximos de 1, é considerado como valor ideal, evidenciando inicio do
efeito gargalo (perda de variabilidade genética) causado pela diminuicdo da deriva
genética, mudancas no tamanho da populacdo com presenca de efeito gargalo
pode aumentar o LD.

Em estudo realizado por REIS FILHO (2006) com a raca Gir foi observado raz&o de
1,95, e no estudo de FARIA et al, (2001) na raca Nelore mocho foi obtido o valor de
1,44, Estes trabalhos indicam uso intenso de poucos reprodutores, incrementando
a endogamia e afetando a probabilidade de origem do gene, Os parametros

populacionais estédo relacionados com o manejo do sistema de acasalamento de
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cada populagdo, devido a presenca de elevado impacto na variabilidade genética,
Com estes estudos se demostram que 0s parametros populacionais explicam o
aumento do DL e o baixo tamanho efetivo genémico, tendo uma semelhanca com
os resultados obtidos com informagé&o do pedigree da populacdo de Gir.

Dadas as carateristicas desta populacdo com alto DL e baixo Ne a acuracia € mais

precisa por ser animais com alelos idénticos por descendéncia.

Conclusdes

Em concluséo, estes parametros primarios de genética molecular, desequilibrio de
ligagéo e tamanho efetivo genémico, foram importantes para averiguar e esclarecer
a relacdo entre os SNPs nesta populacdo de bovinos Gir do 1Z. Como o DL foi
caracterizado como alto, esta populacdo fechada pode ser importante fonte de
pesquisa em estudos de GWAS e selecdo gendbmica em bovinos de corte. O
tamanho efetivo gendmico foi alarmante em todas as geracoes, sugerindo perda da
variabilidade genética como consequéncia da selecdo intensiva provavelmente
oriundo do uso de pequeno numero de reprodutores. Para incrementar a
variabilidade genética e aumentar o tamanho efetivo desta populacéo, a introducéo
de outros linhagens de bovinos da raga Gir deveria ser preconizada pelos

melhoristas.
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