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ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS DE BASE UNICA E PRECOCIDADE
SEXUAL EM FEMEAS DA RACA NELORE

RESUMO - As caracteristicas reprodutivas estdo relacionadas a eficiéncia
econbmica e a produtividade dos sistemas de criacdo de bovinos. A idade ao
primeiro parto (IPP) e a ocorréncia de prenhez precoce (OP) sdo empregadas em
sistemas de melhoramento genético com a finalidade de antecipar a vida reprodutiva
dos animais. A medida (r?) de desequilibrio de ligacédo (LD) é empregada em estudos
de associacdo gendmica, para deteccdo de marcadores genéticos e genes que
influenciam caracteristicas quantitativas (quantitative trait loci: QTL). O objetivo deste
estudo foi determinar o grau de desequilibrio de ligacdo no genoma de fémeas da
raca Nelore e verificar a existéncia de associagdes entre polimorfismos de base
Unica (SNP) e as caracteristicas IPP e OP, utilizando um painel de SNPs de alta
densidade. Foram utilizadas 1.182 fémeas da raca Nelore nascidas em 2007 e 2008,
pertencentes a Agropecuéria Jacarezinho LTDA. Foram formados 13 grupos de
contemporaneas (GC) constituidos por fazenda, estacdo e ano de nascimento, com
média de 90 animais por grupo. Para o estudo de associacdo genbmica, foram
excluidos SNPs que apresentaram frequéncia do alelo menor (MAF) inferior a 0,05 e
animais com Call Rate menor que 0,90, totalizando 431.885 SNPs. Para as andlises
estatisticas, foi utilizado um modelo linear para IPP e um modelo de limiar para OP.
Para a estimativa da significancia das associa¢des, em ambas as caracteristicas, 0
modelo incluiu como efeitos fixos classificatorios, 0 GC e os SNPs. Para estimativa
do efeito de substituicdo alélica, foi utilizado o mesmo modelo considerando os
SNPs como covariavel. A correcao de Bonferroni foi aplicada para ajustar o limite de
significancia (1,16x10). A média de LD (r?) para todos os autossomos foi de 0,18, a
uma distancia média de 4,8 kb, e a média da MAF foi de 0,25 + 0,13. O LD diminuiu
com o aumento da distancia entre os marcadores. Niveis moderados de r2 (0,21 a
0,35) foram encontrados a distancias menores que 30 kb e menores niveis (0,12 a
0,18) foram observados de 30 a 100 kb. Foram detectadas onze associacdes
significativas em sete cromossomos diferentes (BTAL, BTA4, BTA6, BTA1l, BTA17,
BTA21, BTA22). Destes, sete SNPs estavam associados a IPP e quatro estavam
ligados a OP. Trés SNPs foram significativos para ambas as caracteristicas (BTAL,
BTA21, BTA22). O cromossomo BTA21 apresentou dois SNPs relacionados a
ocorréncia de prenhez precoce. Dezenove cromossomos demonstraram potenciais
regides de QTL para IPP e OP. Os picos de SNPs significativos mais evidentes, que
podem sugerir potenciais regides de QTL, estavam localizados nos cromossomos
BTA4, BTA6, BTA8, BTA1l7 e BTA19. A identificacdo de SNPs associados as
caracteristicas IPP e OP pode contribuir para selecdo de animais com maior
precocidade sexual.

Palavras-chave: associacdo genémica, bovinos de corte, desequilibrio de ligacgéo,
idade ao primeiro parto, ocorréncia de prenhez, quantitative trait loci



ASSOCIATION BETWEEN SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS AND
SEXUAL PRECOCITY IN NELLORE HEIFERS

ABSTRACT - Reproductive traits are related to economic efficiency and productivity
of cattle systems. Age at first calving (AFC) and occurrence of early pregnancy (OP)
are used in beef breeding programs in order to anticipate the reproductive life. The
measure (r?) of linkage disequilibrium (LD) is used in genome wide association
studies to detect genetic markers and genes affecting quantitative traits (QTL). The
aim of this study was to determine the extent of LD in the genome of Nellore cattle,
and examine associations between single nucleotide polymorphisms (SNP) and AFC
and OP, using a panel of high-density SNPs. Data from 1.182 Nellore born in 2007
and 2008, belonging to Agropecuaria Jacarezinho were used. A total of 13
contemporary groups (CG) consisting of farm, season and year of birth, with an
average of 90 animals per CG were formed. For genomic-wide association, SNPs
with minor allele frequency (MAF) below 0.05, and animals with Call Rate below 0.90
were excluded, totaling 431,885 SNPs. For the statistics analyses, a linear model
was used for IPP and a threshold model was used for OP. To estimate the
significance of the associations, for both traits, the model included the classificatory
fixed effects of GC and SNPs (0,1, and 2). To estimate the allelic substitution effect,
the same model was used, considering the SNP effects as covariable. The
Bonferroni correction was applied to adjust the limit of significance (1.16 x10-7). The
average r 2 for all autosomes was 0.18 at a distance of 4.8 kb and the average MAF
was 0.25 £ 0.13. The LD decreased as the distance between markers increased:
0.35 (1 kb) to 0.12 (100 kb). Eleven significant associations were detected in seven
different chromosomes (BTA1l, BTA4, BTA6, BTAl1l, BTA17, BTA21, and BTA22).
Among these, seven SNPs were associated with AFC and four were linked to the
OP. Three SNPs were significant for both traits (BTAl, BTA21, and BTAZ22).
Chromosome BTA21 showed two SNPs associated with OP. A total of 19
chromosomes showed potential QTL regions for AFC and OP. The most evident
peaks of significant SNPs, that may suggest potential QTL regions, were located on
chromosomes BTA4, BTA6, BTA8, BTA17, and BTA19. The identification of SNPs
associated with AFC and OP may contribute to selection of animals with greater
sexual precocity.

Keywords: genomic wide association, beef cattle, linkage disequilibrium, age at first
calving, heifer pregnancy, quantitative trait loci
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

As caracteristicas reprodutivas sdo as principais determinantes da eficiéncia
bioldgica e econdmica dos sistemas de producdo de carne bovina. Segundo Barwick
et al. (1995), do ponto de vista econdmico, na bovinocultura de corte, a eficiéncia
reprodutiva é a caracteristica mais importante, seguida das caracteristicas de
crescimento e, por Ultimo, das caracteristicas de carcaca. Rebanhos que possuem
altas taxas reprodutivas e elevada precocidade sexual terdo menores custos de
producao e maior lucratividade (TOELLE E ROBISON, 1985).

As caracteristicas reprodutivas sdo pouco utilizadas nos programas de
melhoramento genético no Brasil, apesar de sua importancia para os sistemas de
producdo. As baixas herdabilidades estimadas para essas caracteristicas indicam
gue as diferencas ambientais sdo as principais causas de variacdo genética
(PEREIRA et al., 2000; SILVEIRA et al.,, 2004), sendo provavelmente, um dos
motivos para que essas caracteristicas ndo sejam amplamente incluidas nos indices
de selecdo. Algumas das caracteristicas mais empregadas em programas de
melhoramento genético sdo o perimetro escrotal, considerado em praticamente
todos os programas de avaliacdo genética de gado de corte, e as caracteristicas
reprodutivas idade ao primeiro parto, habilidade de permanéncia e ocorréncia de
prenhez precoce em novilhas (DOYLE et al., 2000; MERCADANTE et al., 2000;
PEREIRA et al., 2000; GARNERO et al., 2001; SILVA et al., 2003).

No pais, sdo escassas as alternativas tecnolégicas para melhorar a
precocidade sexual do rebanho utilizando os métodos classicos de melhoramento
genético animal. Nos ultimos anos, apdés o0 sequenciamento do genoma humano e
de varias espécies de animais domésticos, uma quantidade significativa de trabalhos
sobre a aplicacdo de dados gendémicos em diversas areas vém sendo publicados.
Com o aperfeicoamento das tecnologias genémicas, assim como a utilizacdo de
painéis de polimorfismos de base Unica (SNP), se tornou possivel a identificacéo e o
estudo de marcadores e genes que controlam a variacdo de caracteristicas de
interesse econémico de baixa herdabilidade e/ou dificeis de mensurar, como é o

caso das caracteristicas reprodutivas.



1. Revisao de literatura

1.1 Caracteristicas indicadoras de precocidade sexual em fémeas

A antecipacdo da vida reprodutiva das fémeas estd ligada ao lucro e a
eficiéncia de producéo de carne bovina. Beretta et al. (2001) indicaram as vantagens
de diminuir a idade ao primeiro parto (IPP) das fémeas. Os autores verificaram que
ao reduzir a IPP, a produtividade do sistema de cria (quilos de bezerro
desmamado/ha) aumenta, porém a magnitude da resposta era dependente da taxa
de natalidade do rebanho. A reducédo da IPP de quatro para trés anos e, de trés para
dois anos, levou a um aumento dos quilos de bezerros desmamados/hectare de 53,5
e 14,3%, respectivamente, com 60 a 70% de natalidade. Esta mudanca permitiu a
reducdo das categorias improdutivas, com consequente liberacdo de areas para as
fémeas em reproducédo e diminuicdo do custo energético por unidade de produto.

A IPP é uma caracteristica que vem sendo utilizada como indicadora de
precocidade sexual de fémeas por ser observada cedo, sendo facilmente obtida
(DIAS et al.,, 2004a). Entretanto, selecionar diretamente para menor IPP ndo é
simples, pois alguns produtores atrasam a entrada das fémeas na reproducéo,
determinando idade ou peso para inicio da vida reprodutiva, o que dificulta a
identificagdo das fémeas sexualmente precoces. Além disso, esta caracteristica,
geralmente, apresenta estimativas de herdabilidade de magnitudes baixas a
moderadas (0,09 a 0,28) (MERCADANTE et al., 2000; PEREIRA et al., 2000; DIAS
et al., 2004a; BOLIGON et al., 2010), indicando que a resposta a selecéo para idade
ao primeiro parto pode ser lenta. Buzanskas et al. (2010), analisando idade ao
primeiro parto em animais da raga Canchim, relataram baixa herdabilidade (0,03)
para a caracteristica. Mesmo assim, 0s autores sugeriram a inclusdo da mesma nos
critérios de selecdo a fim de melhorar as taxas de concepcédo, devido a sua
importancia econémica. Estimando herdabilidade para idade ao primeiro parto em
fémeas da raca Nelore, Boligon et al. (2011) e Yokoo et al. (2012) relataram
estimativas de 0,10 e 0,26, respectivamente. Esses valores indicam que a
caracteristica é altamente influenciavel por fatores ambientais e seu ganho genético

pode ser pequeno quando praticada a selecao.



Uma das formas de aumentar a resposta a selecdo é expor as fémeas a
reproducdo com idade mais jovem. Pereira et al. (2002) compararam fémeas da raca
Nelore expostas a reproducao pela primeira vez aos 14 e 26 meses de idade. Os
autores estimaram maior coeficiente de herdabilidade (0,19) para a caracteristica
apos exposicdo aos 14 meses de idade, o que indica que a utilizacdo da idade ao
primeiro parto como critério de sele¢do pode gerar uma resposta mais eficiente em
populacdes de animais nas quais as fémeas entram em estacdo de monta com
idade mais jovem (14 meses). Dias et al. (2004b) estudaram o efeito da idade de
exposicao de novilhas a reproducdo por meio de quatro conjunto de informacoes : 1)
novilhas expostas aos 24 meses de idade; 2) novilhas com informacéao de primeiro
parto, independente da idade de exposicao; 3) novilhas expostas aos 18 meses de
idade; 4) todas as novilhas nascidas no rebanho, incluindo as n&o paridas. As
estimativas de herdabilidade encontradas para os quatro grupos, respectivamente,
foram: 0,00; 0,11; 0,20 e 0,36. Segundo os autores, a exposicdo de fémeas a
reproducdo em idade mais jovem aumenta a variabilidade genética e as estimativas
de herdabilidade, levando a um consequente aumento da resposta a selecéo.

As baixas estimativas de herdabilidade obtidas para idade ao primeiro podem
ser explicadas, em geral, pelo fato de as fémeas serem expostas a reproducdo em
idade pré-determinada e durante um curto periodo de tempo referente a estacdo de
monta. Além disto, apenas os animais que parem sao incluidos nas analises. Isso
tudo faz com que a identificacdo de animais precoces fique prejudicada e grande
parte da variabilidade genética da caracteristica seja perdida (DIAS et al., 2004b).
Outra caracteristica que pode ser empregada, buscando evitar esses problemas, € a
ocorréncia de prenhez precoce, utilizada recentemente para avaliar a precocidade
sexual de fémeas, tanto de racas Bos taurus (EVANS et al., 1999; DOYLE et al.,
2000; DONOGHUE et al., 2004), como Bos indicus (ELER et al., 2002; ELER et al.,
2004; SILVA et al., 2005; SHIOTSUKI et al., 2009). Segundo Shiotsuki et al. (2009),
a ocorréncia de prenhez é definida pela observacdo de uma novilha que concebeu e
pariu depois de ser exposta a reproducdo durante a estacdo de monta. A
caracteristica possui resultado binario, sendo atribuido “1” (sucesso) para as

novilhas que conceberam e pariram, e “0” (fracasso) para as que falharam. Sendo



assim, todas as fémeas sao incluidas nas andlises sem precisar utilizar penalidades
para os animais que néo pariram (Silva et al., 2005).

Dias et al. (2000) apresentaram vantagens de se usar a ocorréncia de
prenhez como indicadora de precocidade sexual, em vez da idade ao primeiro parto:
a obtencéo de registros de dados de prenhez de novilha ndo tem custos adicionais,
pois sdo normalmente controlados por criadores que participam de programas de
selecdo; os métodos de diagnéstico de prenhez ja estdo bem estabelecidos
(palpacao retal ou ultra-som, por exemplo). Além disso, segundo Silva et al. (2005),
esta caracteristica € de facil mensuracao, pode ser medida diretamente na fémea e
em todas as contemporaneas e nao ha necessidade de utilizacdo de penalidades.
Entretanto, existem algumas dificuldades, principalmente quanto ao fato de ser uma
caracteristica categérica e, consequentemente, necessitar de procedimentos
estatisticos que considerem a distribuicdo discreta dos dados.

Em véarias pesquisas tem-se observado que a OP pode responder
rapidamente a selecdo devido aos altos valores de herdabilidade encontrados,
variando de 0,50 a 0,73, para ocorréncia de prenhez de novilhas expostas pela
primeira vez entre os 14 e 18 meses de idade (ELER et al., 2002; ELER et al., 2004;
SILVA et al., 2005; SHIOTSUKI et al., 2009; VAN MELIS et al., 2010; BOLIGON et
al., 2011). Van Melis et al. (2010), avaliando fémeas da raca Nelore, expostas a
reproducao aos 14 meses de idade, relataram uma estimativa de herdabilidade alta
(0,53) e, além disso, estimaram alta correlacdo genética (0,64) entre esta
caracteristica e a habilidade de permanéncia das fémeas no rebanho. Os autores
concluiram que a diferenca esperada na progénie (DEP) para ocorréncia de prenhez
pode ser usada para selecionar touros visando a producao de progénies precoces e
férteis.

Em bovinos de corte da raca Nelore, estudos envolvendo acasalamento aos
14 meses de idade indicam taxa de prenhez média de 15,4 a 18,2% (ELER et al.,
2002; ELER et al.,, 2004; ELER et al., 2006). Silva et al. (2005) compararam a
variabilidade genética para ocorréncia de prenhez em novilhas utilizando dois grupos
de animais, um gque entrou em estacdo de monta antecipada ao redor dos 16 meses
de idade (Prl16) e outro que incluiu, além destas, fémeas que foram expostas na

estacdo normal aos 24 meses (Pr24). As estimativas de herdabilidade obtidas para



Prl6 e Pr24 foram 0,52 e 0,12, respectivamente. Segundo os autores, a estimativa
de herdabilidade aos 16 meses foi maior devido a grande variabilidade genética
existente nesta idade com relacdo a capacidade de concepcdo. Sendo assim, é
evidente que expor as fémeas para reproducdo em idades mais jovens €

fundamental para que a caracteristica responda eficientemente a selegéo.

1.2 Associac¢fes entre marcadores e caracteristicas

Nas ultimas décadas, foram identificados varios genes que afetam ou
influenciam a expresséo de caracteristicas de importancia econémica, os chamados
QTL (quantitative trait loci), que explicam uma determinada fracdo da variacao
fenotipica da caracteristica (ANDERSON, 2001). Até mar¢o de 2013, foram
identificados 6.305 QTL em bovinos, sendo que desses, 1.333 influenciam a
reproducdo, 1.364 afetam a qualidade da carne, 1.731 influenciam a qualidade e
producéo do leite, entre outros (Hu et al., 2013).

Para viabilizar a identificagdo e o mapeamento de QTL é utlizado o
desequilibrio de ligacdo (LD). Segundo Nsengimana et al. (2004), LD em uma
populacdo € uma associacdo nao aleatéria de alelos em diferentes loci genéticos e
suas medidas podem fornecer informacfes da estrutura e dindmica da populacéo,
além de ser utilizado para mapear genes ou QTL. As medidas mais comumente
utilizadas para avaliar o LD sdo o r2 e o |D’| (LEWONTIN, 1964; HILL e
ROBERTSON, 1968). Essas medidas podem variar de 0 a 1. O quadrado das
correlagdes entre as frequéncias alélicas dos loci (r?) é dito ser mais apropriado pelo
fato de apresentar melhores propriedades estatisticas e facilidade de interpretacéo
(HAYES, 2009). Além disso, a medida |D’| possui como desvantagem uma tendéncia
de ser superestimada em pequenas amostras.

Existem varios tipos de marcadores moleculares, sendo que, atualmente, os
polimorfismos de base Unica (SNP), estdo sendo os mais utilizados para a deteccao
e localizagdo de QTL para caracteristicas complexas (HAYES et al., 2008), por
serem a forma de variacdo mais abundante de polimorfismos de DNA em todo o
genoma, além de serem de facil genotipagem. Nesse contexto, empresas que

desenvolvem tecnologias para analises genéticas produziram, inicialmente, chips de



DNA de baixas densidades, permitindo avancos nos estudos direcionados para
identificacdo de genes que controlam caracteristicas de interesse econémico. H&
alguns anos, a empresa lllumina Incorporation liberou a comercializacéo de chips de
maiores densidades, como o lllumina Infinium® BovineSNP50 BeadChip que
contém, aproximadamente, 54.000 SNPs espalhados pelo genoma bovino, com um
espacamento médio entre marcadores de 51,5 Kb (VAN TASSELL et al., 2008).
Posteriormente, a lllumina juntamente com o Departamento de Agricultura dos EUA -
Servico de Pesquisa Agricola (USDA-ARS), Pfizer Animal Genetics, Universidade do
Missouri, Associacdo Nacional de Cooperativas Pecudrias e Inseminacao Artificial
da Franca (UNCEIA) e Instituto Nacional Francés de Pesquisa Agricola (INRA),
langcou o BovineHD BeadChip. Esse chip de alta densidade possui 777.962 SNPs
espalhados uniformemente pelo genoma bovino, com um espagamento médio de
menos de 3 kb entre marcadores, permitindo maior acuracia nas pesquisas
genbmicas, identificacdo de locos de caracteristicas quantitativas, avaliacdo de
mérito genético dos animais, estudos de desequilibrio de ligagdo e associacado
gendmica, entre outros (lllumina Inc, 2012)

O desenvolvimento desses painéis que identificam um grande numero de
SNPs do genoma bovino permitiu avancos significativos nos estudos de localizacéo
de genes que afetam as caracteristicas de importancia econbmica e nas
associacdes entre os marcadores genéticos e o fenotipo. Segundo Matukumalli et al.
(2009), as regides do genoma que influenciam a variagdo genética de caracteristicas
podem ser melhor mapeadas quando existe uma alta densidade de marcadores,
permitindo assim, uma eficiente identificacdo de genes candidatos. De Roos et al.
(2008) relataram que para encontrar marcadores que estejam em LD com QTL
dentro da mesma raca seriam necessarios cerca de 50.000 SNPs e entre racas
divergentes, como Holstein, Jersey e Angus, seriam necessarios, aproximadamente,
300.000 SNPs. A principal limitacdo nos estudos de associagcdo € essa necessidade
de um numero suficientemente grande de marcadores para aumentar a chance de
se identificar o desequilibrio com o QTL.

Durante os ultimos anos, estudos de associacdo gendmica entre SNPs e
caracteristicas de importancia econémica em animais domésticos, como gado,

suinos, equinos, ovelhas e galinhas, foram descritos na literatura (ZHANG et al.,



2012). Muitos desses estudos foram desenvolvidos com a utilizagdo do painel
lllumina Bovine SNP50 em gado de leite e gado de corte, para caracteristicas
ligadas a producao de leite e gordura e a qualidade de carcaca (Mai et al., 2010;
Bolormaa et al., 2011; Bouwman et al., 2011; Maxa et al., 2012).

Trabalhos recentes também empregaram o painel Illlumina Bovine SNP50
para estudos de associagdo com caracteristicas reprodutivas. Sahana et al. (2010)
realizaram um estudo de associacdo genbmica ampla com 11 caracteristicas
reprodutivas relatando forte associacdo entre SNPs e algumas caracteristicas de
fertilidade em fémeas da raca Danish e Swedish Holstein. Pryce et al. (2010)
estudaram a associacdo de SNPs e haplotipos com caracteristicas de producéo de
leite e fertiidade em animais da raca Holstein e Jersey. Os autores encontraram
SNPs significativos para concentracdo de proteina e de gordura. No entanto,
identificaram uma regido no cromossomo 18, préxima a um potencial QTL para
fertilidade, apenas quando aumentaram o tamanho dos haplétipos. Schulman et al.
(2011) detectaram vérias regides cromossdmicas com QTL significativamente
associados a caracteristicas incluidas em um indice de fertilidade em bovinos da
raca Finnish Ayrshire.

Em gado de corte, ainda sdo escassos 0s estudos de identificacdo de
marcadores moleculares associados as caracteristicas reprodutivas das fémeas.
Recentemente, Zhang et al. (2010), utilizando uma populacédo de 1.007 fémeas da
raca Brahman, genotipadas com o painel lllumina Bovine SNP50 (lllumina Inc,
Hayward, CA), aplicando analises de regressdo simples e mdltipla, detectaram
associacOes significativas entre varios marcadores SNPs e idade a puberdade das
fémeas. Hawken et al. (2011), utilizando o mesmo painel para genotipar animais da
raca Brahman e Composto Tropical, observaram associacdo entre SNPs e idade a
puberdade, intervalo de anestro pos-parto e ocorréncia de ovulacdo pos-parto antes
do desmame. Posteriormente, Fortes et al. (2012), utilizando as mesmas fémeas
Brahman do estudo de Hawken et al. (2011), além de sua progénie, relataram a
presenca de SNPs e regibes cromossOmicas diretamente associadas a idade a
puberdade das fémeas e a circunferéncia escrotal, o que deve auxiliar na selecao

para precocidade sexual em racas tardias.



A utilizacdo dos painéis de SNPs de alta densidade nos estudos de
melhoramento animal permitirdA ganhos genéticos significativos, sobretudo em
caracteristicas de dificil e/ou alto custo de mensuracao e baixa herdabilidade, como
€ 0 caso das caracteristicas associadas a precocidade sexual de bovinos de corte.
Apesar dos grandes avancos nas técnicas de biologia molecular, os quais
possibilitam a genotipagem de grande numero de animais, ainda sdo poucos 0s
trabalhos de pesquisa estudando a associacdo ampla dos SNPs e caracteristicas
indicadoras de precocidade sexual no Zebu. Dessa forma, o objetivo desse estudo
foi identificar e estudar marcadores genéticos para as caracteristicas reprodutivas de
importancia econémica, em bovinos da raca Nelore, e fornecer informacdes sobre a

associacao entre o genotipo e o fendtipo.
2. Objetivos
2.1 Objetivo geral
Determinar o grau de desequilibrio de ligacdo no genoma de bovinos da raca
Nelore utilizando um painel de SNPs de alta densidade para, subsequentemente,
verificar a presenca de marcadores genéticos e sua associacdo com as
caracteristicas idade ao primeiro parto e ocorréncia de prenhez precoce.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a distribuicdo de frequéncias dos polimorfismos e analise de

desequilibrio de ligacdo no genoma de bovinos da raca Nelore

e Estudar a associacdo de polimorfismos do tipo SNP com as caracteristicas

de precocidade sexual no genoma bovino

e Estimar os efeitos dos SNPs sobre as caracteristicas idade ao primeiro

parto e ocorréncia de prenhez precoce
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CAPITULO 2 - ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS DE BASE UNICA E
PRECOCIDADE SEXUAL EM FEMEAS DA RACA NELORE

RESUMO - Caracteristicas reprodutivas como idade ao primeiro parto (IPP) e
ocorréncia de prenhez precoce (OP) sdo empregadas em programas de
melhoramento genético por estarem ligadas a produtividade e lucratividade dos
sistemas de criagdo de bovinos. A medida (r?) de desequilibrio de ligacdo (LD) &
empregada em estudos de associacdo gendmica, para deteccdo de marcadores
genéticos e genes que afetam caracteristicas quantitativas (quantitative trait loci:
QTL). O objetivo deste estudo foi determinar o grau de desequilibrio de ligacdo no
genoma de fémeas da raca Nelore e verificar a existéncia de associacdes entre
polimorfismos de base Unica (SNP) e as caracteristicas IPP e OP, utilizando um
painel de SNPs de alta densidade. Foram utilizadas 1.182 fémeas da raca Nelore
nascidas em 2007 e 2008, pertencentes a Agropecudria Jacarezinho LTDA. Foram
formados 13 grupos de contemporaneas (GC) constituidos por fazenda, estacdo e
ano de nascimento, com média de 90 animais por grupo. Para o estudo de
associacao gendémica, foram excluidos SNPs que apresentaram frequéncia do alelo
menor (MAF) inferior a 0,05 e animais com Call Rate menor que 0,90, totalizando
431.885 SNPs. Para as analises estatisticas, foi utilizado um modelo linear para IPP
e um modelo de limiar para OP. Para a estimativa da significancia das associagoes,
em ambas as caracteristicas, 0 modelo incluiu como efeitos fixos classificatérios, o
GC e os SNPs (0, 1 e 2). Para estimativa do efeito de substituicdo alélica, foi
utilizado o mesmo modelo considerando os SNPs como covariavel. A correcdo de
Bonferroni foi aplicada para ajustar o limite de significancia (1,16x107). A média de
LD (r?) para todos os autossomos foi de 0,18, a uma distancia média de 4,8 kb, e a
média da MAF foi de 0,25 + 0,13. O LD diminuiu com o aumento da distancia entre
marcadores: de 0,35 (1 kb) para 0,12 (100 kb). Foram detectadas onze associa¢des
significativas em sete cromossomos diferentes (BTAL, BTA4, BTA6, BTA1l, BTA17,
BTA21, BTA22). Destes, sete SNPs estavam associados a IPP e quatro estavam
ligados a OP. Trés SNPs foram significativos para ambas as caracteristicas (BTAL,
BTA21, BTA22). O cromossomo BTA21 apresentou dois SNPs relacionados a
ocorréncia de prenhez precoce. Dezenove cromossomos demonstraram potenciais
regides de QTL para IPP e OP. Os picos de SNPs significativos mais evidentes, que
podem sugerir potenciais regides de QTL, estavam localizados nos cromossomos
TA4, BTA6, BTA8, BTA17 e BTA19. A associacdo gendmica, responsavel pela
identificacdo de SNPs ligados as caracteristicas IPP e OP, pode contribuir para a
selecdo de animais sexualmente precoces.

Palavras-chave: associacdo genémica, bovinos de corte, desequilibrio de ligacgéo,
idade ao primeiro parto, ocorréncia de prenhez, quantitative trait loci
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ASSOCIATION BETWEEN SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS AND
SEXUAL PRECOCITY IN NELLORE HEIFERS

ABSTRACT - Reproductive traits, such as age at first calving (AFC) and occurrence
of early pregnancy (OP), are used in beef breeding programs since they affect
production system profitability. The measure (r?) of linkage disequilibrium (LD) is
used in genome wide association studies to detect genetic markers and major genes
(QTL) that influence economically important traits. The aim of this study was to
determine the extent of LD in the genome of Nellore cattle, and examine associations
between single nucleotide polymorphisms (SNP) and AFC and OP, using a panel of
high-density SNPs. Data from 1.182 Nellore born in 2007 and 2008, belonging to
Agropecuaria Jacarezinho were used. A total of 13 contemporary groups (CG)
consisting of farm, season and year of birth, with an average of 90 animals per CG
were formed. For genomic-wide association, SNPs with minor allele frequency (MAF)
below 0.05, and animals with Call Rate below 0.90 were excluded, totaling 431,885
SNPs. For the statistics analyses, a linear model was used for IPP and a threshold
model was used for OP. To estimate the significance of the associations, for both
traits, the model included the classificatory fixed effects of GC and SNPs (0,1, and 2).
To estimate the allelic substitution effect, the same model was used, considering the
SNP effects as covariable. The Bonferroni correction was applied to adjust the limit of
significance (1.16 x10-7). The average r 2 for all autosomes was 0.18 at a distance of
4.8 kb and the average MAF was 0.25 £ 0.13. The LD decreased as the distance
between markers increased: 0.35 (1 kb) to 0.12 (100 kb). Eleven significant
associations were detected in seven different chromosomes (BTA1, BTA4, BTAG,
BTA11l, BTA17, BTA21, and BTA22). Among these, seven SNPs were associated
with AFC and four were linked to the OP. Three SNPs were significant for both traits
(BTA1, BTA21, and BTA22). Chromosome BTA21 showed two SNPs associated with
OP. A total of 19 chromosomes showed potential QTL regions for AFC and OP. The
most evident peaks of significant SNPs, that may suggest potential QTL regions,
were located on chromosomes BTA4, BTA6, BTA8, BTA17, and BTA19. Genome
wide association, responsible for identifying SNPs linked to the traits AFC and OP,
can contribute to the selection of animals sexually precocious.

Keywords: genomic wide association, beef cattle, linkage disequilibrium, age at first
calving, heifer pregnancy, quantitative trait loci



17

1. Introducao

Embora o grande foco nos programas de melhoramento genético do Zebu
seja as caracteristicas de crescimento, grande énfase é dada as caracteristicas de
eficiéncia reprodutiva, como precocidade sexual. Varios autores, ao desenvolverem
modelos bioeconémicos, concluiram que as caracteristicas reprodutivas sao
economicamente mais importantes comparadas as de crescimento (KRUPA et al.,
2005; WOLFOVA et al.,, 2005; BRUMATTI et al., 2011). Nesse sentido, estudos
mostram que o aumento da produtividade (kg de peso vivo vendido/hectare/ano)
pode ser alcancado com a reducao da idade ao abate de novilhos, associado a uma
menor idade de primeiro servico das novilhas (POTTER et al.,, 1998, 2000;
BERETTA et al., 2001, 2002a,b).

A idade ao primeiro parto (IPP) esta ligada a eficiéncia e a lucratividade da
producdo de carne bovina, assim como a ocorréncia de prenhez precoce (OP).
Apesar da IPP ser facilmente obtida e observada cedo na vida do animal, alguns
criadores atrasam a entrada das fémeas na estacdo de reproducdo ao preé-
determinarem um peso e/ou idade especificos, prejudicando a identificacdo de
animais precoces e diminuindo a variabilidade genética da caracteristica. (DIAS et
al., 2004b). Além disso, a inclusdo nas analises apenas dos animais que parem e as
baixas estimativas de herdabilidades (MERCADANTE et al., 2000; PEREIRA et al.,
2000; DIAS et al., 2004a; PEREIRA et al., 2005; GROSSI et al., 2009; BOLIGON et
al., 2010; REGATIERI et al., 2012) fazem com que sua resposta a selecdo seja

lenta.

A fim de superar as dificuldades que a idade ao primeiro parto apresenta para
selecdo, a caracteristica ocorréncia de prenhez precoce (OP) tem sido empregada
nos programas de melhoramento genético. Segundo Shiotsuki et al. (2009), a
ocorréncia de prenhez é definida pela observacdo de uma novilha que concebeu e
pariu depois de ser exposta a reproducdo durante a estacdo de monta. Essa
definicdo torna a resposta da caracteristica binéria (sucesso e fracasso), permitindo
gue todas as fémeas sejam incluidas nas analises. Além disso, apresenta maiores
estimativas de herdabilidade (0,50 a 0,73), para novilhas expostas pela primeira vez
entre 0os 14 e 18 meses de idade (ELER et al., 2002; ELER et al., 2004; SILVA et al.,
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2005; SHIOTSUKI et al., 2009; VAN MELIS et al. 2010; BOLIGON et al., 2011),

permitindo assim, uma rapida resposta a selecéo.

As caracteristicas reprodutivas possuem variagdo genética de natureza
guantitativa e podem ter sua expressao influenciada por alguns genes ou bloco de
genes (quantitative trait loci: QTL). Segundo Hoglund et al. (2009), a identificacao de
QTL para as caracteristicas reprodutivas de fémeas pode contribuir para uma
melhoria na eficiéncia de selecdo. Ultimamente, a identificacdo desses genes tem
sido realizada pelo desequilibrio de ligacdo (LD), calculado por meio da medida do r2
(quadrado das correlacbes entre as frequéncias alélicas dos loci) (HAYES, 2009).
Para a deteccdo dos QTL, os marcadores moleculares chamados polimorfismos de
base unica (SNP) estdo sendo os mais utilizados devido a facilidade de genotipagem

e por estarem presentes em todo o genoma (HAYES et al., 2006).

Nos ultimos anos, painéis de SNPs de 50k foram empregados em bovinos
para verificar associacfes de SNPs com caracteristicas reprodutivas. Sahana et al.
(2010) estudaram 11 caracteristicas reprodutivas em fémeas da raca Danish e
Swedish e relataram fortes associac6es de SNPs com caracteristicas de fertilidade.
Pryce et al. (2010) identificaram um suposto QTL para fertilidade (prenhez nos
primeiros 42 dias de acasalamento) ao utilizar haplotipos com mais de trés SNPs em
um estudo com animais da raca Holstein e Jersey. Zhang et al. (2010) relataram
associacoes entre varios SNPs e idade a puberdade em fémeas da raca Brahman,
assim como Hawken et al. (2011), que também observaram associacao entre SNPs
e intervalo de anestro pds-parto e ocorréncia de ovulacdo pés-parto antes do
desmame em animais da raca Brahman e Composto Tropical. Pausch et al. (2011),
com o mesmo painel de SNPs, encontraram QTL nos cromossomos 14 e 21 como
importantes regides que afetam a facilidade de parto e o crescimento em bovinos da
raca Simental. Fortes et al. (2012), utilizando parte dos dados de Hawken et al.
(2011), relataram a presenca de SNPs e regides cromossOmicas diretamente

associadas a idade a puberdade das fémeas e a circunferéncia escrotal.

Estudos de associagcdo ampla, utilizando painéis de alta densidade, ainda nao
sdo frequentemente utilizados em zebuinos. Desta forma, o presente trabalho foi

desenvolvido com o objetivo de identificar as regides do genoma bovino em
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desequilibrio de ligacao e verificar a presenca de marcadores genéticos associados
as caracteristicas idade ao primeiro parto e ocorréncia de prenhez precoce em

bovinos da raga Nelore.

2. Materiais e métodos

Foram utilizadas 1.400 amostras de pelo provenientes de fémeas da raca
Nelore pertencentes a Agropecuéaria Jacarezinho LTDA, nascidas na fazenda
Jacarezinho (Valparaiso - SP) e na fazenda Jacarezinho Nova Terra (Cotegipe -
BA). Estas fazendas integram o programa de melhoramento genético da Conexao
Delta G. Os objetivos principais na Agropecuaria sdo a venda de reprodutores
jovens e animais para abate, contando com um rebanho de mais de 35.000 cabecas
de gado.

A estacdo de monta para vacas tem inicio em torno da segunda quinzena do
més de novembro com duracdo de, aproximadamente, 70 dias. Para as novilhas de
14 a 16 meses de idade, realiza-se uma estacdo de monta antecipada, entre 0s
meses de fevereiro e abril, com duracdo de, aproximadamente, 60 dias. Todas as
novilhas sdo expostas a reproducédo independentemente do peso e da condi¢édo
corporal. Os sistemas de acasalamentos utilizados sdo inseminacéao artificial, monta
controlada e reprodutor multiplo, com relacdo touro:vaca de 1:50. As épocas de
nascimento dos bezerros concentram-se de agosto a outubro e de novembro a
janeiro, e o0s mesmos sdo mantidos com suas maes até os sete meses de idade, a
pasto. As novilhas sdo avaliadas quanto a prenhez por palpacdo retal,
aproximadamente, 60 dias ap0s o término da estacdo de monta antecipada.
Novilhas que ndo concebem na estacdo de monta antecipada s&o expostas
novamente a reproducao aos dois anos de idade. Os critérios de descarte de fémeas
no rebanho séo: falha reprodutiva até os dois anos de idade, falha da vaca em um
ano, baixa avaliacdo de desempenho de progénies e, uma pequena percentagem,
por problemas de sanidade.
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2.1 Consisténcias dos dados

Para a estimacdo dos efeitos dos marcadores (SNP) por meio das
informagdes gendmicas e fenotipicas, selecionaram-se dos arquivos das fazendas
da Agropecuaria Jacarezinho LTDA, apenas as fémeas nascidas em 2007 e 2008,
com registros de desempenho e genealogia disponiveis. As informacdes de
desempenho fenotipico sao referentes as caracteristicas associadas a precocidade
sexual:

e Idade ao primeiro parto (IPP): definida como a idade da fémea no momento

do primeiro parto.

e QOcorréncia de prenhez precoce (OP): definida como sucesso (2), para a
novilha que concebeu e pariu com menos de 31 meses de idade, ou
fracasso (1) para aguela que nao pariu ou que pariu com mais de 31 meses
de idade, ap6s monta em torno de 14-16 meses de idade.

Para a consisténcia dos dados fenotipicos, foram formados 13 grupos de
contemporaneas (GC) com numero de animais por grupo variando de 8 a 193 e
média de 90 animais por GC, tanto para idade ao primeiro parto, quanto para
ocorréncia de prenhez. Os GC foram constituidos por: fazenda, ano e quinzena de
nascimento. Para IPP, foram excluidos registros que estavam fora dos intervalos
dados pela média do GC mais ou menos trés desvios-padrao (DP) e para OP, foram
excluidos GC sem variabilidade genética. Dessa forma, um total de 1.202 fémeas
foram genotipadas.

O DNA foi extraido de foliculos pilosos da vassoura da cauda dos animais
pelo método Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico. A quantificacdo e verificacdo da
pureza do DNA extraido foram realizadas utilizando-se o espectrofotometro
NanoDrop™ 1000. O grau de pureza foi determinado pela relacdo de absorbancia
260/280 (HELD, 2008), referente a verificacdo da contaminacdo por proteinas e
fendis e outros contaminantes. A concentracdo de DNA, sem diluicdo, variou de
60,98 a 1.630,57 ng/pl, com média de 250,11 ng/pl. Os valores da relacdo de
absorbancia estavam dentro do limite de qualidade (1,8 a 2,2), demonstrando a

pureza do DNA.
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A genotipagem foi realizada utilizando-se o painel BovineHD BeadChip de alta
densidade (777.962 SNPs), segundo o protocolo da lllumina - Infinium® Il Assay
Multi-Sample, com o aparelho HiScan™SQ System. A consisténcia dos dados
gendmicos foi realizada através do programa GenomeStudio, também utilizado para
gerar os arquivos com as informacoes de cada SNP para cada animal. Foram
considerados todos o0s 29 autossomos bovinos (BTA) e os gendétipos foram definidos
como AA e BB (homozigotos), AB (heterozigotos) e NA (n&o identificados).

Varios critérios de exclusdo de SNPs foram utilizados. A Tabela 1 indica o

numero de SNPs que foram excluidos em cada passo do controle de qualidade.

Tabela 1. Numero de SNPs eliminados (N) de acordo com os critérios de exclusdo
no controle de qualidade da genotipagem pelo BovineHD BeadChip.

Critérios de exclusao N
MAF < 0,05 288.678
Heterozigose > 0,30 966
Call Freq < 0,93 16.907
Intensidade do cluster A/A_R: média > 0,30 6.546
Intensidade do cluster A/B_R: média > 0,30 4.730
Intensidade do cluster B/B_R: média > 0,30 113
Frequéncia A/B < 0,10 5.574
Cromossomos sexuais 21.709
Marcador sem posicao 824

A frequéncia do alelo menos comum (MAF) é dada pela frequéncia em que
este alelo ocorre em uma dada populacdo. Em estudos de associacao, é utilizado o
valor de MAF de 0,05 para que o LD né&o seja subestimado. SNPs com excesso de
heterozigose (> 0,30) e de homozigose (frequéncia A/B < 0,10) foram excluidos com
a finalidade de evitar possiveis erros de genotipagem. Call Freq e Call Rate sdo
medidas utilizadas para representar a eficiéncia da genotipagem de cada SNP e de
cada amostra, respectivamente. Sdo dadas pela porcentagem de SNPs com Escore
GenCall maior do que o limite estabelecido. Escore GenCall € uma medida de
confiancga, calculada para cada genotipo, utilizada para filtrar amostras ou SNPs com
mé& qualidade de genotipagem. Neste estudo, foi estabelecido o limite de
EscoreGenCall < 0,15. A média normalizada da intensidade (R) dos clusters foi

critério de exclusdo para avaliar a intensidade dos clusters homozigotos e
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heterozigotos. Também foram eliminados os SNPs presentes em cromossomos
sexuais e 0s SNPs sem posicao definida no cromossomo.

AplOs o controle de qualidade dos dados gendmicos, 431.885 (=55,51%)
SNPs foram utilizados para as andlises de associacdo. Do total de animais
genotipados, foram eliminados 20 animais por apresentarem Call Rate < 0,90. O
conjunto final dos dados foi composto por 1.182 fémeas, filhas de 1.150 vacas e 131
touros, sendo que 700 animais tinham pais conhecidos. A idade ao primeiro parto
variou de 748 a 1.253 dias e a média foi de 1.049 + 139,8 dias. A porcentagem de
fémeas precoces (Sucesso) e ndo precoces (Fracasso) foi de 29,31 e 70,69%,

respectivamente.
2.2 Desequilibrio de ligacéo

O Desequilibrio de Ligacéo (LD) entre dois SNPs foi calculado por meio das
medidas de r2 (HILL e ROBERTSON, 1968) como se segue:

. _ (freqAB* freqab- freqAb* freqaB)®
(fregA* freqa* freqB* fregb)

r

Em que, freq.A, freq.a, freq.B e freq.b sé@o as frequéncias dos alelos A, a, B e
b, respectivamente, e freq.AB, freq.ab, freq.aB e freq.Ab sdo as frequéncias dos
haplétipos Ab, ab, aB e Ab, respectivamente, na populacdo. Se os dois loci sao
independentes, a frequéncia esperada do genétipo AB (freq.AB) é calculada como o
produto entre freq.A e freq.B. Uma freq.AB maior ou menor que o valor esperado
indica que esses dois loci em particular tendem a segregar juntos e estdo em
desequilibrio de ligacéao.

As informacgOes de genealogia foram utilizadas para montar a matriz de
parentesco e a medida de LD (r?) foi calculada para todos os pares de marcadores
SNPs de cada cromossomo por meio do programa SnppldHD (SARGOLZAEI, M.,
University of Guelph, Canada).



23

2.3 Andlises de associacéao

As andlises de associacdo foram realizadas por meio do programa SAS
(Statistical Analysis System, verséo 9.2). Para a caracteristica IPP, assumiu-se uma
distribuicdo normal e um modelo linear. Para a estimativa da significancia das
associacgoes e do efeito dos SNPs, foram utilizados o procedimento PROC MIXED e
0 teste estatistico F de Fisher-Snedecor. Para OP, assumiu-se uma distribuicao
binomial e um modelo néo linear. Para as andlises de associacdo, foram realizados
o procedimento PROC GENMOD e o teste estatistico Qui-quadrado.

Para estimativa da significancia das associacfes (p-valores) de ambas as
caracteristicas, os genétipos AA, AB e BB foram considerados 0, 1 e 2,
respectivamente, e o modelo de andlise incluiu o grupo de contemporaneo e 0s
SNPs como efeitos fixos classificatorios. Para a estimativa dos efeitos de
substituicdo alélica, foi utilizado o mesmo modelo considerando os SNPs como
covariavel. Para manter a taxa de erro ao nivel de 5%, foi aplicado o ajuste de
Bonferroni e o valor de significancia (p-valor) limite para associacdes significativas
correspondeu a valores menores que 1,16x10™.

O grafico quantil-quantil foi utilizado para avaliar a significancia geral dos
resultados estatisticos de associacdo gendmica e caracterizar como a distribuicdo
observada dos testes segue a distribuicdo esperada (hipétese nula: hipétese de que
ndo haja SNP associado a qualquer uma das caracteristicas). Os p-valores
observados para cada SNP foram transformados para -log;o(p-valores), sorteados
do maior para o menor e plotados em funcdo dos valores esperados de cada
distribuicdo. Os valores observados foram gerados através da funcdo “runif’ do
software R, que cria uma distribuicdo uniforme aleatoria e seus desvios.

Para observar os SNPs significativamente associados as caracteristicas em
estudo, foi gerado o grafico Manhattan, onde o -logio(p-valores) foi plotado em
funcdo da posicéo dos SNPs de cada cromossomo. SNPs fortemente associados as
caracteristicas apresentam p-valores pequenos e, consequentemente, Sseus

respectivos -log;o seréo elevados.
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A taxa de falso positivo (FDR) foi estimada pela equacgéo abaixo (BENJAMINI
e HOCHBERG, 1995):

FpR= "
Kk

Em que, n € o numero total de SNPs incluidos na analise de associagéo, P é
o nivel de significancia (a) utilizado e k € o numero de SNPs significativamente

associados a caracteristica, aguele nivel (a) empregado.
2.4 Regides de QTL

Uma determinada regido de um cromossomo pode ser definida como QTL
guando apresentar muitos SNPs significativamente associados a uma ou mais
caracteristicas (SAHANA et al., 2010). Para determinar as possiveis regides de QTL
nesse estudo, um critério subjetivo foi utilizado com base nos picos de SNPs
significativos observados nos graficos Manhattan. Foi considerada como uma
possivel regido de QTL aquela que apresentou SNPs significativos (valores de
-logio(p) maiores que 3,5) concentrados em uma especifica posicdo do cromossomo.
SNPs significativos isolados em uma determinada regido do cromossomo foram

excluidos da definicdo de QTL devido ao risco de serem falsos positivos.
3. Resultados e discusséao
3.1 Desequilibrio de ligacéo

O numero total de marcadores utilizados para a andlise de LD (431.885)
abrangeu 115,511.954 Mb do genoma, com uma distancia média entre marcadores
de 4,8 + 2,9 kb. Um total de 8.732.131 pares de SNPs sintéticos (combinacdo de
pares de SNPs em um mesmo cromossomo) foram analisados para todos os
autossomos. Os cromossomos apresentaram tamanhos diferentes, sendo o BTA25
0 menor (42,8 Mb) e 0o BTAL, o maior (158,2 Mb) cromossomo (Tabela 2).
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Tabela 2. Descrigdo estatistica dos dados por cromossomo.

gTa  ‘Tamanho 2SNP sDistancia média “Média r2 SMedianarz | Média MAF
(Mb) (n) + DP (kb) + DP + DP
1 158,2 27.129 49+2,9 0,13 0,23 0,017 0,25+ 0,13
2 136,8 22.898 49+29 0,19 + 0,25 0,077 0,25+ 0,13
3 121,4 22.023 49+29 0,20 + 0,25 0,085 0,25+ 0,13
4 120,6 19.723 49+29 0,19 + 0,25 0,074 0,25+ 0,13
5 121,1 19.353 49+29 0,21+ 0,27 0,093 0,26 + 0,13
6 119,4 22.784 49+29 0,20 + 0,25 0,086 0,26 + 0,13
7 112,6 19.537 49+29 0,20 + 0,26 0,081 0,25+ 0,13
8 113,3 21.406 50+2,9 0,21+ 0,26 0,102 0,26 + 0,13
9 105,6 19.848 49+2,9 0,20 + 0,26 0,083 0,26 + 0,13
10 104,3 16.711 48+2,9 0,18 + 0,25 0,065 0,25+ 0,13
11 107,2 17.809 48+2,9 0,19 0,26 0,071 0,25+ 0,13
12 91,1 14.866 49+29 0,19 + 0,25 0,076 0,25+ 0,13
13 84,2 13.824 5029 0,20 + 0,25 0,085 0,25+ 0,13
14 83,9 16.198 5029 0,19 + 0,24 0,081 0,26 + 0,13
15 85,2 14.238 49+29 0,19 + 0,25 0,073 0,25+ 0,13
16 81,7 14.242 49+29 0,24+ 0,18 0,077 0,25+ 0,13
17 75,1 14.014 49+29 0,20 0,26 0,072 0,24+ 0,13
18 65,9 11.125 48+2,9 0,16 + 0,23 0,055 0,25+ 0,13
19 64,0 9.689 49+29 0,21+ 0,26 0,090 0,24+ 0,13
20 71,9 12.240 48+2,9 0,18 + 0,25 0,069 0,25+ 0,13
21 71,6 12.356 49+29 0,18 + 0,24 0,068 0,25+ 0,13
22 61,3 10.100 48+29 0,17 £ 0,24 0,067 0,25+ 0,13
23 52,5 9.054 49+2,9 0,17 + 0,24 0,061 0,26 + 0,13
24 62,3 10.899 49+29 0,17 + 0,24 0,060 0,25 0,13
25 42,8 7.315 49+29 0,17 + 0,23 0,063 0,24+ 0,13
26 51,6 9.219 4,8+2,9 0,16 + 0,23 0,062 0,24+ 0,13
27 45,4 7.651 49+29 0,10 £ 0,18 0,024 0,25 0,13
28 46,2 7.547 48+2,9 0,03 0,08 0,004 0,26 + 0,13
29 51,2 8.087 49+29 0,003 + 0,02 0,001 0,24+ 0,13

" Tamanho dos cromossomos; 2 Nimero de SNPs analisados por cromossomo; 3Distancia média entre SNPs
analisados; “*Medidas de desequilibrio de ligagédo(r? por cromossomo; ®Média de MAF por cromossomo; SNP:
Polimorfismo de base Unica; MAF: Frequéncia do alelo menos comum; DP: Desvio-padrao.

A média de r? para todos os autossomos foi de 0,18 (Tabela 3), com
amplitude de 0,003 a 0,24. Amplitude superior de LD para a ra¢ca Nelore (minimo de
0,06 e maximo de 0,69), foi descrita por McKay et al. (2007), utilizando 2.670
marcadores SNPs. Silva et al. (2010) encontraram valor médio de LD (r2 = 0,21)
préximo ao descrito neste estudo, empregando um chip de 50k e touros da raca Gir.

Foram encontrados poucos trabalhos sobre LD em Bos indicus. Segundo a
literatura, em geral, os valores de r? para animais taurinos Sao superiores aos
encontrados para zebuinos. McKay et al. (2007) descreveram valor médio de r2 para
animais Bos indicus e Bos taurus de 0,37 e 0,56, respectivamente. Segundo esses
autores, isto acontece devido a relacdo inversa existente entre o tamanho da
populacao e o LD. Animais Bos taurus tiveram sua populacdo muito reduzida apos a

domesticacdo (GODDARD et al., 2009) e ap0s o intenso processo de selecéo
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aplicada sobre algumas racas. Sargolzaei et al. (2008), utilizando um chip de 10k
para genotipagem de animais da raca Holstein, encontraram média de r2 superior a
do presente trabalho (0,31). Por meio do chip de 50k, Lu et al. (2012) descreveram
valores médios de r2 (para distancias de até 30 kb), superiores em Bos taurus (0,29
e 0,22 para Angus e Charolés, respectivamente), mas similares ao do presente
estudo para cruzados (0,21).

O valor médio de MAF, considerando todos os autossomos estudados, foi de
0,25 = 0,13. Resultado similar foi relatado por Khatkar et al. (2008), que descreveram
o valor médio de 0,286 + 0,0013 para MAF em animais da raca Holstein-Friesian. O
valor de MAF encontrado no presente trabalho foi comparavel aos observados por
Matukumalli et al. (2009) para animais de racas taurinas como Charolés (0,26),
Holstein (0,26) e Angus (0,25) e superior aos descritos por estes autores para
zebuinos, como Brahman (0,18), Gir (0,19) e Nelore (0,19). Esta superioridade pode
ser devido ao fato de esses autores terem utilizado um chip de 50k que contém
menor quantidade de SNP significativos para zebu que o de 770k.

Uma alta porcentagem de SNPs (58%) apresentou MAF maior que 0,2 (Figura
1), apontando que o efeito dos baixos valores de MAF ndo deve influenciar as
medidas de LD. Os cromossomos BTA2, BTA7, BTAl1l, BTA12, BTAl7, BTA25,
BTA26 e BTA29 apresentaram alta proporcdo de SNPs com MAF < 0,10 enquanto
os cromossomos BTAL, BTA5, BTA6, BTA8, BTA9, BTA23 e BTA28 apresentaram
baixa proporgao.

A fim de verificar o declinio dos valores de LD a medida que a distancia fisica
entre os marcadores aumentou, os SNPs foram classificados em intervalos de
distancia. Com isso, um valor médio de r2 foi estimado para cada classe de distancia
em cada autossomo (Figura 2) e para o genoma inteiro (Tabela 3).
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Como esperado, houve uma reducao dos valores de LD com o aumento da
distancia fisica entre os marcadores (Figura 2). Moderados niveis de r2 (0,21 a 0,35)
foram observados a distancias menores que 30 kb. Quando a distancia entre os
marcadores aumentou de 30 para 100 kb, os valores de r2 diminuiram (0,12 a 0,18).
Isso pode ser explicado pelo fato de que a taxa de recombinagdo em curtas
distancias é menor e, dessa forma, maiores niveis de LD sdo encontrados. Os
resultados encontrados sao similares aos relatados por McKay et al. (2007), que
descreveram niveis de r2 variando de 0,15 a 0,20 a uma distancia de 100 kb. A
diminuicdo do LD com o aumento da distancia entre os marcadores também foi
observada por De Roos et al. (2008) para animais de varias racas (Holstein-Friesian,
Jersey e Angus), com o r? decrescendo de valores entre 0,22 a 0,35 (distancias de
até 40 kb), até valores entre 0,14 a 0,16 (distancias de 80 a 100 kb). O mesmo
ocorreu nos estudos de Lu et al. (2012), em que o valor médio de LD diminuiu de
0,29 para 0,19 (Angus), de 0,22 para 0,12 (Charolés) e de 0,21 para 0,11 (animais
cruzados) quando a distancia aumentou de 0 - 30 kb para 70 - 100 kb.
Diferentemente do presente estudo, alto LD (r2 = 0,58) foi descrito por Sargolzaei et
al. (2008) para distancias entre SNPs de até 100 kb, em animais da raga Holstein.
Apenas em distancias de 100 kb a 1 Mb, os autores observaram uma diminui¢cdo no
LD (r2=0,15 a 0,02).

Tabela 3. Medidas de desequilibrio de ligacao (r?) por intervalos de distancias.

Distancia (kb) Média r2 + DP Mediana r2
0-1 0,35+0,34 0,22
1-2 0,34+£0,31 0,20
2_3 0,32+ 0,30 0,19
3-4 0,31+ 0,30 0,18
4-5 0,30+ 0,29 0,16
5-10 0,28 £ 0,28 0,14

10 — 20 0,24 £ 0,26 0,11
20— 30 0,21 £ 0,25 0,09
30 — 40 0,18 £ 0,23 0,07
40 — 50 0,17 £ 0,22 0,06
50 — 60 0,15+0,21 0,06
60 — 70 0,14 £ 0,20 0,06
70 — 80 0,13+ 0,20 0,05
80 — 90 0,13 +0,19 0,04
90 — 100 0,12+ 0,19 0,04

DP: Desvio-padréo.
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3.2 Estudos de Associacao

A distribuicdo dos p-valores obtidos para todos os SNPs, nas analises de
associacado de ambas as caracteristicas, foi examinada através do grafico quantil-
guantil (Grafico Q-Q). Os p-valores observados correspondem com 0s p-valores
esperados na faixa inicial da reta (Figuras 3 e 4), regido em gue ndo se rejeita a
hipotese de nulidade (baixos p-valores). A partir de -logio(p-valor) esperado igual a
aproximadamente 1,8 para IPP e 1,0 para OP, rejeita-se a hipétese de nulidade, ou
seja, rejeita-se a hipotese de que ndo haja SNP associado a caracteristica. O grafico
demonstra que muitos p-valores observados foram mais significativos que os

esperados sobre a hip6tese nula para IPP e para OP.

15

Observado -logs(p - valor)

Esperado —logq(p —valor)

Figura 3. Grafico Q-Q comparando valores observados e esperados -log;o(p-valores)
para idade ao primeiro parto.
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15

Observado -logs(p — valor)

Esperado —logq(p —valor)

Figura 4. Grafico Q-Q comparando valores observados e esperados de -log;o(p-
valores) para ocorréncia de prenhez precoce.

Foram detectados SNPs significativos em todos os cromossomos ao nivel de
5 1 e 0,1% de significancia para IPP e OP (Tabela 4). O numero de SNPs
significativos a 5% representa aproximadamente 8,3% (IPP) e 10,2% (OP) do total
de SNPs utilizados nas analises de associacdo. Resultado préximo (6,8%) foi
descrito por Zhang et al. (2010) ao analisar idade a puberdade em animais da raca
Brahman (p<0,05) utilizando o Bovine SNP50 BeadChip. Com esse mesmo chip,
Fortes et al. (2011) constataram que 5,8% (Composto Tropical) e 6,7% (Brahman)
dos SNPs foram significativos (p<0,05) para 22 caracteristicas, incluindo idade a

puberdade.

Tabela 4. Numero de SNPs (N) significativos, média dos p-valores (entre
parénteses) e taxa de falso positivo (FDR), em trés niveis de significancia

().

Significancia (a) IPP OP
N FDR (%) N FDR (%)
5% 35.750 (0,022) 60 43.926 (0,021) 29
1% 9.594 (0,004) 45 12.951 (0,004) 33
0,1% 1.630 (0,0004) 27 2.349 (0,0004) 18

IPP: Idade ao primeiro parto; OP: Ocorréncia de prenhez precoce; FDR: Taxa de falso positivo.
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A percentagem de falsos positivos foi maior para IPP que para OP. Valores
superiores de FDR foram descritos por Pryce et al. (2010) para prenhez nos
primeiros 42 dias de acasalamento (FDR = 53%), em animais da raca Holstein, ao
nivel de significancia de 0,1%. A este mesmo nivel, Hawken et al. (2011)
descreveram valor muito proximo de FDR para idade a puberdade (FDR = 26%) em
animais Brahman.

Um grande numero de SNPs significativos foi observado em especificas
regides de alguns cromossomos, indicando potenciais regides de QTL para as
caracteristicas IPP e OP. Para a caracteristica idade ao primeiro parto (Figura 5), 18
cromossomos apresentaram picos de SNPs significativos (BTA2, BTA3, BTA4,
BTA5, BTA6, BTA8, BTAL10, BTA11, BTA16, BTA17, BTA19, BTA20, BTA21, BTA23,
BTA24, BTA25 e BTA26), segundo o critério subjetivo utilizado para detecc¢do de
potenciais regides de QTL. Os picos mais evidentes, que podem indicar potenciais
QTL, foram os encontrados nos cromossomos BTA4 (entre 21,1 a 21,4 Mb), BTAL17
com dois picos (entre 19,1 a 25,6 Mb e entre 58,3 a 67,9 Mb) e BTA19 (entre 58,7 a
61,7 Mb).

Para ocorréncia de prenhez precoce (Figura 6), 18 cromossomos também
apresentaram picos de SNPs significativos (BTA2, BTA3, BTA4, BTA5, BTA6, BTAS,
BTA9, BTA10, BTAll, BTAl4, BTAl16, BTA17, BTA19, BTA20, BTA23, BTA24,
BTA25 e BTA26), segundo o mesmo critério subjetivo utilizado. Dentre eles, os
SNPs mais evidentes encontraram-se nos cromossomos BTA6 (entre 86,4 a 89,4 Mb
e entre 99,8 a 108,8 Mb), BTA8 (entre 57,7 a 58,4 Mb e entre 104,0 a 105,8 Mb) e
BTA 17 com dois picos (entre 19,1 a 25,6 Mb e entre 65,7 a 71,8 Mb) e no
cromossomo BTA19 (entre 58,7 a 61,7 Mb).

Os cromossomos BTA17 e BTA19 apresentaram picos evidentes tanto para
IPP quanto para OP e, desta forma, ha indicios de que estejam associados a um
mesmo QTL ou gene ligado a caracteristicas reprodutivas. Schulman et al. (2008),
em animais da raca Finnish Ayrshire, também relataram um QTL no cromossomo 19
associado a caracteristica tratamentos para fertilidade, que inclui informacdes sobre
tratamentos realizados por um veterinario no prazo de 150 dias ap0s o parto e
informagdes sobre abates devido a problemas de fertilidade. Sahana et al. (2011)

mencionaram SNPs no cromossomo BTA19 (25,32 a 41,98 Mb) significativamente
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associados a facilidade de parto e sobrevivéncia do bezerro em animais Danish and
Swedish Holstein. Recentemente, Oikonomou et al. (2011) encontraram uma
potencial (p = 0.077) associacdo entre um polimorfismo no gene STAT5A localizado
no cromossomo BTA19 (43,03 a 43,05 Mb) e idade ao primeiro parto, em animais da
raca Holstein. Segundo Khatib et al. (2009), o polimorfismo SNP12195 no éxon 8 do
gene STATS5A esta associado a taxa de fertilizacdo e sobrevivéncia embrionaria in

vitro.
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Os cromossomos com possiveis regides de QTL relatados nesse estudo
estdo de acordo com outros resultados encontrados na literatura. Picos de SNPs
significativos foram observados nos cromossomos BTA2 e BTA6 tanto para IPP
como para OP e no cromossomo BTA14 para OP, indicando possiveis regides de
QTL. Ashwell et al. (2004) também descreveram os cromossomos BTA6 e BTA14
como possiveis portadores de QTL relacionados a taxa de prenhez em animais da
raca Holstein. Para essa mesma raca, Daetwyler et al. (2008) identificaram QTL nos
cromossomos BTA2 associado ao intervalo do parto ao primeiro servico e no
cromossomo BTA14 associado a idade ao primeiro servico. Assim como observado
no presente estudo, Olsen et al. (2009) mencionaram QTL no cromossomo BTA6
afetando ocorréncia de distocia e natimortos, em animais da raca Swedish e
Norwegian. Da mesma forma, Sahana et al. (2010) também encontraram QTL em
cromossomos semelhantes, entre tantos outros, em animais Danish e Swedish
Holstein. Os autores relataram uma regido de QTL no cromossomo BTA4 (88.1 a
94.0 Mb), no cromossomo BTAG6 (87.9 a 90.0 Mb) e no cromossomo BTA21 (14.9 a
16.1 Mb) ligadas a um indice de fertilidade e as caracteristicas numero de
inseminacao em vacas, intervalo da primeira a Gltima inseminacao, intervalo do parto
a primeira inseminacdo. Em um estudo posterior, utilizando esta mesma raca e 14
caracteristicas ligadas ao parto, Sahana et al. (2011) detectaram QTL nos mesmos
cromossomos ciados por ngs, entre eles: o cromossomos BTA4 (43,48 a 48,78 Mb),
BTA6 (115,10 a 119,03 Mb), BTA19 (25,32 a 41,98 Mb) e BTA20 (43,75 a 47,53
Mb). Schulman et al. (2011) também encontraram QTL nos cromossomos BTA2,
BTA4 e BTA20 para taxa de ndo retorno a segunda inseminacdo e numero de dias
do parto a seguinte prenhez, para animais da raca Finnish Ayrshire. Da mesma
forma que uma possivel regido de QTL foi observada no cromossomo BTA21 para
IPP no presente estudo, Pausch et al. (2011) identificaram trés SNPs em alto
desequilibrio de ligacdo, definindo uma regido de QTL para a caracteristica
facilidade de parto em animais Fleckvieh, no cromossomo BTA21 (2.15 a 2.39 Mb).

Ap6s a correcdo de Bonferroni (p-valor limite = 1,16x10), sete cromossomos
(Figuras 3 e 4) apresentaram SNPs significativamente associados as caracteristicas
IPP (7 SNPs) e OP (4 SNPs) (Tabela 5). As frequéncias desses polimorfismos estao
presentes na Tabela 6.
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Tabela 5. SNPs significativamente associados a idade ao primeiro parto e ocorréncia
de prenhez precoce, apés correcéo de Bonferroni (p-valor = 1,16 x 107).

Caracteristica SNP Cromossomo Posicéo (pb) p-valor

IPP BovineHD0100003126 1 9816619 4,27 x 108
BovineHD0400002732 4 8853684 3,2x10°
BovineHD0600002088 6 8937501 5,75 x 10®
BovineHD1100017335 11 60860824 8,97 x 107
BovineHD1700018953 17 65795029 1,06 x 10”7
BovineHD2100019377 21 66082472 4,28 x 10®
BovineHD2200012994 22 44861196 3,58 x 10

OoP BovineHD0100003126 1 9816619 3,45x 107
BovineHD2100011237 21 38863958 1,3x10°
BovineHD2100019377 21 66082472 3,17 x 108
BovineHD2200012994 22 44861196 1,93 x 10°

SNP: Polimorfismo de base Unica; Posicao: posicdo do SNP no cromossomo.

Tabela 6. Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs significativamente
associados a idade ao primeiro parto e ocorréncia de prenhez precoce,
apos corregao de Bonferroni (p-valor = 1,16 x 107).

g Freq Freq Freq Freq Freq
Caracteristica SNP Cromossomo (AA) (AB) (BB) (A) (B)
IPP BovineHD0100003126 1 0,14 047 039 037 0,63
BovineHD0400002732 4 001 022 077 012 0,88
BovineHD0600002088 6 058 038 004 0,77 0,23
BovineHD1100017335 11 004 030 066 019 081
BovineHD1700018953 17 026 047 027 049 051
BovineHD2100019377 21 0,16 049 035 040 0,60
BovineHD2200012994 22 001 022 0,77 012 0,88

OoP BovineHD0100003126 1 0,14 047 039 037 0,63
BovineHD2100011237 21 03 051 014 061 0,39
BovineHD2100019377 21 0,16 049 035 040 0,60
BovineHD2200012994 22 001 022 077 012 0,88

SNP: Polimorfismo de base Unica; Freq(AA): Frequéncia do gendtipo AA; Freq(AB): Frequéncia do gendtipo AB;
Freq(BB): Frequéncia do genétipo BB; Freq(A): Frequéncia do alelo A; Freq(B): Frequéncia do alelo B.

Trés SNPs, localizados nos cromossomos BTAL, BTA21 e BTA22 (Figuras 5

e 6), influenciaram significativamente ambas as caracteristicas. O cromossomo

BTA21 apresentou dois SNPs relacionados a ocorréncia de prenhez precoce. O

maior nivel de significAncia detectado, para as duas caracteristicas, (p-valor = 4,27 x

108 para IPP e p-valor = 3,45 x 10" OP) ocorreu com o mesmo SNP
(BovineHD0100003126), situado no cromossomo BTAL.
Com base no Map Viewer - Build 6.1 (NCBI, 2013) para bovinos, foram

encontrados varios genes proximos aos SNPs significativos ao nivel de Bonferroni
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para IPP e OP (Tabela 7). A distancia esta determinada em pares de bases do SNP
até o inicio ou do SNP até o final do gene, de acordo com a posi¢céo do polimorfismo
no cromossomo. Distancia igual a zero indica que o SNP estéa localizado dentro da

regido do gene.

Tabela 7. Genes mais préximos aos SNPs significativamente associados a idade ao
primeiro parto e ocorréncia de prenhez, apdés corre¢cdo de Bonferroni (p-
valor = 1,16 x 107).

Caracteristica SNP Cromossomo Posigao Gene Distancia
(pb) (pb)
IPP BovineHD0100003126 1 9816619 APP 0
BovineHD0400002732 4 8853684 LOC100140224 8642
BovineHD0600002088 6 8937501 LOC526064 112370
BovineHD1100017335 11 60860824 TMEM17 73913
BovineHD1700018953 17 65795029 LOC100848089 54197
BovineHD2100019377 21 66082472 SETD3 0
BovineHD2200012994 22 44861196 ARHGEF3 0
oP BovineHD0100003126 1 9816619 APP 0
BovineHD2100011237 21 38863958 LOC785745 587632
BovineHD2100019377 21 66082472 SETD3 0
BovineHD2200012994 22 44861196 ARHGEF3 0

SNP: Polimorfismo de base Unica; Posi¢do: posi¢do no SNP no cromossomo; Distancia: distancia entre gene e
SNP.

O SNP BovineHD0100003126 do cromossomo 1 esta localizado no gene APP
(9,60 a 9,92 Mb), responsavel pela formacéo da proteina precursora amildide, que
apos sofrer clivagem, produz o peptideo beta amiléide (A4). Em humanos, a proteina
APP e seus peptideos estdo relacionados com a doenca de Alzheimer (FRIDMAN et
al., 2004). Segundo The Gene Ontology Consortium, o gene APP também esta
associado ao metabolismo do colesterol (precursor de horménios esteroides da
reproducdo) e ao acasalamento reprodutivo, resultando na fecundagéo e formacgéao
de zigotos. O gene TMEM17 (60,93 a 60,94 Mb), localizado no cromossomo 11,
codifica uma proteina transmembrana. O SNP significativo do cromossomo 21 esta
localizado no gene SETD3 (66,06 a 66,12 Mb), altamente expresso em tecidos
musculares e responsavel por ativar a transcricdo de genes relacionados com o
musculo, induzindo a diferenciacdo celular (EOM et al., 2011). No cromossomo 22,
h& evidéncias que o gene ARHGEF3 (44,56 a 44,88 Mb) tenha fun¢éo na regulacéo
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da absor¢cdo de ferro e na maturacdo do eritrocito (SERBANOVIC-CANIC et al.,
2011).

Os resultados obtidos nesse estudo em relacdo a localizacdo dos SNPs
significativos nos cromossomos BTA1l, BTA4, BTA6, BTAll, BTAl7, BTA21 e
BTA22, sdo semelhantes aos de varios trabalhos publicados na literatura
envolvendo associagfes entre SNPs e caracteristicas ligadas a fertilidade. Sahana
et al. (2010) também encontraram SNPs afetando caracteristicas de fertilidade nos
cromossomos BTAL (4 SNPs — 72,07 a 148,76 Mb), BTA4 (3 SNPs — 36,81 a 90,41
Mb), BTA6 (1 SNP — 89,77 Mb), BTA21 (1 SNP1 — 15,64 Mb) e BTA22 (1 SNP -
24,99 Mb), entre outros, em fémeas da raca Danish e Swedish. Os SNPs estavam
associados ao indice de fertilidade para prenhez, ao intervalo da primeira a ultima
inseminacdo em vacas, a0 humero de inseminagdo por concepgao em vacas e ao
intervalo de parto a primeira inseminag¢do. Do mesmo modo, Schulman et al. (2011)
relataram um SNP significativo no cromossomo BTAL (88,06 Mb) e no cromossomo
BTA4 (34,90 Mb), associados, respectivamente, as caracteristicas numero de
inseminacao e taxa de nédo retorno ao parto, em novilhas da raga Finnish Ayrshire.
Pausch et al. (2011) descreveram trés SNPs significativos para facilidade de parto
em fémeas da raca Fleckvieh no cromossomo BTA21 (2,15 a 2,38 Mb). Da mesma
forma, Hawken et al. (2011) encontraram SNPs significativos nos cromossomos
BTA6 e BTA21 para intervalo de anestro pés-parto € nos cromossomos BTAGB,
BTAL17 e BTA21 para a primeira ovulagdo pos-parto antes do desmame, em animais
da raca Brahman. Em contrapartida, os resultados do presente trabalho diferem dos
relatados por Fortes et al. (2012) ao realizarem um estudo com parte dos dados de
Hawken et al. (2011). Apenas o0 cromossomo BTA14 apresentou SNPs
significativamente associados a idade a puberdade em novilhas Brahman (134
SNPs) e idade do touro a uma circunferéncia escrotal de 26 cm (146 SNPs).

O efeito de substituicdo do alelo A pelo alelo B dos SNPs significativos
(Tabela 8) pode estar superestimado devido ao fato de as analises terem sido
realizadas considerando um SNP de cada vez e os efeitos de poligenes nao terem
sido incluidos no modelo. Além disso, as estimativas dos efeitos podem estar

influenciadas pela distribuicdo das frequéncias alélicas.
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Tabela 8. Efeito de substituicdo alélica (alelo A para alelo B) dos SNPs
significativamente associados a idade ao primeiro parto e ocorréncia de
prenhez precoce, apés correcdo de Bonferroni (p-valor = 1,16 x 107).

Caracteristica SNP Cromossomo  Efeito ErroN- Polimorfismo
padrao

IPP BovineHD0100003126 1 41,43 6,70 AlG
(dias) BovineHD0400002732 4 11,97 7,33 TIC
BovineHD0600002088 6 34,62 7,17 TIC
BovineHD1100017335 11 21,88 8,47 TIC
BovineHD1700018953 17 34,65 8,44 TIG
BovineHD2100019377 21 -19,00 521 AIG
BovineHD2200012994 22 25,75 5,24 A/C

OP BovineHD0100003126 1 -42 7 AIG
(%) BovineHD2100011237 21 -12 5 AlG
BovineHD2100019377 21 20 5 AlG
BovineHD2200012994 22 -27 5 A/C

SNP: Polimorfismo de base Unica; Efeito: Efeito de substituicdo do alelo A pelo alelo B; Polimorfismo:
Substituicdo do nucleotideo no SNP.

4. Conclusodes

O valor médio de desequilibrio de ligacao (r2 = 0,18) encontrado ao longo do
genoma dos animais de raca Nelore permite a realizacdo dos estudos de associacéo
genbmica. A medida de LD diminui com o aumento da distancia entre os
marcadores.

Dezenove cromossomos apresentaram potenciais regibes de QTL para as
caracteristicas idade ao primeiro parto e ocorréncia de prenhez precoce.

Sete e quatro SNPs foram significativamente associados as caracteristicas
idade ao primeiro parto e ocorréncia de prenhez precoce, respectivamente. Trés
desses SNPs, localizados em trés cromossomos diferentes, foram relacionados com

ambas as caracteristicas.
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