UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ESTRUTURA GENOMICA POPULACIONAL DE BOVINOS
LEITEIROS GIR

Tassia Souza Bertipaglia

Zootecnista

2017



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ESTRUTURA GENOMICA POPULACIONAL DE BOVINOS
LEITEIROS GIR

Tassia Souza Bertipaglia

Orientadora: Profa. Dra. Vera Fernanda Martins Hossepian de Lima
Coorientadores: Prof. Dr. Danisio Prado Munari

Dr. Rodrigo Pelicioni Savegnago

Dr. Marcos Vinicius Gualberto Barbosa da Silva

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para
a obtencéo do titulo de Doutor em Genética
e Melhoramento Animal.

2017



Bertipaglia, Tassia Souza
B544e Estrutura genémica populacional de bovinos leiteiros Gir / Tassia
Souza Bertipaglia. — — Jaboticabal, 2017
v,69p.:il.;29cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinéarias, 2017

Orientadora: Vera Fernanda Martins Hossepian de Lima

Coorientadores: Danisio Prado Munari, Rodrigo Pelicioni
Savegnago, Marcos Vinicius Gualberto Barbosa da Silva

Banca examinadora: Lenira El Faro, Joslaine Noely dos Santos
Gongalves Cyrillo, Ricardo da Fonseca, Jodo Ademir de Oliveira

Bibliografia

1. Andlise multivariada. 2. Bos taurus indicus. 3. Bovino de leite. 4.
Linhagens. 5. Painéis de SNP. 6. Variabilidade genética I. Titulo. II.
Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 636.082:636.2

Ficha catalogréfica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informagdo —
Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: ESTRUTURA GENOMICA POPULACIONAL DE BOVINOS LEITEIROS GIR

AUTORA: TASSIA SOUZA BERTIPAGLIA

ORIENTADORA: VERA FERNANDA MARTINS HOSSEPIAN DE LIMA
COORIENTADOR: MARCOS VINICIUS GUALBERTO BARBOSA DA SILVA
COORIENTADOR: DANISIO PRADO MUNARI

COORIENTADOR: RODRIGO PELICIONI SAVEGNAGO

Aprovada como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de Doutora em GENETICA E
MELHORAMENTO ANIMAL, pela Comissao Examinadora:

Pés-doutorando RODRIGO PELICIONI SAVEGNAGO
Departamento de Ciéncias Exatas / FCAV / UNESP - Jaboticabal

PR =

Pesquisador( Dra. LEN|RA EL FARO
Instituto de Zootecnia / Sertaozinho/{SP

Pesquisadc/w
Instituto

Prof. Dr. RICARDO DA FONSECA
Departamento de Zootecnia / FCAT / UNESP - Dracena

- W S
L, N /

Prof. Dr. JOAO ADEMIR DE OLIVEIRA
Departamento de Ciéncias Exatas / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 08 de maio de 2017

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
VIA DE ACESSO PROF. PAULO DONATO CASTELLANE, KM 5, 14884900, Jaboticabal - Sao Paulo
http://www.fcav.unesp.br/g ogramas/gmanifindex.phpCNPJ: 48.031.918/0012-87.




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

TASSIA SOUZA BERTIPAGLIA, nascida em Tupi Paulista — SP em 11 de
agosto de 1986, filha de José Alipio Bertipaglia e Rosani Maria de Souza
Bertipaglia. Iniciou o curso de Zootecnia em agosto de 2006 na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FCAT/Unesp), Dracena — SP, e obteve
o titulo de bacharel em Zootecnia em julho de 2011. Em agosto de 2011, ingressou
no curso de mestrado do programa de Pdés-Graduacdo em Genética e
Melhoramento Animal na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV/UNESP), Jaboticabal - SP, sob orientacdo do professor Dr. Ricardo da
Fonseca, tornando-se mestre em julho de 2013. Em agosto de 2013, ingressou no
curso de doutorado do programa de Pés-Graduacdo em Genética e Melhoramento
Animal na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/ UNESP),
Jaboticabal - SP, sob orientacdo do professora Dra. Vera Fernanda Martins
Hossepian de Lima e coorientacdo do Prof. Dr. Danisio Prado Munari, Dr.
Rodrigo Pelicioni Savegnago e Dr. Marcos Vinicius Gualberto Barbosa da Silva.



“Nao é sobre ter todas as pessoas do mundo para si.

E sobre saber que em algum lugar alguém zela por ti.

E sobre cantar e poder escutar mais do que a propria voz.

E sobre dancar na chuva de vida que cai sobre nés.

E saber se sentir infinito num universo tdo vasto e bonito, é saber sonhar.
Entdo fazer valer a pena cada verso daguele poema sobre acreditar.

N&o é sobre chegar no topo do mundo e saber que venceu.

E sobre escalar e sentir que o caminho te fortaleceu.

E sobre ser abrigo e também ter morada em outros coragées.

E assim ter amigos contigo em todas as situacoes.

A gente ndo pode ter tudo, qual seria a graca do mundo se fosse assim?
Por isso eu prefiro sorrisos e 0s presentes que a vida trouxe para perto de mim.
N&o € sobre tudo que o seu dinheiro é capaz de comprar.

E sim sobre cada momento, sorriso a se compartilhar.

Também né&o é sobre correr contra o tempo para ter sempre mais.

Porque quando menos se espera, a vida ja ficou para tras!

Segura teu filho no colo, sorria e abraca os teus pais enquanto estao aqui.

Que a vida é trem bala, parceiro, e a gente é sO passageiro prestes a partir...”

Ana Vilela



Aos meus pais Joseé Alipio e Rosani,
A minha irm& Camila, cunhado Gustavo e sobrinhos Cecilia e Antonio,

Ao meu amor Fabio,
Pelo apoio, forga, amor e por me guiarem nos momentos de dificuldade.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida, por me proteger e me guiar em toda a caminhada.

Ao Fabio, meu amor, marido, amigo, que foi essencial para este trabalho,
pela ajuda, ensinamentos, paciéncia, companheirismo e por colaborar sempre que
precisei. Muito obrigada!

Aos meus familiares, avés, tios, primos, cunhadas, sogros, e amigos, da
graduacéao, da pos-graduacédo e demais amigos, que sempre torceram por mim.

Ao professor Dr. Danisio Prado Munari por me receber no seu grupo, pela
orientacdo, ensinamentos e confianga no meu trabalho. A professora Dra. Vera
Fernanda Martins Hossepian de Lima pela orientagdo e confianga. A0S
coorientadores Dr. Rodrigo Penilioni Savegnago e Dr. Marcos Vinicius Gualberto
Barbosa da Silva, pela coorientacdo e colaboracdo com o trabalho. Muito
obrigada.

Aos professores da pés-graduacdo Dr. Adhemar Sanches, Dr. Anibal
Eugénio Vercesi Filho, Dr. Danisio Prado Munari, Dr. Euclides Malheiros, Dr.
Fernando Sebastian Baldi Rey, Dr. Guilherme Rosa, Dr. Henrique Nunes de
Oliveira, Dr. Jodo Ademir de Oliveira, Dra. Lucia Galvdo de Albuquerque, Dr.
Ricardo da Fonseca, Dr. Roberto Carvalheiro e Dra. Sandra Aidar de Queiroz.
Obrigada pelos ensinamentos.

Aos membros da banca de qualificacédo e defesa, Dra. Lenira El Faro, Dra.
Joslaine Noely dos Santos Gongalves Cyrillo, Dr. Jodao Ademir de Oliveira, Dr.
Ricardo da Fonseca, Dr. Rodrigo Pelicioni Savegnago, Dra. Nedenia Stafuzza.
Obrigada por colaborarem com o meu trabalho. Em especial ao Dr. Jodo Ademir,
gue colaborou diretamente com este trabalho. Obrigada pela disponibilidade.

Ao pessoal do grupo EAGMA, Alejandro, Ana Paula, Guilherme Bio, Jaque,
Jorge, Leticia, Luara, Marcos, Natalia, Nedenia, Priscila, Rafael, Rebeka, Rodrigo,
Salvador e Tati. Obrigada pela ajuda e pela companhia nos momentos do café.

A UNESP, ao Programa de Po6s-graduacdo em Genética e Melhoramento
Animal, aos funcionarios da Unesp, aos queridos funcionarios do Departamento
de Ciéncias Exatas, a CAPES pela bolsa de estudos concedida.

A Embrapa CNPGL, principalmente ao Dr. Marcos Vinicius e Dr. Jodo
Claudio Panetto, e ABCGIL, por cederem os dados para as minhas analises e pela
disponibilidade em colaborar com o trabalho.

A todos vocés minha gratidao!



SUMARIO
Pagina
LISTA DE TABELAS ...t e ii
LISTA DE FIGURAS ..o ii
RESUMO ...t e et e e e et e e e et b e e e eaaa s v
AB S T R A T e ettt e et e e e e e e s Y
L INTRODUGAOD ..., 1
2 REVISAO DE LITERATURA ....oooiiieieeeeeeeeee ettt 2
2.1 Histéria da raga Gir N0 Brasil..............eeeeiiiiiiiiiiiieee e 2
2.2 Variabilidade genétiCa .........ccccceeiiiiiiiiiiiie e 4
2.3 Controle de qualidade dos genoOtipOS ........ccovvveviviiiiiiie e e, 5
2.4 Estrutura da POPUIAGAD ........coveeeeiiiiieiiiie e 11
2.5 Técnicas para analise de agrupamento ............couvviiiiiiieeeeeeeeiiice e 13
2.6 Andlises de componentes principais (PCA).........viieiiiieeiieeeeiee e 18
2.7 Parametros populacionais baseados em informacdes gendmicas......... 21
3 MATERIAL E METODOS ...ttt 28
3.1 DAd0S GENOMICOS.....cceeieeeeeeeeee e 28
3.2 Controle de qualidade ... 29
3.3 Analise dos dados geNOMICOS..........uueiiiiieeiiiiiiiiiieee e e e 30
4 RESULTADOS E DISCUSSAO......cuiiiiiiiiiiiiieeieee sttt 36
5 CONCLUSOES ...ttt 57
6 REFERENCIAS ......oouiiiiiiteieiee ettt ettt 58

7 APENDICES ..o, 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Analise descritiva dos marcadores com base nos cromossomos ....... 36
Tabela 2. Variancias das distancias genéticas dos individuos dos cluster 1, 2, 3 e
4 nos trés primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3) .....ccccovvvvevvveennns 39
Tabela 3. Média do desvio de parentesco gendémico dentro (diagonal) e entre
cluster (acima da diagonal) e desvio-padrdo (entre parénteses e abaixo da
IAGONA) . 51
Tabela 4. Média, mediana, desvio-padrdo (DP), coeficiente de variacdo (CV),
valores minimo e maximo de heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade
observada (Ho), coeficiente de endogamia e desequilibrio de ligacéo (LD) para a
[S10] o]0 ] F=To= To R XS] 11 o F= o £= RPN 52
Tabela 5. Probabilidade de individuos endogamicos (x) e coeficiente de
endogamia (e) de acordo com a Distribuicdo de Qui-Quadrado (Tabela IV)....... 53
Tabela 6. Desequilibrio de ligacdo (r?) entre pares de SNP (N) localizados em

diferentes diStancias (€M KD) .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiii 55



i
LISTA DE FIGURAS

Pagina

Figura 1. Eixos do componente principal (CP1) e secundario (CP2), perpendicular,
sendo a elipse @ denSIdAdE. ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiii 20
Figura 2. Etapas utilizadas para a analise de componentes principais............... 31
Figura 3. Determinacdo do numero 6timo de cluster obtidos pelos Métodos de
Ward (a), Elbow (b), pela minimizacdo da soma de quadrados, e Silhouette (c),
Pel0 MAIOr Grau € @JUSTE. .......uueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb 38
Figura 4. Dendograma da matriz de distancia genética de alelos compartilhados
colorido para 0s diferentes CIUSLEr. ...........oviuiiiii e 40
Figura 5. Projecdo dos individuos em 3D, considerando os trés primeiros
componentes principais (PC1, PC2, PC3) em duas faces, anterior (a) e esquerda
(b), coloridas para os diferentes cluster, e os touros mais influentes na variancia
dos componentes principais, ENUMETAAOS. ......coeeeeeiiveiiiiiiiie e eeeeeeeeien e e e e eeeaanns 41
Figura 6. Proporcdo das variancias dos dez primeiros componentes principais
(barras) e proporcao da variancia acumulada de todos os componentes principais
(INN@ CONEINUA). .ttt e e e e e eeeeeeas 43
Figura 7. Projecdo das distancias genéticas dos individuos nos dois primeiros
COMPONENES PIINCIPAIS. ...cceeeeeriiiiiieeeeeee e et iee e e e e e e e et e e e e e e eeeeaaa e e e eeeeeeennns 43
Figura 8. Projecdo das variancias das distancias genéticas dos individuos nos dois
primeiros componentes principais coloridos considerando a contribuicdo
10 AV 0 (U Y 44
Figura 9. Projecao dos individuos nos trés primeiros componentes principais em

3D considerando as diferentes fazendas, identificadas por diferentes coloracdes.

Figura 10. Projecdo dos vinte touros mais (a) e menos (b) influentes na variancia
dos dois primeiros componentes PriNCIPAIS. .......cuvuvieriiiiiiieiiiiie e e eeens 46
Figura 11. Matriz de parentesco genGmico entre os animais distribuidos em seus
LS o LSTo AV 0L o] 01 = RN 49
Figura 12. Distribuicdo das estimativas de parentesco gendmico dos animais nos
QIFErENTES CIUSTEN ... e e e e eeeees 50
Figura 13. Desequilibrio de ligacdo (LD) ao longo das distancias entre SNP em
Megabase (MD).......oooiiiiiiiii 56



ESTRUTURA GENOMICA POPULACIONAL DE BOVINOS LEITEIROS GIR

RESUMO - Considerando painéis de SNP (do inglés Single Nucleotide
Polymorphism, polimorfismo de nucleotideo Unico) objetivou-se descrever o perfil
gendmico populacional de bovinos leiteiros da raca Gir por meio da caracterizacao
de linhagens desta populagéo e inferir sobre a variabilidade genética utilizando
informacdes de animais provenientes de diversas fazendas do Brasil. Apds o
controle de qualidade de gendtipos e amostras, foram obtidos 1987 SNP bialélicos
em Ccromossomos autossomos presentes nos painéis HD e 50K SNP, em um
painel resultante de SNP em comum dos dois painéis, 21K SNP. Distancias
genéticas entre os marcadores foram obtidas e, por meio da decomposicéo
espectral, foram gerados os componentes principais. A analise multivariada de
componentes principais, em um contexto de estrutura populacional, permite inferir
sobre a variabilidade genética utilizando informacdes de parentesco entre os
animais. A determinacdo do numero de agrupamentos foi realizada com o
procedimento k-means, utilizando a distancia genética entre os animais, que
permite identificar subgrupos genéticos na populacdo, com moderada-alta
qualidade de agrupamento, com coeficiente correlagdo cofenética equivalente a
0,66. O parentesco, heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho),
coeficientes de endogamia, desequilibrio de ligagdo (LD) e tamanho efetivo
populacional, baseados exclusivamente em informacfes gendmicas também
foram obtidos. Os resultados evidenciaram quatro diferentes agrupamentos
genéticos, definidos como linhagens da raca Gir leiteira do Brasil, indicando que o
uso de poucos reprodutores ou de seus descendentes com maior intensidade e
também devido a diferentes origens dos ancestrais, formou os diferentes
agrupamentos genéticos, 0s quais sdo compostos por animais de varias fazendas.
Hé& pouco parentesco entre 0s animais e isso se refletiu na média do coeficiente
de endogamia, sendo que a média da endogamia obtida para todos os individuos
foi de 0,017, evidenciando o fluxo génico nas diferentes fazendas, o que evitou o
acasalamento entre animais aparentados, ou ainda devido a escolha dos animais
para genotipagem. O valor médio de He foi 0,25, préximo a média de Ho,
revelando que ndo houve perda e nem fixacdo de alelos com efeitos indesejaveis.
O LD foi obtido para todos os pares de SNP adjacentes com janelas de 50 Mb,
revelando que o LD é maior em menores distancias entre os marcadores, com
valor médio de LD de 0,17 = 0,26 para até 200 Kb, sendo assim, o LD estimado
para espacamento até 40 Kb seria suficiente para se obter associacdo com
Quantitative Trait Loci. O tamanho efetivo populacional (Ne) foi 92,84 animais,
sendo assim, cerca de 93 individuos nesta populacéo contribuirdo em termos de
variancia genética para a proxima geracao desta populacdo. Portanto, concluiu-
se que o fluxo génico nas propriedades mantém a variabilidade genética dos
rebanhos. Esses parametros populacionais poderdo auxiliar nas decisdes de
acasalamentos dos programas de melhoramento genético da raca a fim de
aumentar ou manter a variabilidade genética dos rebanhos.

Palavras-chave: analise multivariada, Bos taurus indicus, bovino de leite,
linhagens, painéis de SNP, variabilidade genética



GENOMIC STRUCTURE OF DAIRY CATTLE GIR POPULATION

ABSTRACT - The objective was to describe the genomic structure of Gir
dairy cattle population through the characterization of lineages of this population
and infer about the genetic variability considering information from animals from
several farms in Brazil using panels of SNP (Single Nucleotide Polymorphism).
After quality control of genotypes and samples, we obtained 1987 biallelic SNPs
on autosomal chromosomes present in the HD panels and 50K SNP, in a resultant
panel of SNPs in common from to two panels, 21K SNP. Genetic distances
between the markers were obtained and, through spectral decomposition, the
principal components were generated. Multivariate analysis of principal
components, in a context of population structure, allows inferring about genetic
variability using relatedness information between animals. The determination of the
number of clusters was performed using the k-means procedure, using the genetic
distance between the animals, which allows the identification of genetic subgroups
in the population, with moderate-high quality of grouping, with a coefficient
correlation coefficient equivalent to 0.66. Expected heterozygosity (He) and
observed (Ho), coefficients of inbreeding, linkage disequilibrium (LD) and effective
population size (Ne) based exclusively on genomic information were also obtained.
The results evidenced four different genetic groups, defined as breeding lineages
of the Gir dairy breed of Brazil, indicating that the use of a few breeders or their
descendants with greater intensity and also due to the different origins of the
ancestors, formed the different genetic groups, which are composed of animals
from various farms. There was little relationship between the animals and this was
reflected in the average inbreeding coefficient, and the average inbreeding
obtained for all the individuals was 0.017, evidencing the gene flow in the different
farms, which avoided the mating between related animals, or due to the choice of
animals for genotyping. The mean value of He was 0.25, close to the mean of Ho,
revealing that there is no loss or fixation of alleles with undesirable effects. The LD
was obtained for all adjacent SNP pairs with 50 Mb windows, revealing that the LD
is larger at smaller distances between the markers, with a mean LD value of 0.17
+ 0.26 for up to 200 Kb, therefore, the estimated LD for spacing up to 40 Kb would
be sufficient to obtain association with quantitative trait loci (QTL). The effective
population size was 92.84 animals, thus, about 93 individuals in this population will
contribute in terms of genetic variance for the next generation of this population.
Therefore, it was concluded that the gene flow in the properties maintains the
genetic variability of the herds. These population parameters may aid in the
breeding decisions of breed breeding programs in order to increase or maintain the
genetic variability of the herds.

Keywords: Bos taurus indicus, dairy cattle, genetic variability, lineages,
multivariate analysis, SNP panels



1 INTRODUCAO

O agronegacio do leite e seus derivados ocupam uma posicao de destaque
na economia nacional. Além do leite ser um dos produtos mais importantes da
pecuéria brasileira, € uma fonte de alimento de alto valor nutritivo e representa
importante papel social na geracdo de empregos no pais. De acordo com a
Organizacédo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura, o Brasil € um
fundamental agroexportador, principalmente em relacdo aos produtos do setor
pecuario, sendo responsavel por 40% da producdo de leite da América Latina. A
producédo de leite no Brasil dobrou entre os anos 2000 e 2015, o que colocou o
Brasil entre os cinco maiores produtores mundiais de leite de vaca no ranking
mundial, superado pela india, Estados Unidos, China e Paquist&o (FAO, 2015).

A raca Gir é a principal zebuina leiteira e também a mais utilizada em
cruzamentos com a raca Holandesa no pais (SILVA; MACHADO, 2011). Apesar
da pequena populacdo da raca quando comparada as demais implementadas no
pais, a contribuicdo genética do Gir leiteiro para os rebanhos comerciais tem
aumentado. O aumento no uso de animais da raca Gir foi atribuido a
implementacédo do Programa Nacional de Melhoramento de Gir Leiteiro (PNMGL)
em 1985, com rapido crescimento desde aquele ano.

Para o desenvolvimento dos programas de melhoramento genético da raca,
um fator importante a ser considerado € o conhecimento da estrutura genémica
populacional. No contexto de estrutura populacional é possivel inferir sobre a
variabilidade genética da populacdo, fator fundamental, pois além de fatores
evolutivos, estd aliada a expressdao do potencial genético da populacdo e a
facilidade de selecédo de animais geneticamente superiores. Além disso, o estudo
da estrutura gendmica populacional € uma importante ferramenta por permitir
maior compreensao sobre o histérico da populagdo como endogamia, animais que
contribuem na variabilidade genética da populacéo, introducédo de novo material
geneético, identificar subgrupos genéticos, agrupa-los por semelhanca genética,
detectar desequilibrio de ligagcdo entre marcadores e QTL e conhecer as relacdes

de parentesco.
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O estudo da estratificagdo populacional para identificar possiveis linhagens,
gue sdo subestruturas genéticas, permite considerar esses efeitos para se obter
maior acuracia nas analises utilizando informacfes gendmicas, por alocar 0s
individuos de diferentes grupos genéticos nos grupos de treinamento e validagédo
nas analises gen6micas. Ao considerar os diferentes subgrupos genéticos ha a
correcdo para a estratificacdo (PRICE et al., 2006) por ajustar o efeito dos
agrupamentos e, com isso, elimina a ocorréncia de falsos SNP significativos para
as caracteristicas de interesse econdmico de forma mais eficiente, por abranger
todos 0s grupos genéticos.

A compreensdo da estrutura gendmica populacional € importante para 0s
estudos de predicdo genbmica, selecdo e associacdo, e podera auxiliar nas
decisdes dos acasalamentos dentro dos programas de melhoramento genético da
raca Gir. Portanto, o objetivo deste estudo foi descrever o perfil genbmico
populacional por meio da caracterizacao de linhagens desta populacéo de bovinos
leiteiros da raca Gir e inferir sobre a variabilidade genética, por meio das anélises
de componentes principais, andlise de agrupamento, endogamia,
heterozigosidade, desequilibrio de ligagdo e tamanho efetivo populacional,
baseados exclusivamente em informacdes gendmicas contidas em painéis de
SNP.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histéria da raca Gir no Brasil

Na pecudria leiteira de paises de clima tropical, em que ha predominancia
de producao de leite a pasto e com forragens de baixa qualidade, ragas taurinas
(Bos taurus taurus) ndo conseguem expressar todo o seu potencial produtivo que
apresentariam se estivessem produzindo em clima temperado. Desta forma, é
recomendavel a utilizagdo de racas zebuinas (Bos taurus indicus) com propadsito
leiteiro, por serem adaptadas ao clima, com o intuito de se obter aumento de
produtividade (MADALENA et al., 1990).

No Brasil, o rebanho bovino foi formado originalmente por gado de origem

taurina trazidos da india, Peninsula Ibérica, na época da coloniza¢do. Com as
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importacdes que ocorreram naquela época, o rebanho nacional sofreu grandes
modificacdes pelo processo de cruzamento absorvente (VERCESI FILHO et al.,
2010). Em 1970, cerca de 32% do rebanho nacional era leiteiro. Em 1980, caiu
para 20%, com aumento da contribuicdo na producao de leite dos bovinos de
corte, com maior destaque para 0s bovinos mistos, responsaveis por 60% da
producédo de leite. Os bovinos mistos sdo produtos de cruzamentos com zebu e
pelas racas zebuinas com propdsito leiteiro (AMARAL et al., 1988).

Os bovinos da raga Gir sdo originarios das regides de Gir na india, da
peninsula de Kathiaware onde eram utilizados para a producao de leite. Possuem
coloracdo vermelha, branca ou manchada, sendo 0s primeiros animais
introduzidos no Brasil em importacdes que ocorreram entre os anos de 1918 e
1962 (MASON, 2002). As importagdes mais importantes ocorreram em 1930, 1960
e 1962 (VERCESI FILHO et al., 2010), com grande contribuicdo para a formacao
génica da raca nos dias atuais. Inicialmente eram utilizados para duplo propdsito,
ou seja, carne e leite. No final da década de 1930, foram iniciados os primeiros
trabalhos de selecdo do Gir para leite no Brasil (ACGZ, 2016), sendo que a
subdivisdo genética definitiva da raca ocorreu entre 1993 e 2002 (SANTANA
JUNIOR et al., 2014).

A raca Gir € a primeira zebuina leiteira do mundo a ter touros provados pelo
teste de progénie e a segunda que mais possui controle leiteiro oficial no Brasil
(LEAO et al., 2013). Além disso, se apresenta como a melhor op¢éo em sistemas
de producédo a pasto, com forragens de baixa qualidade na maior parte do ano,
por ser altamente adaptada as condicBes ambientais brasileiras.

O programa de melhoramento genético da raca Gir no Brasil é conduzido
pela Associacgéo Brasileira dos Criadores de Gir Leiteiro (ABCGIL) e pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Gado de Leite localizada em Juiz
de Fora, Minas Gerais. Estas instituicbes desenvolvem ha 37 anos o Programa
Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro (PNMGL), com o objetivo de identificar,
por meio dos teste de progénie, 0s touros geneticamente superiores para
caracteristicas de producédo e qualidade do leite. Os touros em teste de progénie
sdo avaliados e selecionados para caracteristicas de producgéo (leite, gordura,

proteina e solidos totais), conformacéao corporal e do sistema mamario, e facilidade
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de ordenha e temperamento, visando o melhoramento genético da raca para
aptidao leiteira (PANETTO et al., 2016).

Os rebanhos anteriormente fechados geneticamente comecaram a
participar da avaliagdo genética de touros do programa de melhoramento da raca,
0 que aumentou as trocas génicas nos rebanhos. Os acasalamentos entre os
rebanhos aumentaram a partir de 2002, o que contribuiu para a reducdo da
endogamia (SANTANA JUNIOR et al., 2014). Para maximizar o ganho genético
em uma populagcdo de Gir no Brasil seria necessario aumentar o tamanho da
populacdo nos rebanhos, controlar endogamia por meio de acasalamentos
dirigidos, evitando o uso intensivo de poucos touros (REIS FILHO et al., 2010).

Por ser uma raca adaptada, o Gir leiteiro apresenta menores infestacdes
de ectoparasitas e endoparasitas e menores incidéncias de doencas do que racas
de clima temperado, quando mantidos sob nossas condicdes ambientais
(ABCGIL, 2017). Apesar do pequeno tamanho da populacao, cerca de 150.000
animais no Brasil (ABCGIL, 2017), a sua contribuicdo genética no pais tem
aumentando por mostrar-se como a racga preferencialmente utilizada em
cruzamentos com taurinos leiteiros, como a raga Holandesa (NEIVA, 2017),
contribuindo com producao de leite e rusticidade, caracteristicas fundamentais

para a producdo econdmica de leite em paises de clima tropical.

2.2 Variabilidade genética

A variabilidade genética é definida como a variedade de genotipos,
haplotipos e alelos presentes em determinada populacdo (TORO; VILLANUEVA;
FERNANDEZ, 2014). Essa diversidade determina a capacidade da populacio em
evoluir, a fim de atender as estratégias dos programas de melhoramento genético.
Uma preocupacao importante dos programas de melhoramento € a manutencéo
da variabilidade genética, pois os ganhos genéticos dependem diretamente da
variabilidade genética da populacdo. A variabilidade genética permite que os
programas de melhoramento apresentem alternativas nas mudancas dos
objetivos de selecéo, pois é preciso adaptacdo as mudancas ambientais e no

interesse dos consumidores, que variam ao longo do tempo.
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Entretanto, a selecdo dos animais realizada por programas de
melhoramento genético diminui a variabilidade genética pelo favorecimento de
alguns alelos. Além disso, os individuos selecionados podem ser altamente
aparentados, elevando a taxa de endogamia e, consequentemente, afetando a
variabilidade genética. Um dos principais fatores associados a perda de
variabilidade genética € a endogamia, que como consequéncia pode levar a perda
do desempenho produtivo, em termos de reproducéo, sobrevivéncia e resisténcia
a doencas, causadas pela depressédo endogamica (FALCONER; MACKAY, 1996).
Para isso, é necessario monitoramento do fluxo génico e inclusdo de material
genético novo na populacdo, o que possibilita novas trocas génicas entre 0s
individuos.

Uma gestdo adequada de escolha de animais para acasalamento nos
programas de melhoramento genético podem auxiliar na manutencdo ou
acréscimo da diversidade genética das espécies a longo prazo. Porém, na
realidade, o que é observado € que alguns poucos touros séo utilizados
repetidamente, contribuindo menos para a variabilidade genética. Como
consequéncia, tem causado um “gargalo” no pedigree, o que pode levar a perda
da variabilidade genética nos rebanhos ao longo das geracdes. Portanto, a maior
compreensao das relacbes genéticas entre as populacbes de gado sao

prioridades para a gestdo da diversidade genética dos animais (NOTTER, 1999).

2.3 Controle de qualidade dos genétipos

A utlizacdo de informagdes gendmicas é cada vez mais utilizada em
programas de melhoramento genético de animais domésticos. Sendo assim,
painéis de marcadores foram desenvolvidos por meio da genotipagem dos
individuos e o uso das informacdes contidas nos painéis de SNP pode contribuir
para os estudos de selecdo e de associacdo gendbmica (GWAS) para o
aprimoramento da raga no Brasil.

A genotipagem dos animais € o processo que determina 0s genaétipos de
uma regido do DNA (AA, AB ou BB) de acordo com a leitura de sinais definida no
processo de leitura dos genotipos (ZIEGLER; KONIG; THOMPSON, 2008;

ANNEY et al., 2008). Como a atribuicdo dos genotipos € realizada por meio de



6

procedimentos de leitura automatizados, consequentemente, esta sujeita a erros
(COLEMAN et al., 2016). Apesar da baixa taxa de erros nas analises laboratoriais,
por qualidade ou fonte do DNA, erros podem acontecer, o que podem afetar a
intensidade dos sinais de fluorescéncia utilizadas para identificar os genoétipos
(ANNEY et al., 2008).

O processo de atribuicdo dos genadtipos produz painéis de marcadores SNP
de baixa ou alta densidade de genotipos, compostos por trés grupos de sinais. Por
padrdo da lllumina (ILLUMINA, 2009), a determinag&o dos genotipos das amostras
é resultante da intensidade de luz, gerando regies de coloracéo vermelha, roxo
e azul, que tem os gendétipos denominados AA, AB e BB, respectivamente. Se a
genotipagem dos SNP falhar em muitos individuos, a sua qualidade é
questionavel. Para remover ou minimizar esses erros pode-se realizar um controle
de qualidade dos SNP e das amostras antes de realizar as analises estatisticas.
Esse filtro tem por objetivo eliminar SNP que ndo se enquadram no controle de
gualidade, o que melhora a qualidade do conjunto de dados a ser analisado e,
consequentemente, torna os dados mais consistentes.

Existem diferentes critérios de controle de qualidade que podem ser
aplicados em dados gendmicos. A auséncia do controle de qualidade pode gerar
falsos SNP significativos (falso negativos ou falso positivos) em estudos de
associacdo genébmica (TURNER et al., 2011). Porém, a utilizacdo de critérios
rigosos pode eliminar muitos SNP, o que reduz as chances de encontrar SNP
significativos que poderiam estar associados com regibes do genoma
responsaveis pela determinacéo de fenotipos de interesse econémico, por excluir
parte da variancia genética explicada pelos SNP.

Portanto, as informagfBes dos painéis de SNP devem ser verificados
minunciosamente com o0 objetivo de eliminar possiveis erros. Para o controle de
gualidade dos dados genémicos existem diferentes critérios que podem ser

aplicados aos SNP e amostras individuais, 0s quais serdo descritos a seguir.

e Missing genotype ou genotipos ausentes:

Amostras mal genotipadas podem ser evidenciadas no filtro de missing

genotype, causada também pela baixa qualidade de DNA e devem ser removidas
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das andlises. Esses genotipos podem surgir quando os SNP da plataforma de
genotipagem nédo sao analisados corretamente, quando os SNP de interesse nao
estdo na plataforma ou quando a variacdo que ocorre no DNA é determinada
apenas em uma pequena fragdo de individuos (LIN; HU; HUANG, 2008). A
remoc¢do dos SNP com uma maior propor¢do de genétipos ausentes pode resultar

em um conjunto de SNP com maior confiabilidade.

e SNP mapeados em cromossomos sexuais e mitocondrial:

Devido a falhas na montagem do genoma bovino, alguns SNP podem ainda
ndo ter posicdo definida no genoma. Para analises gendmicas sdo considerados
apenas 0S Cromossomos autossomos, pois 0s alossomos, Cromossomos sexuais
X e Y, estdo em haploidia nos machos. Sendo assim, estes cromossomos sao
diferentes entre os sexos e devem ser excluidos da amostra de dados. Além disso,
0s SNP localizados nos cromossomos mitocondriais sdo excluidos para retirar o
efeito das matrizes, pois o DNA mitocondrial € transmitido apenas pelas fémeas
(GILES et al., 1980).

e GC score (genotype call score):

Este escore é uma medida de qualidade e confiabilidade na leitura dos
genotipos. O GC score é calculado por meio informagdes do agrupamento das
amostras, sendo que cada SNP €& avaliado com base nas seguintes
caracteristicas: angulo, dispersao, sobreposicéo e intensidade e é atribuido a cada
leitura do gendtipo.

Em geral, quando o GC score é baixo, 0s genotipos estéo localizados mais
distantes do agrupamento de gendtipos e, portanto, ha menor confiabilidade. Nao
hé& interpretacdo global do GC score, pois a pontua¢do depende do agrupamento
das amostras para cada SNP, que é afetado por muitas variaveis, incluindo a
gualidade das amostras e dos loci. A plataforma lllumina (ILLUMINA, 2009)
recomenda que seja utilizado o GC score de corte acima de 0,15 para painéis

Infinium, como é o caso do HDBovineSNP BeadChip.



e Call rate ou taxa de genotipagem:

Essa taxa é determinada pelo nimero de SNP que recebem um genatipo
homozigotico ou heterozigotico em relacdo ao numero total dos loci observados.
O call rate € um indicador da qualidade ou eficiéncia de genotipagem, pois
determina o percentual de SNP e de amostras que foram lidos de maneira
eficiente. Sendo assim, por este critério, sdo eliminados os SNP que n&do foram
genotipados em uma dada proporc¢ao das amostras, incluindo SNP monomorficos,
ou amostras que nédo tiveram altas taxas de leitura.

As amostras com baixa porcentagem de leitura indicam que o processo de
genotipagem néo teve éxito, podendo assumir valores que podem variar de acordo
com a taxa a qualidade de genotipagem, sendo recomendaveis taxas de leitura de
SNP acima de 97%. Se a taxa de leitura for considerada de qualidade pelo
laboratorio, o valor para amostras dos individuos pode chegar a 90% (ZIEGLER;
KONIG; THOMPSON, 2008).

e Frequénciade alelos menos comuns ou raros (MAF):

A MAF refere-se a frequéncia do alelo menos comuns na populacéo e é
usada como um filtro de dados no controle de qualidade dos SNP por eliminar
possiveis erros de leitura dos genotipos. Os SNP com baixa MAF (minor allele
frequency) sdo mais propensos a erros, uma vez que menos amostras estariam
dentro de um agrupamento de genoétipo. Os SNP com baixa MAF sdo geralmente
menos informativos e podem prejudicar as analises de GWAS por reduzir o poder
de deteccédo de associacdo genétipo-fenétipo (TEO, 2008).

A MAF é um evento raro e a significancia entre os SNP raros e as
caracteristicas em estudo tem maiores chances de ocorrer devido a erros (LAM et
al., 2007). Porém, estes alelos raros podem explicar parte das variacfes genéticas
gue ndo sao explicadas pelos alelos frequentes (CIRULLI; GOLDSTEIN, 2010).
Os SNP séo frequentemente excluidos das analises se a MAF é baixa, sendo que
o critério de eliminacao tipicamente usado varia entre 1% e 5% (ZIEGLER; KONIG;
THOMPSON, 2008).



e Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE):

O HWE (Hardy Weinberg Equilibrium) ocorre quando as frequéncias alélicas
e genotipicas em uma populacdo grande e com acasalamento aleatorio,
permanecem estaveis por muitas geracdes, havendo constancia entre as
frequéncias alélicas e genotipicas. O desvio a partir do HWE é calculado para cada
marcador utilizando-se a comparacao entre o valor esperado e observado, pelo
teste de qui-quadrado de Pearson (COX; KRAFT, 2006), sendo a exclusao
realizada com base em p-valores significativos (P < 0,05), sendo excluidos SNP
altamente significativos. Desvios observados no HWE podem indicar erros de
genotipagem (TEO et al., 2007) pela maior propor¢cao de um alelo observado em
relacéo ao esperado.

O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg pode também ser indicio de
estratificacdo da populagdo provocada por selecdo ou endogamia devido a
agrupamentos de individuos que sdo, em média, mais relacionados entre si do
gue outros membros da populagdo. Portanto, desvios do HWE podem ser
considerados como indicadores da existéncia de uma subestrutura genética no
conjunto de dados da amostra. Além disso, os desvios podem indicar uma
tendéncia de atribuir genétipos homozigotos como heterozigotos. Por evidenciar
erros no processo de genotipagem, deve-se excluir os SNP que desviam do HWE
(ZIEGLER; KONIG; THOMPSON, 2008).

Alguns autores questionam o mérito de testes de HWE nos estudos de
associacao gendmica (COX; KRAFT, 2006; TEO et al., 2007) e afirmam que este
critério ndo auxilia na identificacdo de SNP com erros de genotipagem. Os
mesmos autores afirmaram que possiveis erros de leitura ndo sao susceptiveis de
serem detectados por meio do teste de HWE e podem muitas vezes nao ser a
causa de desvio extremo de equilibrio. Além disso, considerar o HWE no filtro de
gualidade de genotipos pode eliminar poucos SNP.

e Pruning ou SNP correlacionados:

A verificagdo do pruning ocorre por meio dos alelos idénticos por

descendéncia (IBD, Identical by Descent) e ocorrem quando os individuos tém
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sequéncias de nucleotideos idénticos em um determinado segmento de DNA.
Também pode ocorrer por meio da comparacao aos pares de determinada janela,
sendo que cada possivel par de variantes é comparado e é removido quando o
LD (linkage disequilibrium) entre eles esta acima de um dado limite.

A presenca de estrutura é inferida a partir da analise dos genoétipos do
genoma e a presenca de LD pode aumentar ou reduzir as semelhancas, mesmo
gue as duas regides sejam de mesmo tamanho. Consequentemente, € necessario
considerar o pruning entre os alelos para avaliagdo de IBD e estratificacao
populacional (COLEMAN et al., 2016). O uso indevido de amostras relacionadas
pode ocorrer em estudos de grande escala e o pruning de SNP deve ser
considerado para evitar superestimacdo das correlacdes entre os marcadores
baseados na proporcéo de IBD.

A presenca de semelhanca entre individuos, independente do fenétipo,
pode ser uma potencial fonte de viés nos resultado de associacdo genémica
(COLEMAN et al., 2016). Além disso, SNP altamente correlacionados podem ter
grande influéncia sobre alguns componentes principais durante a avaliagcdo da
estratificacdo pela analise de componentes principais (PCA). Ha autores que
recomendam que esses SNP devem ser retirados do arquivo de dados para que

a estratificacdo da populacéo seja avaliada sem viés (LAURIE et al., 2010).

e Heterozigosidade

A heterozigosidade é definida como a proporcdo entre o numero de loci
heterozigotos em relacdo ao total de loci do individuo, ou gendtipos diploides
constituidos por dois alelos distintos. Sendo assim, estima-se a média e o desvio-
padrdo da heterozigosidade em todos os animais em estudo para excluir os que
nao estdo dentro de trés desvios-padrao a partir da média (GONDRO, 2015), ou
seja, 0,3% dos dados da amostra. Uma alternativa comum € eliminar valores
atipicos, outliers, com base no histograma de heterozigosidade (ZIEGLER,;
KONIG; THOMPSON, 2008).

A heterozigosidade € um indicador de boa qualidade da genotipagem dos
SNP. Se a heterozigosidade for alta, préximo a 0,5, pode indicar contaminacao da
amostra de DNA em rebanhos puros (ZIEGLER; KONIG; THOMPSON, 2008),
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resultando em uma quantidade desproporcional de genoétipos heterozigotos, ou
ainda indicar amostras erroneamente genotipadas. Se a heterozigosidade for
baixa, pode indicar alta semelhanca genética na populacdo. A abordagem tipica
relatada pelos autores anteriormente citados é de estimar a média e desvio-padréo
da heterozigosidade para todos os individuos da populacdo e excluir aqueles
individuos com heterozigosidade abaixo ou acima de trés desvios-padrdo em

relacdo a média.

2.4 Estrutura da populagéo

O efeito da estratificacdo da populacdo ou de agrupamentos genéticos
(subpopulacédo) nos estudos de associacdo gendmica (GWAS) tem sido
amplamente discutido na literatura e é citado como um dos principais fatores de
viés na interpretacdo dos resultados quando este efeito ndo é considerado nas
analises (PRICE et al., 2006; WANG et al., 2009; LAURIE et al., 2010). Em GWAS,
para corrigir os efeitos de estratificacdo da populacdo, diferencas devido a
subpopulacdo dentro da mesma raca podem ser consideradas nas analises
(ALEXANDER; NOVEMBRE; LANGE, 2009).

Um dos principais fatores de viés na interpretacao dos resultados de GWAS
€ a presenca de estrutura na populacdo causada pela presenca de subgrupos
genéticos na populacdo, tornando importante o estudo da estratificagdo
populacional. Estes efeitos devem ser considerado nos estudos de GWAS (PRICE
et al., 2006; WANG et al., 2009; LAURIE et al., 2010), pois o maior efeito da
subestrutura populacional é levar a associacbes falso positivas em GWAS
(MARCHINI et al., 2004), entdo tais efeitos devem ser considerados nas analises
genbmicas.

Mesmo um pequeno grau de estratificacdo da populacdo pode afetar as
analises de GWAS devido aos grandes tamanhos amostrais necessarios para
detectar SNP envolvidos na expressao de caracteristicas complexas. Além disso,
a diferenca alélica entre as populacdes ancestrais pode acarretar em uma
associacao significativa entre alelos e fenoétipos, entretanto, sem efeito causal
direto ou indireto com o fenotipo (CARDON; PALMER, 2003).
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Em espécies domesticadas, a estrutura da populagéo pode ser influenciada
ao longo do tempo pela selecdo natural ou pelos métodos de melhoramento
utilizados pelo homem, sendo assim, alguns SNP diferem na sua frequéncia
alélica mais em uma populacdo do que em outras. As diferencas genéticas entre
0s animais podem evidenciar a presenca de diferentes agrupamentos genéticos
em uma populacdo, que ocorrem por haver diferencas na ancestralidade dos
individuos que compdem a populacédo em estudo (PRICE et al., 2006).

Se houver estratificacdo populacional, € importante distinguir as diferengas
entre as subpopula¢cdes que séo devidas a fatores de deriva genética e aquelas
gue surgiram a partir de divergéncia populacional (PRICE et al., 2010). O desafio
central nas andlises de dados € explorar se ha evidéncias de que as amostras de
uma populacdo sdo estruturadas (JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010;
PATTERSON; PRICE; REICH, 2006) e, a partir disso, explorar os parametros
genéticos e gendmicos para se conhecer a histdria da populacao.

A raca Gir foi reportada como geneticamente subdividida, a partir da
avaliacao do pedigree de animais nascidos entre os anos de 1938 a 1998 (FARIA
et al., 2009). Inicialmente, no Brasil, os animais da raca Gir eram utilizados para
duplo propdésito, carne e leite. No final da década de 1930 foram iniciados o0s
primeiros trabalhos de selecao do Gir para propdésito de leite (ACGZ, 2016), sendo
que entre 1993 e 2002 houve a definitiva subdivisdo da ragca (SANTANA JUNIOR
et al., 2014). Na década de 1960 ocorreram importa¢des importantes (VERCESI
FILHO et al., 2010), com grande contribuicdo para a formac¢éo génica da raca nos
dias atuais. Em estudos sobre a estrutura populacional gendmica realizados por
meio de informac¢des contidas em painéis 32K SNP revelaram diferentes
agrupamentos genéticos resultantes das ragas envolvidas na composi¢cao da raca
Canchim (BUZANSKAS et al., 2017). Em estudos sobre a estrutura populacional
genbmica de bovinos Hereford e Braford foi possivel obter parametros
populacionais, como desequilibrio de ligacdo e tamanho efetivo populacional por
meio de painel 41K SNP (BIEGELMEYER et al., 2016). Porém, nenhum estudo foi
realizado utilizando informac¢des gendmicas de rebanhos leiteiros do Brasil,

sobretudo para a raga Gir.
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2.5 Técnicas para anélise de agrupamento

A proposta das analises de agrupamento € colocar, em um mesmo grupo,
informacdes que sejam similares de acordo com algum critério pré-determinado.
O critério da analise de agrupamento baseia-se em uma funcdo que contém as
distancias genéticas a cada par de individuos. A ideia deste método € a divisdo do
conjunto de dados para a definicdo de grupos distintos e a minimizacdo da
variacdo dentro dos grupos.

A analise de agrupamento ou clusterizacao (clustering) permite classificar
um grupo de informacées em subgrupos (cluster) de maneira a maximizar a
homogeneidade dentro dos grupos e a maximizar a heterogeneidade entre os
grupos. Sendo assim, torna-se possivel estudar a relacdo entre os subgrupos. A
técnica consiste em separar os dados em grupos distintos, baseando-se nas

caracteristicas destes dados para simplificacéo.

e Meétodo de Elbow

Este método é talvez o mais antigo e conhecido método de determinacao
do ndmero de grupos. Por meio do método de Elbow avalia-se o nimero ideal de
grupos por meio da porcentagem da variancia explicada em funcao do nimero de
agrupamentos dentro dos cluster (1), de modo que a adicdo de um novo
agrupamento ndo acrescentara informacéo relevante em termos de variancia.

Por este método, ha o acréscimo da quantidade de cluster e a andlise é
realizada a cada incremento. A porcentagem de variancia explicada é a relacao
entre a variacdo entre grupos em relacdo a variancia total, visando definir o
namero aceitavel de cluster a serem criados com base nos dados da amostra.
Quando o acréscimo deixa de ser relevante, a trajetOria passa a apresentar
movimento retilineo, pois a diferenca da distancia entre os grupos é quase
insignificante. Quando é determinada a quantidade de k cluster, os dados séo

segmentados em subgrupos.

Yh=1 W(Ck) (1)
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Em que, C; é o k-ésimo cluster e W(Cy) € a variagéo dentro do cluster.
e Meétodo de Silhouette

Este método mede a qualidade de um agrupamento em um grau de
confianca dentro de um intervalo, entre -1 e 1. O maior valor Silhouette indica o
numero 6timo de cluster, ou seja, quando esta mais proximo de 1 (2). Por meio da
observacdo do grafico de Silhouette é possivel definir a formacdo de
agrupamentos baseados em dissimilaridades (ROUSSEEUW, 1987).

1 _yN bi—a;
N * i=1(max(ai,bi)) (2)

Em que, N é o numero total de informacdes, a; € a dissimilaridade média
das observacdes i em relacdo as demais dentro do cluster; b; € dissimilaridade
meédia da observacédo i em relacdo as demais observacdes do cluster vizinho mais
préximo.

A validagdo da qualidade do agrupamento dos dados pode ser realizada
pela estimacdo do coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) (SOKAL; ROHLF,
1962) (3), definida como uma correlacéo linear de Pearson entre o coeficiente de
parentesco e a proporcdo de alelos compartilhados que originam o gréfico
dendograma. Sendo assim, mede-se o grau de ajuste entre a matriz de
dissimilaridade ou distancia genética (matriz fenética F) e a matriz resultante da
simplificacdo devido ao método de agrupamento genético (matriz cofenética C).
Por este método, os valores proximos a unidade indicam melhor agrupamento
(CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014). Quando CCC é maior que 0,7, o método
de agrupamento é considerado adequado.

Cov(F,C)
CCC = —= 3
JV(F).V(C) ( )

Em que, CCC é o coeficiente de correlagdo cofenética; Cov(F,C) € a

covariancia estimada entre as matrizes de dissimilaridade ou fenética (F) e a matriz
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simplificada devido ao agrupamento genético ou cofenéfica (C); V(F) variancia
estimada da matriz F e V(C) a variancia estimada da matriz C.
Ha outros algoritmos desenvolvidos para andlise de agrupamentos,

subdividindo-se em dois métodos: hierarquicos e nao hierarquicos.

e Método hierarquico

A aglomeracéo hierarquica se caracteriza pelo estabelecimento de uma
hierarquia ou estrutura em forma de arvore (SNEATH; SOKAL, 1973). A
aglomeracao hierarquica interliga os grupos produzindo o dendrograma, uma
representacdo grafica em que os grupos semelhantes, segundo as variaveis
estudadas, sdo agrupados entre si. No método hierarquico uma matriz de
semelhanca entre as informacdes estudadas e grupos se forma a partir das
observagBes mais préximas, definidas nos processos de aglomeracédo ou divisao
(SNEATH; SOKAL, 1973).

Apos a escolha das variaveis para o processamento da analise de
agrupamentos, trés procedimentos devem ser realizados: (i) Padronizacdo dos
dados. A padronizacdo da matriz de dados € realizada para que as unidades
associadas as observacdes ndo afetem no grau de semelhanca entre 0s grupos.
Além disso, a padronizacédo faz com que as informacdes em estudo contribuam
com o mesmo peso no calculo do coeficiente de semelhanca entre grupos. As
variaveis padronizadas passam a ter média zero e variancia unitaria; (ii) Escolha
do coeficiente de semelhanca. O coeficiente é importante para que se quantifiqgue
0 quanto duas informacdes sdo semelhantes, sendo medidos de duas maneiras:
Coeficiente de similaridade, que estabelece os padrbes que servirdo para a
analise e o agrupamento dos grupos, sendo considerado coeficiente de
similaridade aquele cujo maior valor observado representa a maior proximidade
entre as informacgdes estudadas; Coeficiente de dissimilaridade que indica que
guanto maior o valor observado, menor € a proximidade e menos parecidos sao
os objetos (HAIR et al., 2005). (iii) Escolha da estratégia de agrupamento. Dentre
0s métodos de agrupamento mais utilizados, destacam-se aqueles que se
caracterizam por serem sequenciais, aglomerativos, hierarquicos e sem

sobreposicao.
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Outros algoritmos ou coeficientes de mensuracdo podem ser utilizados
para quantificar a distancia entre os objetos e analisar a similaridade entre eles. A
escolha deve ser mediante os objetivos do estudo. Alguns coeficientes se adaptam
melhor a determinadas analises, sendo os coeficientes de dissimilaridade mais
adequados para variaveis quantitativas e os coeficientes de similaridade para as

variaveis qualitativas.

- Método de Ward

Para a determinag¢do do numero 6timo de cluster ha alguns métodos que
sdo mais utilizados. O Método de Ward ou método da soma de quadrados (SQD)
dentro de cluster (4) tem como objetivo a minimizacdo da soma de quadrados
entre dois agrupamentos, realizada para as distancias de todas as variaveis em
estudo. Sendo assim, a distancia é definida como a soma de quadrados de dois
grupos (HAIR et al., 2005). Em cada estagio do procedimento de agrupamento, a
soma interna de quadrados é minimizada sobre todas as particées que podem ser
obtidas pela combinacéo de dois grupos do estagio anterior. Este método tende a
combinar grupos com um pequeno numero de observacdes e também tende a

produzir grupos com aproximadamente o mesmo numero de observacoes.

$OD() = [By TG — T2 @

Em que, SQD(v) é a soma de quadrados dentro dos cluster para a variavel
v,v=1,.,p; x;, a média amostral da variavel v, no grupo j-€simo grupo, x;;, a i-

ésima observacéo da variavel v, no j-ésimo grupo.

- Distancia Euclidiana

A distancia Euclidiana é o coeficiente de dissimilaridade mais conhecido e
utilizado para quantificar a distancia entre dois pontos quando todas as variaveis

sdo quantitativas (SEIDEL et al., 2008). Quando o numero de observacdes é
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grande, a visualizacdo grafica fica comprometida. Sendo assim, torna-se
importante a construcdo de um coeficiente que permita quantificar o quao proximo
um objeto esta de outro. Uma maneira de se obter a distancia geométrica e o
calculo do coeficiente que distancia fisica entre cada um deles € por meio da
distancia Euclidiana. Por exemplo, a distancia entre objetos A e B em uma analise,

de coordenadas respectivas (x, y;) € (x,, y2), € definida (5):

daye) = \/(XI(A) = X)) % + V1a) — Ya3))? ©))

Em que, d4) ) € a distancia Euclidiana entre as observagdes A e B; x;y)
€ Y1(4) S80 as coordenadas do ponto A; x;,z) € y,(z) Sa0 as coordenadas do ponto

B.

Generalizando:

deaye) = \/Z?=1(xi(l4) — Xi(8))?

Em que, d4) ;) € a distancia Euclidiana; x;4) € x;z) sdo as coordenadas
dos pontos considerados.

Aplicando-se para todos os pares da matriz de dados obtém-se a matriz de
distancias. A partir desta informacéo, é calculada a distancia genética entre os
individuos, sendo recalculadas as distancias a cada par de individuos. Em
seguida, a distancia entre dois grupos deve ser calculada por meio da média entre
os valores das distancias de cada um dos grupos com os valores do outro,
reagrupando as informacgdes por similaridade em um loop. A distancia entre
guaisquer dois objetos néo é afetada pela insercao de outros objetos ao conjunto

de dados de analise e é baseado na média das distancias (6):

_ dowtdo e
dcyap) = . (6)
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e Meétodo néao hierarquico

No método de agrupamento ndo hierarquico primeiramente é determinado
um centro de agrupamento e, em seguida, agrupam-se todos o0s objetos que estédo

a menos de um valor pré-estabelecido do centro.

- K-means (k-médias)

Este algoritimo visa alocar os objetos em grupos previamente definidos,
buscando a melhor solugéo na formacao de grupos, sendo o k o numero de cluster
e 0s centroides sdo pontos centrais dos grupos. Uma das formas de iniciar o
processo € inserir o k, um numero em um ponto observado no grafico de
determinacao do namero de cluster.

O ponto escolhido pode ser aleatério em qualquer lugar do plano e em
seguida comecam as iteracdes para se obter as solucdes. A partir desse k inicial,
as diferencas vao se reduzindo. A primeira iteracdo do algoritmo é para calcular a
distancia média de todos 0s pontos que estdo associados ao centroide. Alguns
pontos mudam de centroide e o loop ocorre até que nenhum ponto mude de
centroide, ou seja, até que os centroides estejam na posi¢ao central da distancia
entre os pontos.

A utilizacdo dos métodos hierarquicos conjuntamente com 0 nao
hierarquico € uma solucao, pois ao utilizar o nimero de agrupamentos encontrado
pelo método Ward, pode-se definir o nUmero de agrupamentos que devem ser
formados pelo método k-means, de modo a encontrar grupos internamente
homogéneos (SEIDEL et al., 2008).

2.6 Analises de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component
Analyses), foi introduzida por Karl Pearson em 1901 e fundamentada por Hotelling
em 1933. Em 2003, foi introduzida pela primeira vez para o estudo de dados
genéticos por Cavalli-Sforza e Feldman, com o objetivo de caracterizar a variagao

do DNA em humanos. A PCA permite estimar o grau de diferenciag&o populacional
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(PATTERSON; PRICE; REICH, 2006) por meio da estrutura da variancia e da
covariancia de um vetor aleatério, formado por p-variaveis aleatorias, por
combinacdes lineares das variaveis originais denominadas de componentes
principais e ndo correlacionadas entre si.

As anadlises multivariadas tém sido utilizadas ha décadas para extrair varios
tipos de informacdes a partir de dados genéticos (PATTERSON; PRICE; REICH,
2006; NOVEMBRE; STEPHENS, 2008). Em particular, a analise de componentes
principais (PEARSON, 1901; HOTELLING, 1933) é um dos métodos estatisticos
de multiplas variaveis que visa reduzir a dimensionalidade dos dados capturando
0 maximo de variancia possivel. Além deste método, ha a analise de agrupamento,
gue permite agrupar os animais por meio da similaridade genética e, assim,
conhecer a estrutura da populacdo e seus possiveis agrupamentos genéticos.
Ambos os métodos utilizam informacdes de matriz de distancias genéticas para
detectar a estrutura dentro da populacdo de forma menos paramétrica por meio
da estrutura de covariancias entre as caracteristicas estudadas.

Utilizar todos os SNP do genoma em uma matriz é computacionalmente
oneroso, sendo necesséario otimizar as andlises computacionais de grande
conjunto de dados (JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010). No entanto, todo
0 genoma contém aglomerados de SNP altamente correlacionados e a presenca
de agrupamento genético de individuos pode ter influéncia sobre os componentes
principais.

A andlise de componentes principais € uma metodologia mais complexa do
gue a analise de agrupamento que visa a reducdo de dimensdo dos dados
(JAMES et al.,, 2013), menor que a original, pela escolha das formas mais
representativas por eliminar as sobreposicbes (JOMBART; DEVILLARD;
BALLOUX, 2010). Os dados reduzidos por este método sdo aqueles que explicam
a maior parte da variacdo, preservando a maxima informagdo contida nas
variaveis originais. Cada componente principal € uma combinacao linear das
variaveis originais.

Por meio da PCA hé a transformacao das variaveis discretas e a variagéo
reflete na variagdo da populagao, por representar a estrutura da populacdo com
base nas relacdes genéticas entre os individuos. Quando o estudo é com base em

valores genéticos ou em informagdes gendmicas, a variagdo dos componentes
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principais representa as relagfes genéticas entre os individuos. Além disso, é
medido o poder de cada variavel com seu respectivo componente. As unidades
amostrais sdo distribuidas em graficos em que o0s eixos ortogonais sSdo 0s
componentes principais.

A PCA ¢é uma maneira de identificar a relagdo entre caracteristicas
extraidas dos dados e € util quando os vetores das caracteristicas tém muitas
dimensdes e quando uma representacao grafica ndo é possivel. O componente
principal é o arranjo que melhor representa a distribuicAo dos dados e o
componente secundario € perpendicular ao componente principal (Figura 1). A
primeira direcdo dos componentes principais é aguela em que ha maior variacado
das observacdes estudadas (JAMES et al., 2013). A medida da quantidade de
informacao explicada por cada componente principal é a sua variancia. Por esta
razao, 0s componentes principais sdo ordenados de acordo com a variancia por
ela explicada, sendo o componente principal que contém mais informacao é o
primeiro. Sendo assim, o ultimo é aquele componente principal com menos

informacéo.

Figura 1. Eixos do componente principal (CP1) e secundario (CP2), perpendicular,
sendo a elipse a densidade.
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2.7 Parametros populacionais baseados em informagdes genémicas

2.7.1 Parentesco genémico

Com o advento da tecnologia de genotipagem tornou-se possivel a
utilizacdo de relacdes gendmicas que podem estimar melhor a proporcao de
segmentos compartilhados pelos individuos. A genotipagem identifica alelos
idénticos por descendéncia (IBD, do inglés Identical by Descent) e que podem ser
compartilhados por meio dos ancestrais comuns, informagdes ausentes nos
registros de pedigree.

A matriz de parentesco gendmica contém as relacfes com estimativas da
similaridade entre um grupo de individuos com base em dados de SNP, sendo
uma medida de relagdo aditiva entre os individuos, ou ainda, uma matriz de
correlacdo entre individuos corrigidos para a variacdo nas frequéncias alélicas
(GONDRO, 2015). O mapa de calor (heatmap), construido por essas relacdes e
parentesco, auxilia no entendimento da conexdo entre individuos da mesma
populacéo e entre populacbes (GONDRO; VAN DER WERF; HAYES, 2013).

A utilizacdo de matriz de parentesco genémica, denominada matriz G ou
GRM (do inglés Genomic Relationship Matrix) (FORNI; AGUILAR; MISZTAL,
2011), é uma matriz de parentesco real ou realizada com base nas informacdes
genOmicas, sendo mais acurada que a matriz de parentesco com base nas
informacdes de pedigree (matriz A), que € uma matriz de parentesco médio ou

esperado, que pode conter erros de registros.

2.7.2 Endogamia

A endogamia é consequéncia do acasalamento entre animais aparentados
capaz de alterar a constituicdo genética da populacédo, aumentando a homozigose
e a chance de dois alelos no mesmo loci serem idénticos por descendéncia,
diminuindo a variabilidade populacional. Consequentemente, ha diminuicdo da
heterozigose, alterando, a frequéncia genotipica da populagdo, mas ndo as
frequéncias génicas (QUEIROZ; ALBUQUERQUE; LANZONI, 2000).
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Uma consequéncia importante no acasalamento entre individuos com
ancestral em comum é que ambos podem carregar copias de um gene do mesmo
locos presente no ancestral. Se esses individuos se acasalarem podem passar
essas copias para sua progénie, aumentando o numero de individuos autozigotos,
ou seja, individuos com gendtipos homozigotos idéticos por descendéncia
(FALCONER; MACKAY, 1996).

A endogamia em uma populacdo tem como consequéncia a reducdo do
desempenho fenotipico médio do individuo, valores associados com a queda da
capacidade reprodutiva ou eficiéncia fisiologica, fendmeno conhecido como
depressdo endogamica (FALCONER; MACKAY, 1996). As perdas devido a
depressao endogamica podem ser recuperadas quando duas linhagens de racas
puras sdo cruzadas em busca da diversidade genética, por meio do vigor hibrido
(heterose), que é o fenbmeno oposto da depressao por endogamia.

Nos programas de melhoramento de bovinos de leite tem-se constatado
melhoria da producéo, porém a endogamia pode ser um problema, tendo em vista
os efeitos da depressao endogamica, que além de reduzir a variabilidade genética,
esta associada com o aumento do risco de genes deletérios recessivos que
causam doencas letais (KRISTENSEN; SORENSEN, 2005). Portanto, é
necessario monitorar a endogamia e conhecer a estrutura genética e diversidade
de racas, pois as populacdes sob selecéo s6 tém aumentado (GUTIERREZ et al.,
2003).

2.7.3 Heterozigosidade

A heterozigosidade é um importante parametro sobre a diversidade
genética em uma populacédo, pois valores baixos de heterozigosidade podem ser
indicio de “gargalo” ou de baixo fluxo génico, o que pode ocorrer em rebanhos
fechados. A alta heterozigosidade € indicio de alta variabilidade genética na
populacdo (TORO; VILLANUEVA; FERNANDEZ, 2014). Além disso, h4 uma
relagcéo direta entre o aumento da endogamia e a diminui¢gdo da heterozigose para
um dado locos em uma populacéao fechada, ndo selecionada e de tamanho finito
(WRIGHT, 1931).
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A heterozigosidade é definida como a proporcdo de gendtipos diploides
constituidos por dois alelos distintos. A heterozigosidade se apresenta
inversamente proporcional a herdabilidade, sendo assim, quanto maior a
heterozigosidade, maior o efeito de dominancia e menor o efeito aditivo. Pode ser
utilizada como uma ferramenta rapida de melhoramento em caracteristicas de
baixa herdabilidade, como as caracteristicas reprodutivas.

A heterozigosidade é méaxima em cruzamento de racas puras. O
cruzamento de Bos taurus taurus x Bos taurus indicus tem se destacado em
rentabilidade em sistemas de producéo no Brasil devido a presenca de heterose
significativa para as caracteristicas economicamente importantes, como leite,
rendimento, eficiéncia reprodutiva, longevidade produtiva e capacidade de
sobrevivéncia (MADALENA et al., 1990). A reducdo da heterozigosidade esta
relacionada com os efeitos da endogamia, fatores como deriva genética e
diferenciacdo genética entre as populagdes.

Nas andlises de heterozigosidade sao utilizadas informacdes de
heterozigosidade esperada em vez de heterozigosidade observada, pois a
esperada € calculada com base nas frequéncias alélicas dos SNP, permitindo
assim, fazer inferéncia sobre a diversidade genética da populacéo, diferentemente
da heterozigosidade observada, que é a proporcao de individuos heterozigotos
em determinado locos em relacdo ao numero total de individuos.

De acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg, a heterozogosidade
observada menor que a esperada (Ho < He) é indicativo de fixacdo de alelos ou
alta endogamia, sendo que o oposto (Ho > He) é indicio de alta variabilidade
genética pelo maior fluxo génico nos rebanhos. Se a populacdo estiver em
Equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores de He e Ho serdo proximos. A maioria
das mutacBes novas sao perdidas, mesmo as que sao favoraveis ao aumento da
plasticidade das populagbes e as poucas mutacdes que se mantém na primeira
geracédo tém probabilidade de se fixar (HARTL; CLARK, 2010). A probabilidade de

. ~ . . ~ , . 1
fixacdo de genes na primeira geracao € conhecida, sendo Pyt sendo N o tamanho

da populacdo (GRIFFITHS et al.,, 2015). Entdo, quanto maior o tamanho da

populacdo, menor a taxa de fixacdo de alelos na primeira geragao por mutacao.
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2.7.4 Desequilibrio de ligagéo (LD)

Compreendido como uma associacao nao aleatéria de alelos em dois ou
mais loci, o LD é uma informacédo importante na biologia evolutiva, pois muitos
fatores o afetam e sédo afetados por ele, além de fornecer informacdes sobre
eventos passados. O estudo de LD na populacdo permite a identificacdo e
mapeamento dos QTL, pois pode ocorrer associacdes entre o SNP e o QTL
(GODDARD, 1991; CAVALLI-SFORZA; FELDMAN, 2003). Ao longo do genoma,
o LD reflete a histéria da populagéo, o sistema de criacdo e o padréo de subdivisdo
geografica (SLATKIN, 2008). O LD em cada regido gendmica reflete a histéria de
selecdo de genes, mutacao e outras forcas que afetam a evolucdo da frequéncia
dos genes.

O estudo do LD pode proporcionar melhor entendimento da arquitetura
genbmica e da estrutura histérica da populacdo (HAYES et al., 2009), além de ser
relacionada com o tamanho da populacéo efetiva e fornecer informacdes sobre a
diversidade genética das populacdes (BIEGELMEYER et al., 2016). Sendo assim,
0 sucesso do mapeamento das regides em LD depende do equilibrio apropriado
entre a extensdo do LD e a densidade dos SNP (SARGOLZAEI et al., 2008). Além
disso, o entendimento do padrédo de LD nas populacdes € fundamental para
determinar a densidade dos SNP necessaria para se obter acuracia no GWAS e
selecdo gendmica (BIEGELMEYER et al., 2016).

A selecdo cria um estado de desequilibrio de ligacdo e a recombinacao
genética tende a restaurar o equilibrio de ligacéo (associacao aleatéria de genes
nos gametas), sendo que a taxa de recombinacao é correlacionada com a taxa de
mutacdo. Desse modo, as regibes de reduzida recombinacdo tém menos
mutacBes (HARTL; CLARK, 2010). Os fatores que afetam o LD entre um par
particular de loci ou em uma regido gendmica sdo taxas de recombinacdo e
numero de geracgdes (7), reducdo do tamanho efetivo da populacéo, processos
naturais de deriva genética e cruzamento de popula¢gbes distantes, alterando,
assim, a extensao e variacdo do LD (HARTL; CLARK, 2010; O'BRIEN et al., 2014).

LD = (1 —=71)t * LD, (7)
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Em que, LD é medido em uma geracao, LD, é o LD inicial; t € o nimero de
geracOes de cruzamento ao acaso; r € a taxa de recombinacéo, variando de 0 a
0,5. O LD decairéa rapidamente tendendo a zero se nenhum outro processo além
da recombinacao estiver agindo na populagédo. Se a taxa de r for pequena, o LD
decaira lentamente.

O nivel de LD é estimado a partir das frequéncias de alelos e de haplétipos
em uma amostra. A definicdo do coeficiente de LD entre dois SNP pode ser
realizada pelo r? (8), variando entre 0 e 1, como definido a seguir (HILL;
ROBERTSON, 1968; HARTL; CLARK, 2010), ou ainda por D’ (9). O r? tem a
vantagem de ser uma medida mais precisa e exigir menor tamanho da amostra
para detectar a associacdo entre um QTL e um SNP (O’BRIEN et al., 2014;
PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001).

2 _ (freq.ABxfreq.ab—freq.Abxfreq.aB)? @)
- freq.Axfreq.axfreq.Bxfreq.b

r

Em que, freq.A, freq.a, freq.B, freq.b séo as frequéncias dos alelos A,
a, B e b, respectivamente, e freq.AB, freq.ab, freq.Ab e freq.aB sao as
frequéncia dos haplétipos AB, ab, Ab e aB na populacao, respectivamente.

Se dois loci sdo independentes, a frequéncia esperada do haplétipo AB, por
exemplo, é calculada pelo produto entre freq.A e freq.B. Se a freq.AB
observada for maior ou menor que o valor esperado, isso indica que esses dois
loci tendem a segregar juntos e estdao em LD. Quando a taxa de recombinacéo é
maxima, 0,5 em loci de cromossomos diferentes, o decaimento de LD (decay) sera
rapido. Em novas populacdes, ha maior extenséo de LD, ou seja, maior distancia
observada entre dois loci em desequilibrio, qguando comparado com populacdes
formadas ha mais tempo. Em loci separados por longas distancias, o nimero de
geracbes necessarias para atingir o equilibrio € muito menor e o LD sera

guebrado.

D" = Pyp — (Py * Pp) 9)
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Em que, D’ é desequilibrio de ligacao; P, € a frequéncia do haplotipos; P, *
Py é o produto das frequéncias dos dois alelos A e B.

As medidas mais comumente empregadas para calcular o LD sédo D'
(LEWONTIN, 1964), r2 (HILL; ROBERTSON, 1968) e o X? padronizado
(YAMAZAKI, 1977). No caso do marcadores bialélico, os dois ultimos séo
equivalentes. Embora D' tenha sido comumente utilizado em estudos de LD em
bovinos, esta medida tende a ser tendenciosa nos casos de pequenos tamanhos
de amostras e marcadores com baixas frequéncias alélicas (SARGOLZAEI et al.,
2008). Em simulacdes realizadas (ZHAO; NETTLETON; DEKKERS, 2007), o D’
superestimou a quantidade de LD para marcadores bialélicos, portanto r2 seria o
preditor mais adequado para estimar LD.

No momento ha pouco conhecimento sobre o LD do bovino Gir brasileiro,
informacéo de grande importancia para determinacdo do melhoramento da raca

no pais.

2.7.5 Tamanho efetivo populacional (Ne)

A preocupacao com as perdas econdmicas relacionadas com o fenbmeno
da depressao endogéamica, definido como declinio do valor fenotipico de uma
caracteristica (FALCONER; MACKAY, 1996) e a diminuicdo da variabilidade
genética, € de grande interesse e tem conduzido a estudos sobre a estrutura da
populacdo envolvendo os parametros populacionais. A distribuicdo e quantidade
da variancia genética dentro de populacées dependem nédo s6 do tamanho real ou
namero total de individuos da populacdo, mas do tamanho da populacédo
geneticamente efetiva (Ne ), sempre de menor tamanho que a populacao real.

Para o Ne sdo considerados o numero de individuos que irdo contribuir com
a manutencédo da diversidade genetica para a geracéo seguinte. Este nimero de
individuos sdo aqueles que de fato dao origem a variacdo da amostragem
calculada ou ainda a taxa de endogamia (FALCONER; MACKAY, 1996). O Ne é
um parametro populacional que auxilia o entendimento sobre a evolugdo,
expanséo ou reducao da populacdo e no entendimento da estrutrura populacional.

Por meio do conhecimento de Ne é possivel predizer a taxa de reducdo da

variabilidade genética em uma populacéo isolada e o tempo necessario para que
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essa variacao reduzida se torne uma ameaca a variabilidade genética. O tamanho
efetivo da populacédo é diretamente afetado por fatores genéticos, como selecao,
mutacédo, deriva, migracdo e acasalamentos nédo aleatorios, além de fatores néo
genéticos.

Ha diversas maneiras de calcular Ne (RELETHFORD, 2012):
0] Considerando-se 0 numero de geracdes, uma maneira de calcular é por

meio da média harmonica:

()

Em que, para 1/N séo somados todos os individuos da geragéo; t € nimero

de geracdes. Dessa forma sédo considerados mudancas no tamanho da populagéo

(N) ao longo das geracoes.

(i) Considerando-se a fertilidade. Uma suposicdo simplificada realizada,
considerando a deriva genética, é que a variacdo do numero de descendentes é
aleatoria.

4N —4

Ne =
Ty

Em que, N € o tamanho da populacdo em acasalamento; V € a variancia no

ndmero de filhos.

iii) Em razéo do sexo. Se a populacao reprodutiva consiste de Nm machos e

Nf fémeas, o tamanho efetivo populacional sera:

__ 4NmNf
- Nm + Nf

Ne
A perda de heterozigosidade por geracdo sera ¥2 N, em que N é 0 numero
de individuos de uma populagdo. O Ne também determina a taxa de deriva

genética. Por exemplo, um Ne < 20 significa que menos de 20% dos machos
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acasalaram com todas as fémeas. O menor Ne sugere baixa diversidade genética,

0 que representa uma preocupacao para a viabilidade das espécies.

iv) Em razdo do LD. O LD pode ser usado para estimar Ne se a taxa de
recombinacédo € conhecida (HAYES et al., 2003). O LD em grandes distancias de
recombinacdo estima com maior precisdo o Ne em um passado recente, quando
0 LD é comparado em distancias curtas de recombinagéo.

Usar LD em vez da homozigose de marcador individual tem a vantagem de
a taxa de recombinacao ser mais controlavel do que a taxa de mutacéo, entdo o
Ne mais recente pode ser estimado, pois as taxas de recombinacdo podem ser

muito maiores do que as taxas de mutacdo (HAYES et al., 2003).

Em que, ¢ é a distancia média de recombinacéo e r?* é igual a r? em todos
os pares de SNP em dado alcance de c, distancia do marcador em Morgans, em
que 1 Morgan é igual a 100.000.000 pares de bases). Dado que 1 centimorgan
(cM) é igual a 1 megabase (Mb), a média de r? é calculada em pares de base (pb)
para todos os SNP e convertida em Mb, multiplicando r? por 1x10.

Em 2009, no projeto consorciado para estudos do genoma completo de
bovinos foi constatado que o Ne recente tem diminuido para todas as racas, como
consequéncia do fenbmeno denominado “gargalo”, em que ha a reducdo do
numero de fundadores devido a domesticacéo, formacao de racas e selecao para
producdo. Apesar do declinio do Ne, entre os subgrupos taurinos e zebuinos a
diversidade néo € considerada baixa (ELSIK et al., 2009).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Dados gendmicos

Os dados genbmicos deste estudo foram cedidos pela Embrapa Gado de

Leite, situada em Juiz de Fora, Minas Gerais e pertencem ao projeto “Selecao
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gendmica de racgas leiteiras no Brasil”. As analises foram realizadas utilizando
informacdes gendmicas de duas geracbes de 2.279 bovinos da raca Gir
genotipados com painel de alta densidade, sendo 601 touros genotipados com o
painel 777K SNP, considerando o mapa BovineHD BeadChip, e 1.678 vacas
genotipadas com o painel 50K SNP, considerando o mapa BovineSNP50
BeadChip versdo 2, ambos genotipados pela plataforma lllumina (ILLUMINA,
2009).

Para a genotipagem foram escolhidos todos os touros que participam ou
participaram do teste de progénie ou pré-teste e que possuiam DNA disponivel
para as analises. Para a genotipagem das vacas foram escolhidas aquelas que
possuiam DNA disponivel, registros de lactacéo e, preferencialmente, oriundas de

fazendas com maior niUmero de animais.

3.2 Controle de qualidade

A edicéo dos dados foi realizada por meio do software estatistico R verséo
3.3.1 (R CORE TEAM, 2016), sendo considerados para as analises somente SNP
em cromossomos autossémicos e SNP com posicdo conhecida no mapa
UMD _3.1 bovine assembly (ZIMIN et al., 2009).

Para o controle de qualidade dos gendtipos foram excluidos os SNP com
call rate inferior a 0,95 e genotype calling score (GC score) inferior a 0,85. Além
disso, foram excluidos os SNP com frequéncia do alelo raro (MAF) menor que 1%,
SNP monomoérficos e sem posi¢cdo no genoma. Foram considerados os pruning
de SNP (SNP redundantes) por meio de uma correlacdo de Pearson para evitar
superestimacao das correlacdes entre os marcadores, baseados na proporcao de
alelos idénticos por estado (IBS, do inglés Identical by State), sendo eliminados
aqueles com correlagao acima de 98%.

Para o controle de qualidade das amostras foram excluidos animais com
call rate inferior a 0,90 e desvios de heterozigosidade com mais ou menos trés
desvios-padrbes em relagdo a heterozigose média esperada. Apés o controle de
gualidade permaneceram no arquivo informac¢des de 1.987 animais, sendo 525
touros nascidos entre 1960 e 2012 e 1.462 fémeas nascidas entre 1982 e 2006,
provenientes em 154 fazendas (Apéndice 1) de diferentes regides do Brasil. Foram
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utilizados apenas SNP em comum entre os painéis HD e 50K SNP, em um total
de 21.727 SNP.

3.3 Analise dos dados genémicos

3.3.1 Matriz de distancia genética

Para a obtencdo agrupamentos genéticos entre os individuos e dos
componentes principais, por meio de informacdes de SNP, foram realizados os
seguintes passos:

() Identificacéo dos alelos IBS a cada par de SNP,

(if) Célculo da distancia genética entre individuos,

(i) Calculo do coeficiente de similaridade e dissimilaridade,

(iv) Técnicas de agrupamento e andlise de componentes principais,

(v) Calculo do coeficiente de correlacdo cofenética.

O célculo do numero total de alelos idénticos por estado (IBS) para todos
os pares de todos os SNP bialélicos foi realizado por meio do software estatistico
R (R CORE TEAM, 2016), pacote “snpStats”, fungcdo “IBScount”. A fungéo
“IBSdist”, do mesmo pacote e software, transforma a matriz de distancia
Euclidiana em uma matriz de distancias genéticas e os menores valores da matriz
agrupam os individuos, reduzindo assim, o nimero de dimensdes dos dados pela

reunido de pares semelhantes.

3.3.2 Andlise de agrupamento

A determinacdo do numero de agrupamentos ou cluster foi realizada
utilizando a distancia genética entre os individuos obtida por meio dos painéis de
SNP reduzidos a 21K SNP. Trés métodos foram utilizados para a clusterizagao:
Método Ward (soma de quadrados dentro dos cluster), Método de Elbow e Método
de Silhouette, por meio do algoritmo k-means implementados pelo software
estatistico R (R CORE TEAM, 2016). O pacote “factoextra” foi utilizado nas

analises de agrupamento para verificar subestruturas na populacéo.
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3.3.3 Analise de componentes principais (PCA)

A PCA foi utilizada para investigar a estrutura da populacdo estudada a
partir da matriz de distancias genéticas entre os individuos. A analise foi realizada
por meio da fungao “prcomp” do software estatistico R (R CORE TEAM, 2016),
com o objetivo de estimar o grau de diferenciacdo populacional (PATTERSON;
PRICE; REICH, 2006). Nao houve a necessidade de padronizag&o dos dados, que
pode ser feita com média zero e varidncia um, ou com variancia um e qualquer
meédia, pois as unidades de medidas das variaveis observadas sdo as mesmas.

Os componentes principais foram gerados a partir da matriz de correlacdes
dos dados, variancias e covariancias (Figura 2). Por meio da decomposicao
espectral, autovalores e autovetores foram gerados. Os autovalores estéo
relacionados com o comprimento e a variagdo dos componentes principais.
Associado a cada autovalor existe um vetor denominado autovetor, que esta
associado a intensidade e direcdo. Os vetores sdo fatores de ponderacédo (ou
escores) e sentido da contribuicdo das variaveis originais em cada componente

principal.

I Matriz genémica ]

[ Matriz de variancias e covariancias genéticas ]

[ Autovalores Autovetores |

Analise de cbmponentes '
principais

Correlacao dos
componentes principais e
dados originais

| Gra‘ﬁcos |

Figura 2. Etapas utilizadas para a analise de componentes principais.
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Para a caracterizacdo dos vinte touros que mais e menos contribuiram para
a variancia dos componentes principais, buscou-se informacdes sobre o nimero
de filhos genotipados, idades, cluster, PTA (do inglés Predicted Transmiting
Hability, habilidade prevista de transmissao) para producao de leite ajustado para
305 dias e STA (do inglés Standandized Transmiting Hability, capacidade prevista
padronizada) das caracteristicas de conformacdo do sistema mamario,
informacgdes utilizadas para complementar a discussdo dos resultados deste
estudo (Apéndices 2 e 3).

A PTA é uma estimativa do potencial genético de um touro para a
caracteristica de producao ou de tipo, que podera ser transmitida a sua progénie
em comparacio com a base genética (SANTOS; CORREA, 2000). Desta forma,
€ uma medida do desempenho esperado das filhas do touro em relacao a média
genética da populagdo (PANETTO et al., 2016), gerada pelas avaliagBes dos teste
de progénie dos touros leiteiros e deve serutilizada para auxiliar na selecéo e
descarte de animais. Para tornar as diferentes caracteristicas de producéo e de
tipo comparaveis, esses indices estimados sao padronizados (STA), dividindo-se
a PTA do touro pelo desvio-padréo da PTA da caracteristica obtida para todos os
touros avaliados.

A partir da PCA, os touros foram selecionados por meio de um ranking
considerando um indice ponderado para os trés primeiros componentes principais,
de acordo com a proporgédo na contribuicdo da variancia de cada componente
principal na variancia total. Os valores dos componentes principais s&o
independentes do sinal (positivo ou negativo), que indica a direcdo dos
componentes principais em um espaco p-dimensional. A indicacdo do sinal nao
tem efeito na avaliagdo da variagdo dos componentes principais (JAMES et al.,
2013), que séo avaliados apenas pela sua magnitude.

Em adic&o, dois touros importados da india, “Naidu Imp”, nascido em 1960,
e “Gaiolado DC”, nascido em 1977, foram prospectados pela sua importancia na
contribuicdo da variancia dos componentes principais. Esses touros séo parte da

populacéo base e suas progénies séo parte da populacéo base de outros plantéis.
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3.3.4 Parametros populacionais

Neste estudo os parametros populacionais foram obtidos a partir de
informagdes gendomicas de: matriz de parentesco gendmico, coeficiente de
endogamia, heterozigosidade esperada e observada, desequilibrio de ligacdo e
tamanho efetivo populacional. Para isso, foram consideradas informacdes do
painel de SNP 21K SNP e ndo foram incluidas as informacdes de registros de

pedigree.
e Parentesco gendmico

A matriz de parentesco genémico (H ou GRM, do inglés Genomic
Relationship Matrix), foi calculada por meio do software estatistico R (R CORE
TEAM, 2016), pacote “BGLR”, em que se aplica modelo de regressao bayesiana
paramétrica. A representacao grafica da matriz de parentesco foi obtida por meio
do pacote “pheatmap” (KOLDE, 2016) do mesmo software. Na diagonal da matriz
foram representadas estimativas dos coeficientes de parentesco gendmico dos
individuos com eles mesmos, ou seja, endogamia, e fora da diagonal, estimativas
do parentesco genémico para os todos os pares de individuos. Os dendogramas
nos limites da matriz agruparam o0s animais de acordo com 0 parentesco
gendmico.

Por meio do teste de Smith — Satterthwaite (10) foi possivel verificar diferenca
significativa entre a distribuicdo da probabilidade dos individuos dos diferentes

cluster.

PR G D (e ) (10)

/s,zc/nx+532,/ny

Em que, sob Ho verdadeira (u, = p, = 0), t aproxima-se do teste t de Student,
tal que ¥ e y sdo as médias dos subgrupos, s? e s§ sdo as variancias dos

subgrupos, n, e n, sdo os tamanhos das amostras dos subgrupos populacionais.
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e Heterozigosidade

A heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) foram calculadas por
meio da funcdo “hardy” para cada SNP bialélico do programa PLINK v.1.9
(PURCELL et al., 2007). A Ho é calculada pela contagem da frequéncia de

genotipos (11) e a He é calculada pela frequéncia de alélica, 2pq.

Ho = (N(NM) — O(Hom))/N(NM) (11)

Em que, N(NM) € o numero total de gendtipos nado perdidos, O(Hom) é o

genadtipo homozigoto observado.

e Coeficiente de endogamia

O coeficiente de endogamia gendémico (F) foi estimado por meio da fungéo
“het” do programa PLINK v.1.9 (PURCELL et al., 2007), em que se utiliza a
contagem de gendtipos homozigotos autossomos esperados e observados. Os
valores de F estimados fortemente negativos, com taxas de homozigotos mais
baixas que o esperado, podem indicar contaminacdo de amostra (PURCELL et
al., 2007), sendo considerados apenas valores dentro de dois e meio desvios-
padrao (|F| < 0,10), variando de 0 a 1 (12):

(homozigoto observado —homozigoto esperado)
F= (12)

(total de SNP—homozigoto esperado)

Para o calculo da frequéncia de animais endogamicos e de coeficiente de
endogamia foram considerados seis possiveis valores de F (0,05, 0,01, 0,02, 0,03,
0,04, 0,05) e de N% (0,50, 1,00, 5,00, 10,00, 25,00, 50,00), respectivamente. Duas
formas de calcular por meio da Distribuicdo de Qui-Quadrado (Tabela 1V) (13)
foram utilizadas: (i) fixando valores de endogamia (F) para obter a porcentagem
de animais endogamicos (x) e (ii) fixando a probabilidade da porcentagem da

animais (N%) para obter os valores de endogamia (e).
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1-P(X2<x) (13)

Em que, a probabilidade (P) é calculada considerando que o valor X2 (valor

tabelado) € menor ou igual aos valores especificados de endogamia (x).

e Desequilibrio de ligacéo (LD)

A extensdo do LD foi mensurada para todos os pares de SNP com tamanho
de janela de 50 Mb, por meio do coeficiente r?> com frequéncia alélica padronizada
(HILL; ROBERTSON, 1968). Por meio da fungdo “r?” do programa PLINK v.1.9
(PURCELL et al., 2007), correlagbes da contagem de alelos variantes foram
calculados para cada par de SNP adjacente bialélico.

Para analisar o decaimento de LD (decay), os pares de SNP foram
classificados em classes com intervalos baseados na distancia fisica entre os
marcadores. A representacao gréafica do decaimento de LD em fun¢édo do aumento
das distancias entre os marcadores foi obtida por meio do software estatistico R
(R CORE TEAM, 2016). A distancia de 100 Kb foi adotada para calculo de média
de r2,

e Tamanho efetivo populacional (Ne)

O Ne foi estimado em razéo do LD (14) por meio do software estatistico R
(R CORE TEAM, 2016), em que c € a distancia média de recombinacéo e r?* é o
r? médio em todos os pares de SNP em dado alcance de c. Dado que 1
centimorgan (cM) é igual a 1 megabase (Mb), a média de r? calculada em pares
de bases (pb) para todos os SNP foi convertida em Mb (dividida por 1x10°) e
depois convertida em cM (dividida por 1x102).

(14)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise descritiva dos SNP (Tabela 1), os tamanhos dos cromossomos
foram obtidos por meio da plataforma do National Center for Biotechnology
Information (NCBI, 2017). Observou-se maior numero de SNP no cromossomo 1,
o0 de maior tamanho, sendo que a densidade de SNP variou entre o0s
cromossomos, de 375 a 1.498 SNP. A média de MAF por cromossomo variou de
0,1682 a 0,1938, sendo que o0 cromossomo 5 apresentou a maior meédia (Tabela
1).

Tabela 1. Andlise descritiva dos marcadores com base nos cromossomos

CHR? Tamanho CHR? n° SNP/CHR3 % SNP/CHR* MAF >
1 161,11 1498 6,89 0,1706
2 140,68 1144 5,26 0,1743
3 127,87 1007 4,63 0,1826
4 124,43 1027 4,73 0,1752
5 125,64 852 3,92 0,1938
6 122,65 1246 5,74 0,1892
7 111,95 919 4,23 0,1739
8 116,94 1024 4,71 0,1690
9 108,10 924 4,25 0,1853
10 106,31 919 4,23 0,1711
11 110,26 927 4,27 0,1834
12 85,44 708 3,26 0,1682
13 84,43 719 3,31 0,1883
14 81,41 758 3,49 0,1850
15 84,80 682 3,14 0,1855
16 77,91 744 3,43 0,1731
17 76,52 660 3,04 0,1809
18 65,95 554 2,55 0,1816
19 65,32 539 2,48 0,1755
20 75,86 676 3,11 0,1753
21 69,31 571 2,63 0,1798
22 61,89 557 2,56 0,1878
23 53,33 455 2,09 0,1892
24 65,02 564 2,59 0,1732
25 44,04 375 1,73 0,1900
26 51,86 450 2,07 0,1803
27 48,75 420 1,93 0,1879
28 46,11 400 1,84 0,1880
29 52,13 410 1,89 0,1732

1Cromossomo, 2Tamanho do cromossomo, em megabases (Mb), 3NUmero de
SNP por cromossomo, “Porcentagem de SNP por cromossomo, °Média da
frequéncia do alelo raro (MAF) por cromossomo.
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e Analise de agrupamento

Nas analises de agrupamento utilizando o painel de 21K SNP foi possivel
identificar estrutura populacional (Figura 3), pois as analises utilizando poucos
SNP podera prejudicar a deteccédo de cluster na populacdo (VENTURA et al.,
2016).

Pelo método de Ward, ou método da soma de quadrados dentro de cluster
(SQD), houve a minimizacado da soma de quadrados dentro dos agrupamentos a
cada loop, pela combinacéo dos dados (Figura 3a). O método de Elbow avaliou a
porcentagem da variancia explicada em funcdo do nimero de agrupamentos e,
guando o acréscimo de um novo grupo deixou de ser relevante, a trajetoria entrou
em movimento retilineo, pois a diferenca entre os dados foi quase insignificante
(Figura 3b). O método de Silhouette mede a qualidade de cada objeto por meio de
um grau de confianca, e o apice no grafico indicou o numero 6timo de cluster
(Figura 3c), ou seja, quanto mais proximo de 1, mais proximo ao numero provavel

de agrupamento.

Nos métodos de Ward e Elbow, quando a populacéo foi dividida em até 4
grupos, ou seja, em 2, 3 e 4, as SQD apresentaram diferencas maiores (Figura 2).
Quando a populagéo foi dividida de quatro a 10 grupos, as mudancas nas SQD se
estabilizaram, sugerindo que a melhor escolha para a divisdo da populacéo foi de
guatro grupos. Sendo assim, nas analises genémicas como selecao e associagao,
deve-se levar em conta esses agrupamentos.

O método de Ward considera em suas analises os cluster que tém
tamanhos diferentes, mas ainda assim, as trajetorias dos dois métodos foram
parecidas. Apesar de serem analises subjetivas, por estarem sujeitas a
interpretacdes dos graficos, todas apontaram para o0 mesmo resultado (Figura 3).
Portanto, quatro € o numero provavel de cluster.

Os agrupamentos genéticos sdo compostos por 237, 287, 474 e 989
animais nos cluster 1, 2, 3 e 4, respectivamente, em um total de 1.987 animais. As
variancias dos trés primeiros componentes dentro de cada cluster foram baixas,
préximas de zero (Tabela 2), ou seja, as distancias genéticas dos individuos
dentro de cada cluster foram pequenas, sendo maior para o cluster 3 no primeiro

componente principal, aquele de maior variancia. Entdo, o cluster 3 foi o
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agrupamento genético que mais se destacou dos demais, com maior

dissimilaridade genética em relacdo aos demais agrupamentos genéticos.
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Figura 3. Determinagdo do numero 6timo de cluster obtidos pelos Métodos de
Ward (a), Elbow (b), pela minimizagdo da soma de quadrados, e
Silhouette (c), pelo maior grau de ajuste.
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O coeficiente de correlacdo cofenética, calculado com base nas distancias
genéticas e agrupamentos dos animais, foi equivalente a 0,66, indicando
moderada-alta qualidade dos agrupamentos, de acordo com a metodologia
utilizada (SOKAL; ROHLF, 1962).

Tabela 2. Variancias das distancias genéticas dos individuos dos cluster 1, 2, 3 e
4 nos trés primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3)

PC1 PC2 PC3
Cluster 1 3x10° 1x10* 2x10*
Cluster 2 5x10° 8 x107° 2,4 x10°
Cluster 3 1,5x 10% 3,8x10° 51x10°
Cluster 4 2,3x10° 3x10° 3,6 x10°

Nas projecdes do dendograma (Figura 4) observou-se as relacdes
genéticas entre os quatro agrupamentos. Na analise de componentes principais
foi possivel observar a relacao da distancia genética com os trés primeiros eixos
na nova dimensionalidade dos dados. O cluster 2, de coloracao verde, contém o0s
animais com maior influéncia sobre o primeiro componente e o cluster 3, de
coloracédo azul, sobre o segundo componente. Os animais do cluster 3 foram
aqueles com menor distancia genética do cluster 4 e os animais dos cluster 1 e 2
foram os mais distantes geneticamente do cluster 4.

A média da distancia genética obtida por IBS foi 0,2563, valor proximo aos
encontrados na literatura para bovinos africanos Bonsmara (0,24), Angus e
Holandés (0,25) (MAKINA et al., 2014). Sendo assim, em média, a dissimilaridade
genética dos individuos é de aproximadamente 26%, entdo esses individuos
compartilham entre si cerca de 74% dos SNP. A diferenciacdo genética de 26% é
0 que diverge um individuo do outro e essa diferenca pode ser atribuida a
diferentes ancestrais, animais que fizeram parte da populacdo base, a selecéo,
gue pode ter favorecido alguns grupos de alelos para um grupo de individuos, ou
ainda devido as mutacdes causais.

As distancias genéticas séo reflexo da variabilidade genética na populacao,
0 que permite que os programas de melhoramento apresentem alternativas para
as mudancas nos objetivos de selecao, dado que a populagéo possui diversidade

genética.
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Figura 4. Dendograma da matriz de distancia genética de alelos compartilhados
colorido para os diferentes cluster.

Nas projecdes das distancias genéticas dos individuos nos componentes
principais apresentadas pelas coordenadas rotacionadas em 3D (Figura 5) ha
quatro agrupamentos genéticos destacados, representados nesta populacao,
sendo possivel observar a formacédo de uma piramide a partir da distribuicdo das
distancias genéticas, sendo as arestas da piramide os diferentes agrupamentos
genéticos, definidos como linhagens. A formacdo dos agrupamentos pode ser
atribuida a origem dos progenitores com constituicdes genéticas distintas, embora
sejam da mesma raca.

O uso intensivo dos mesmos reprodutores pode também ter contribuido
para a formacdo dos diferentes cluster. A escolha dos progenitores pode ter
causado os diferentes direcionamentos na estrutura da populagéo, pois 0s touros
com adequado desempenho para atender os objetivos de sele¢cdo em testes de
progénie sdo provavelmente os mais procurados nas centrais de inseminacgao
artificial.

Portanto, para a manutencao da variabilidade genética em futuras geracdes
de bovinos leiteiros da raga Gir, deve-se investir em estratégias de acasalamento
gue reduzam a endogamia e que ndo haja o uso macico de apenas alguns
reprodutores de alto valor genético (REIS FILHO et al., 2010). A utilizacdo em

larga escala de poucos touros incrementa o intervalo de geracéo e a variancia do
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tamanho da familia, que € uma das principais causas da diminuicdo do tamanho
efetivo da populacédo (FALCONER; MACKAY, 1996).
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Figura 5. Projecdo dos individuos em 3D, considerando os trés primeiros
componentes principais (PC1, PC2, PC3) em duas faces, anterior (a)
e esquerda (b), coloridas para os diferentes cluster, e os touros mais
influentes na variancia dos componentes principais, enumerados.
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A utilizacdo em conjunto dos resultados das analises de agrupamento nas
predicbes genbmicas podera construir os grupos de animais de forma mais
eficiente para as analises (VENTURA et al., 2016), sendo que a distribuicdo dos
animais nos grupos de treinamento e validacdo abrangeria todos 0s grupos
genéticos de individuos da populagéo estudada.

e Anélise dos componentes principais (PCA)

Por meio das relac6es dos individuos com os componentes principais foi
possivel observar a variabilidade genética da populacéo (Figura 5). Os individuos
do cluster 4 estdo mais proximos dos eixos zero dos trés componentes principais,
portanto sdo os que menos influenciaram na variancia dos componentes
principais. O cluster 4 contém alguns animais da populacdo base do Gir, como 0s
importados, que sao 0s touros mais antigos desta populacdo. Conforme os
animais foram utilizados na reproducédo, houve aumento da variabilidade genética
entre grupos e essa dispersdo do material genético determinou as diferentes
linhagens leiteiras.

O primeiro componente principal (PC1) explicou 19,8% da variancia das
distancias genéticas e o segundo componente principal (PC2) explicou 13,0%
(Figura 6). Os trés primeiros componentes principais foram escolhidos para
realizacdo das demais analises por somarem grande parte da variacdo dos dados
(42,4%).

Na projecdo dos dois primeiros componentes principais (Figura 6) é
possivel observar a distribuicdo dos animais em uma nova dimensionalidade das
distancias genéticas e que estas ocupam 0s quatro quadrantes subdivididos no
espaco amostral 2D. A distribuicdo dos dados no espaco bidimensional e a
proporcao da variancia explicada pelos trés componentes principas sao indicativo
de que a amostra da populacdo escolhida para ser genotipada, ou seja, 0
delineamento para a genotipagem dos animais foi suficiente para se conhecer os
agrupamentos genéticos nessa populacdo, considerando que o0s touros
escolhidos para genotipagem participam ou participaram do teste de progénie.
Sendo assim, séo touros amplamente disseminados na populagédo e com menor

parentesco entre si.
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Figura 6. Proporcdo das variancias dos dez primeiros componentes principais
(barras) e proporcédo da variancia acumulada de todos os componentes
principais (linha continua).

Em um plano espacial 2D observou-se a contribuicdo genética dos animais
na variancia dos dois primeiros componentes principais (Figura 7). Os animais
concentrados em torno dos eixos zero dos dois primeiros componentes principais

sdo agueles que possuem menor contribuicdo na variancia dos componentes

principais.
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Figura 7. Projecdo das distancias genéticas dos individuos nos dois primeiros
componentes principais.
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Os individuos que estdo nos extremos da distribuicdo sdo os animais de
maior contribuicdo na variancia dos componentes principais (Figura 8). Os animais
mais influentes na variancia dos componentes principais sdo aqueles mais
distantes dos eixos zero dos dois primeiros componentes principais, coloridos de

tonalidade azul claro para melhor visualizacéo.
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Figura 8. Projecao das variancias das distancias genéticas dos individuos nos
dois primeiros componentes principais coloridos considerando a
contribuicao individual.

Considerando as 154 fazendas (Apéndice 1) do arquivo de dados €é possivel
verificar que as distancias genéticas entre os animais estdo bem distribuidas nas
diferentes propriedades, evidenciadas pela distribuicdo da variancia por fazenda
no espaco tridimensional (Figura 9). Ndo houve formacédo de um agrupamento
com uma unica coloracao, o que evidencia o fluxo génico nas diferentes fazendas.
Ou seja, a formacéo dos cluster ndo estd associada com o agrupamento genético
formado em uma propriedade, mas pelo uso dos descendentes dos mesmos
reprodutores. Sendo assim, os cluster sdo formados por individuos de diversas

fazendas e nas fazendas ha individuos de varios cluster.
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Figura 9. Projecdo dos individuos nos trés primeiros componentes principais em
3D considerando as diferentes fazendas, identificadas por diferentes
coloracoes.

Os vinte touros mais influentes em relacdo a variancia dos componentes
principais, que representam 1% da populacéo total, e as suas variancias genéticas
estao bem distribuidos nas coordenadas dos componentes principais (Figura 10a).
Estes touros mais influentes na varidncia dos componentes principais estéo
presentes nos extremos das projecdes (Figuras 5 e 10a), com as maiores
magnitudes para o primeiro e segundo componentes principais.

Os vinte touros mais influentes nasceram entre os anos 1981 e 2006, sendo
que o touro mais influente (“Benfeitor Raposo da CAL”) (Apéndice 4) é o mais
distante geneticamente dos demais representados na projecéo, contribuindo com
mais de 2%, 8% e 8% na variancia do primeiro, segundo e terceiro componentes
principais, respectivamente.

O segundo touro mais influente na variancia dos componentes principais
(“Caju de Brasilia”) é o segundo mais velho entre os vinte, contribuindo com mais
de 6% na variancia do primeiro componente principal e 2% na variancia do
segundo componente principal. O seu progenitor (“Vale Ouro de Brasilia”) € o

touro mais velho entre os vinte e o terceiro mais influente na variancia dos
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componentes principais, com contribuicdo semelhante a de seu filho
anteriormente citado (Apéndice 4).
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Figura 10. Projecdo dos vinte touros mais (a) e menos (b) influentes na variancia
dos dois primeiros componentes principais.

Os trés touros mais influentes sdo os que tém maior nimero de progénies
genotipadas na populagéao, entre 45 e 151 filhos, e pertencem ao cluster 3
(Apéndice 2), sendo que o mesmo cluster € o que contém animais de maior
variabilidade genética. Estes touros nasceram entre os anos 1981 e 2005, ou seja,

a variabilidade nos cluster ndo depende da idade dos animais. Esses animais séo
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os mais influentes na variancia dos componentes principais, pois sao aqueles com
maior variabilidade genética em relacédo a populacao (Figura 10a).

Os touros denominados “mais influentes” sdo aqueles que mais
influenciaram na variancia dos componentes principais. Todavia, isso nao significa
gue esses animais s&o 0s mais importantes na populacdo em termos de potencial
genético (PTA). A interpretacdo a ser feita € que esses touros sdo 0s mais
distantes geneticamente entre os animais do conjunto de dados e essa distancia
refletiu na maior variabilidade dos valores dos componentes principais (Figuras 5,
8, 10a).

Os touros menos influentes na variancia dos componentes principais
nasceram entre os anos 1983 e 2009. A baixa contribuicdo na variancia dos
componentes principais ocorreu pela menor variabilidade genética em relacdo aos
demais animais na populacédo (Figura 10b). Estes touros tém menor amplitude no
namero de filhos genotipados presentes no arquivo de dados, entre 0 e 13, e
pertencem principalmente ao cluster 4 (Apéndice 3). Portanto, o numero de filhos
genotipados determinou a contribui¢do dos touros na variancia dos componentes
principais.

Em relacdo aos “famosos” touros Gir, o “C.A. Sansao” nao esta presente
nas analises por ter sido genotipado por outra plataforma, Affymetrix, sendo que
para as andlises foram considerados apenas 0s animais genotipados pela lllumina
(ILLUMINA, 2009). O touro “C.A. Everest” também foi genotipado pela plataforma
Affymetrix, porém alguns de seus filhos estdo presentes nas andlises deste
estudo. Oito dos vinte touros mais influentes sao filhos de “C.A. Everest” (“CA
Universo TE”, “Napolitano da CAL”, “Hebreu S. Edwiges”, “Nobre da CAL”, “Galaxy
TE do Gaviao”, “CA Aviao TE”, “Astro TE de Kubera”, “Askai DAB”), pertencentes
ao cluster 1 ou 2. O touro “Radar dos Pogdes” esta presente nas analises, porém
ele e seus filhos ndo estdo entre os vinte mais ou menos influentes na variancia
dos componentes principais.

Os touros que mais contribuiram para a variancia dos componentes
principais sdo aqueles que possuem PTA positiva para leite (Apéndice 4), com
PTA média de 155,14 kg, considerando aqueles com informacao disponivel. Os
touros que menos contribuiram para a variancia dos componentes principais Sao

principalmente os touros com as menores PTA para leite, com média de -23,93 kg
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(Apéndice 5), ou seja, sdo os touros que possuem, em média, habilidade prevista
de transmisséo da caracteristica producao de leite abaixo da média da populacéo.

Os valores de PTA se refletem na classificacao geral pela PTA de producéo
de leite (PTAL), sendo que os animais mais influentes sdo, em média e em
amplitude, melhores colocados no ranking da PTAL do sumario de touros (95°),
guando comparados com os animais menos influentes (169,6°) (Apéndices 4 e 5,
respectivamente). O mesmo ocorre para a STA da caracteristica largura do Ubere
posterior (LUP), com média superior para os mais influentes (1,01 e -0,32,
respectivamente). Os valores de PTA e STA mais altos dos animais mais
influentes é consequéncia da selecao, que ocorre para maiores producdes de leite
e escores de LUP. Portanto, animais com maiores variabilidades genéticas séao
aqueles com PTA favoraveis para producédo de leite e largura do Ubere posterior.

Em relacdo as demais caracteristicas, ligamento do Ubere anterior (LUA) (-
0,40 e -0,32), profundidade de ubere (PU) (0,77 e 0,87), comprimento de tetos
(CPT) (-0,83 e 2,09) e diametro de tetos (DT) (-0,26 e 1,49) (Apéndices 4 e 5,
respectivamente), as STA foram inferiores para os animais mais influentes na
variancia dos componentes principais. Porém, para todas essas caracteristicas, é
desejavel que os valores de escore sejam intermediarios. Tomando como base as
informacgdes obtidas junto aos painéis de SNP néo € possivel inferir sobre aqueles
animais que possam ter maior valor genético aditivo. Embora, os vinte touros mais
influentes na variancia dos componentes principais possuem maiores PTA para
leite, quando comparados aos vinte menos influentes na variancia dos
componentes principais.

Os touros importados “Naidu Imp” e “Gaioldo DC”, nascidos em 1960 e
1977, respectivamente, pertencem ao mesmo agrupamento, cluster 4, aquele de
menor influéncia na variancia dos componentes principais. Estes touros sdo dois
dos mais antigos da populacdo e foram importados da india para formacéo da
populacdo base do rebanho leiteiro, sendo que seus descendentes formaram a
populacdo base de outros plantéis. As contribuicbes genéticas dos touros
importados foram importantes para a formacdo desta populagcédo, dada idade
desses touros em relagdo aos demais touros da populagéo.

A baixa magnitude do primeiro componente principal dos touros importados
“‘Naidu Imp” e “Gaioldo DC”, (0,0094, 0,0130), e secundario (0,0011, 0,0005),
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respectivamente, pode ter ocorrido devido a diluicdo do material genético desses
animais. Ao longo de varias geracfes sob selecdo, diferentes alelos foram
favorecidos, formando agrupamentos a partir dessa populacdo base, que contém
os touros importados. No cluster 4 estdo presentes tanto animais jovens como
animais mais velhos e que fizeram parte da populacdo base, com o material
genético disseminado em muitos individuos na populacdo ou sdo aqueles que

possuem numero limitado de filhos genotipados nesta populacao.

e Parametros populacionais

Parentesco genémico

Por meio da matriz de parentesco gendémico, representada pelo mapa de
calor (heatmap) (Figura 11) foi possivel observar que 0s animais possuem
parentesco gendmico semelhante, tanto dentro de cluster quanto entre cluster. A
intensidade da coloragédo azul na matriz de parentesco gendmico indicou menor
coeficiente de parentesco gendmico entre 0os animais e 0s dendogramas nos
limites da matriz agruparam os individuos de parentesco gendmicos mais

proximos.
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Figura 11. Matriz de parentesco genémico entre os animais distribuidos em seus
respectivos cluster.
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Nas estimativas de parentesco genomico (Figura 12) observou-se maior
dispersédo no cluster 1, apesar das semelhancas entre as dispersfes dos cluster
1, 2 e 3 e menor no cluster 4. A distribuicdo do parentesco dos individuos do cluster
4 esta mais a direita do zero quando comparada com os demais, indicativo de que
0s animais contidos no cluster 4 sédo mais aparentados entre si do que nos demais

agrupamentos.
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Figura 12. Distribuicdo das estimativas de parentesco genémico dos animais nos
diferentes cluster.

Os valores associados a matriz de parentesco genémico sdo desvios da
média, portanto com média zero (Tabela 3). Entdo, valores negativos séo
interpretados como animais menos aparentados do que a média da populacéo
(GONDRO; VAN DER WERF; HAYES, 2013). Porém, também existem
estimativas de parentesco extremos, 0 que causou alta variacdo, indicada pelos
altos valores dos desvios-padrao e CV (Tabela 4).

Por meio das médias de desvio de parentesco gendmico dentro e entre 0s
cluster (Tabela 3) foi possivel observar que o parentesco é equivalente entre 0s
animais. De acordo com o teste t de Student, as médias de parentesco entre 0s
individuos do cluster 1 e 4 apresentaram diferenca significativa (P < 0,05).

Portanto, em média, esses sd0 0s agrupamentos com 0S animais com maiores
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diferencas de parentesco. Esses resultados corroboram aquele verificado na
matriz de parentesco gendémico (Figura 11), no qual é possivel observar maior

distancia entre os dois cluster pela estrutura do dendograma.

Tabela 3. Média do desvio de parentesco gendmico dentro (diagonal) e entre
cluster (acima da diagonal) e desvio-padrdo (entre parénteses e abaixo da
diagonal)

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
Cluster 1 -0,0005 (0,0685) 0,0013 0,0019 0,0009
Cluster 2 0,0779 -0,0022 (0,0629) 0,0000 -0,0002
Cluster 3 0,0755 0,0749 0,0000 (0,0688) -0,0004
Cluster 4 0,0748 0,0739 0,0715 0,0017 (0,0655)

Heterozigosidade

As médias de heterozigosidade esperada (He) e heterozigosidade
observada (Ho) apresetaram altos coeficientes de variacdo (Tabela 4). Entéo,
estes parametros poderiam ser melhor representados pela mediana, como medida
de tendéncia central. Porém, as médias de He e Ho foram muito préximas as
medianas.

As médias de He e Ho apresentaram-se iguais e o valor médio de He foi
intermediario, sendo que o valor maximo foi 0,50 (FALCONER; MACKAY, 1996).
A He é indicativo de variabilidade genética e quanto maior He, mais equilibradas
séo as frequéncias dos alelos. A proximidade de Ho e He indica que ndao houve
fixacdo e nem perda de alelos com efeitos indesejaveis e que combinacdes
heterozigdticas poderiam produzir resultados favoraveis a cada geracao.

Em analise de variabilidade genética em bovinos leiteiros Girolando e
Holandés com base em informagdes gendmicas (VILACA et al.,, 2016), foi
observado Ho menor que He, indicando desequilibrio de Hardy-Weinberg na
populacdo e maior diversidade genética entre os individuos cruzados. Em
populacdes de seis ragas bovinas africanas (MAKINA et al., 2014) foram
observadas He de 0,24 a 0,31, sendo que o valor mais alto indicou maior
diversidade genética das racas Angus e Holandesa, resultado semelhante ao

encontrado no presente estudo, e He de 0,24 indicou baixo nivel de variabilidade
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genética para a raca Afrikaner, sendo o valor mais baixo em relacdo as demais
racas estudadas atribuido a forte selecdo na raca, ao uso de touros elite e ao

pequeno tamanho efetivo da populacéo.

Tabela 4. Média, mediana, desvio-padrao (DP), coeficiente de variacao (CV),
valores minimo e maximo de heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade
observada (Ho), coeficiente de endogamia e desequilibrio de ligacdo (LD) para a
populacao estudada

Média Mediana DP CV (%) Minimo  Maximo
He 0,25 0,24 0,15 60,00 0,01 0,50
Ho 0,25 0,23 0,15 60,00 0,01 0,76
Endogamia 0,017 0,00 0,029 163,30 0,00 0,10
LD 0,17 0,04 0,26 152,94 0,00 1,00

Com relacdo ao valor médio de He e Ho de todos os SNP (Tabela 4),
observou-se que a populacdo poderia estar em equilibrio de Hardy-Weinberg
(FALCONER; MACKAY, 1996). Entretanto, se a comparacgao for realizada com
base nos valores de He e Ho de cada SNP separadamente, alguns poderdao néo
estar em equilibrio, como ocorre com os valores maximos observados em He e

Ho (0,50 e 0,76, respectivamente).

A causa do desequilibrio de Hardy-Weinberg para alguns SNP pode ser
devido aos processos de selecdo para as caracteristicas de interesse econémico
e que afeta determinadas regiées do genoma, o0 que causa a variacao dos valores
de He e Ho para alguns SNP (FALCONER; MACKAY, 1996).

Endogamia

A média da endogamia foi baixa, 0,017, com alto coeficiente de variagéo
(Tabela 4). A estimativa do parentesco gendomico reflete no coeficiente de
endogamia, sendo que a magnitude da estimativa do parentesco apresentou-se
baixa, devido ao delineamento para genotipagem dos animais desta populagéo,
sendo escolhidos individuos com menor parentesco entre si. Além disso, o valor
da média do coeficiente de endogamia é influenciado pelas frequéncias dos alelos

raros, sendo que, quando a MAF é moderada a alta (Tabela 1), os coeficientes de
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endogamia tendem a ficar proximos de zero (ZHANG et al., 2015). A baixa
magnitude do coeficiente de endogamia também pode ter ocorrido devido ao
peqgueno numero de geracdes genotipadas desta populacao.

As frequéncias de animais endogamicos, com coeficiente de endogamia (F)
iguais ou acima de 0,05, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 variaram entre 27,28% e
42,01% da populacéo (Tabela 5), diminuindo o nimero de animais conforme o
aumento da endogamia. Na segunda forma de analise da endogamia,
considerando 0,50 a 50,00% da populacdo, foi possivel observar maiores
coeficientes de endogamia (e), 0,1002, para pequena amostra da populacao.
Sendo assim, da mesma forma que o calculo anteriormente citado, quanto menor
foi o numero de individuos, maiores foram os coeficientes de endogamia, por
abranger o extremo direito da distribuicdo dos individuos endogamicos da

populacao.

Tabela 5. Probabilidade de individuos endogamicos (x) e coeficiente de
endogamia (e) de acordo com a Distribuicdo de Qui-Quadrado (Tabela 1V)

F X N% e
0,05 0,4201 0,50 0,1002
0,01 0,3790 1,00 0,0959
0,02 0,3351 5,00 0,0702
0,03 0,3081 10,00 0,0525
0,04 0,2884 25,00 0,0235
0,05 0,2728 50,00 0,0000

Média=0,017, desvio-padrdo=0,029. A esquerda da tabela, fixou-se F para célculo
das probabilidades de individuos (xX) com endogamias iguais ou superiores a esses
valores (F). A direita da tabela fixou-se a porcentagem de individuos com maiores
valores de endogamia (N%) para calculo do coeficiente de endogamia (e).

Com base nos registros de pedigree de outros autores, em bovinos da raca
Gir leiteiro foram obtidas médias de coeficientes de endogamia de 2,82% (REIS
FILHO etal., 2010), e 2,14% (SANTANA JUNIOR et al., 2014). Por meio de analise
de pedigree para estimativas dos efeitos da endogamia sobre a producéo de leite
no dia de controle e persisténcia da lactacdo envolvendo a raca Gir leiteira

(PEREIRA et al., 2016), foi observado que o aumento da endogamia teve impacto
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negativo sobre a producao de leite e niveis mais elevados de endogamia afetariam
a persisténcia da producdo de leite na lactacdo, devendo ser levado em

consideracao nas avaliacOes genéticas.

Desequilibrio de ligacéo

Todos os pares de SNP com distancia igual ou inferior a 100 Kb produziram
8.358 combinacdes de pares de SNP bialélicos para estimar o LD nos 29
cromossomos autossomos. A média geral de LD entre pares de marcadores foi
0,17 para r? (Tabela 4) e o decaimento (decay) da média geral do LD pela metade
(0,08) ocorreu entre as distancias 150 e 200 Kb (Tabela 6).

O LD diminuiu a medida que a distancia fisica entre os marcadores
aumentou, seguindo o padréo de decaimento de LD (Figura 13). Niveis moderados
de r?, entre 0,20 e 0,38, foram observados em distancias entre marcadores
inferiores a 40 Kb (Tabela 6). Quando a distancia aumentou de 40 até 100 Kb, o
r> médio para as classes diminuiu, entre 0,20 e 0,11. A alta variabilidade nas
estimativas de r? gerou altos CV.

O decaimento de LD ao longo das maiores distancias ocorreu porque
guanto maior a distancia entre os marcadores, maiores as chances de eventos de
recombinacédo, crossing over, o que leva a reducédo ou quebra do LD entre os
marcadores, com reducdo da média de LD tendendo a zero (HARTL; CLARK,
2010). O conhecimento sobre o padrdo de LD nas populacdes é essencial para
determinar a densidade dos SNP necessaria para se obter acuracia no GWAS e
selegcdo gendmica, por haver maior conhecimento sobre a MAF, historico de
selecao, entrutura e tamanho efetivo da populacdo (BIEGELMEYER et al., 2016).

Para a taxa de decaimento de LD, se reduzida a metade, sera necessario
0 dobro de geracdes para 0o mesmo decaimento de LD (MACKAY; POWEL, 2007).
Este decaimento pode ser atribuido a intensa selecdo ou ainda devido ao elevado
numero de geragdes sem a incluséo de novo material genético, sendo que a ultima
importacdo de individuos nesta populagédo ocorreu na década de 1970.

O maior numero de meioses resulta em maior quebra de LD, ou seja,
guanto maior o niumero de geracdes, maior sera o decaimento de LD. A maior

extensdo do LD ocorre porque alelos em loci vizinhos tendem a ser herdados
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juntos e tendem a ser associados em uma populagéo segregante. A selecéo reduz
a variacao genética na proxima geracao e, como ocorre em loci, entéo loci vizinhos
gue estdo em LD terdo uma extensao maior em desequilibrio de ligacdo, um efeito
denominado hitchhiking (BULMER, 1971).

Tabela 6. Desequilibrio de ligacédo (r?) entre pares de SNP (N) localizados em
diferentes distancias (em Kb)

Distancia N Média Mediana DP CV (%)
0-10 74 0,38 0,26 0,40 105,26
10-20 189 0,21 0,05 0,29 138,09
20-30 2.987 0,21 0,07 0,30 142,85
30-40 2.469 0,20 0,06 0,28 140,00
40-50 2.141 0,18 0,05 0,28 155,55
50-60 2.206 0,16 0,04 0,25 156,25
60-70 2.190 0,15 0,04 0,24 160,00
70-80 2.182 0,14 0,03 0,21 150,00
80-100 4.279 0,13 0,03 0,21 161,53
100-150 10.591 0,11 0,02 0,20 181,81
150-200 10.491 0,08 0,02 0,16 200,00

A predicao do valor genético gendmico e sele¢cdo gendmica poderia ocorrer
principalmente considerando menores distancias entre pares de SNP separados
por distancias de até 40 Kb, em que r? foi 0,20 (Tabela 6). Estimativas inferiores
foram obtidas para bovinos leiteiros Gir (0,09, £0,14) para distancias entre pares
de SNP de até 40 Kb (NEVES et al., 2015). Em outro estudo envolvendo trés
racas, o r? variou de 0,13 a 0,16 em distancias de até 40 Kb (BUZANSKAS et al.,
2017). Para bovinos Hanwoo Korean Cattle foi relatado média de r? de 0,23 em
distancias mais curtas, menores que 25 Kb, reduzindo a 0,1 em distancias entre
40 e 60 Kb (LEE et al., 2011). As estimativas superiores obtidas neste estudo
sugerem que a maior extensdo de LD pode ter ocorrido devido a maior pressao
de selecdo nesta populacdo, ou ainda devido ao menor tamanho efetivo
populacional quando comparado as demais populagées.

Os resultados deste estudo sugerem que maior LD em distancias menores

poderia ser indicio de um tamanho efetivo populacional maior do que outras
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populacdes estudadas. De acordo com a literatura (MCKAY et al., 2007; NEVES
et al., 2015), os valores obtidos para r? para distancias mais préximas entre os
marcadores seriam suficientes para obter desequilibrio de ligacdo entre SNP e
QTL.

1,00 -

0,75 -

0,50 -

LD (1)

0,25 -

0,00 -

Distancia entre marcadores (Mb)

Figura 13. Desequilibrio de ligacédo (LD) ao longo das distancias entre SNP em
Megabase (Mb).

Tamanho efetivo populacional (Ne)

O tamanho efetivo populacional calculado considerando o desequilibrio de
ligacado foi 92,84, pelo método de Hayes et al. (2003). Ou seja, aproximadamente
93 individuos nesta populacéo irdo contribuir com a manutencéo da diversidade
genética para a proxima geracdo. Por meio da andlise de pedigree foi obtido
tamanho efetivo populacional para bovinos Gir proximos ao deste estudo, de 94
animais (SANTANA JUNIOR et al., 2014), e superior, de 146 animais (REIS FILHO
et al., 2010). Em anadlises do pedigree da raca Gir, outros autores relataram que
houve reducédo de Ne de 70 para 45 entre os anos de 1979 e 1998 (FARIA et al.,
2009).

Em andlises de Ne considerando informacdes gendmicas foi relatado Ne

de 98,1 para bovinos Hanwoo Korean Cattle (LEE et al., 2011) e 99 individuos
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para bovinos Charolés na primeira geragdo (BUZANSKAS et al., 2017), valores
semelhantes ao deste estudo. Para bovinos Gir foi obtido valor inferior de Ne, 56
individuos (NEVES et al., 2015), e nas duas e quatro ultimas geracdes de bovinos
Braford e Hereford, os valores de Ne foram de 220 e 153 animais, respectivamente
(BIEGELMEYER et al.,, 2016). O tamanho efetivo populacional obtido neste
estudo, que representou 4,67% da populacdo estudada, sugere que para manter
a variabilidade genética da raca sera necessario considerar o tamanho efetivo
populacional nas decisdes de escolha dos touros para acasalamento.

A reducédo do tamanho efetivo populacional em geragdes recentes dos
rebanhos pode ser consequéncia da reducdo do niamero de ancestrais ao longo
das geracdes devido a intensa selecao (LEE et al., 2011; NEVES et al., 2015),
atribuida a utilizacdo de poucos touros “famosos”, cuja terminologia foi utilizada
por Falconer e Mackay et al. (1996) para discriminar touros que sdo intensamente
utilizados nos acasalamentos. Como a selecdo é baseada nas PTA (diferenca
esperada na progénie), ha maiores chances de individuos aparentados serem
selecionados, o que pode causar aumento da endogamia e, consequentemente,
reducdo do Ne, por aumentar as chances de acasalamentos entre animais
aparentados.

Portanto, em um futuro préximo sera necessario incluir novos materiais
genéticos e reduzir a pressdo de selecdo nos rebanhos, para que assim o Ne
possa aumentar nas proximas geracdes. Este pardmetro populacional podera
auxiliar nas decisbes dos acasalamentos para que se evite a reducdo da

variabilidade genética nos rebanhos.

5 CONCLUSOES

A populacdo esta estruturada pela presengca de quatro agrupamentos
genéticos, podendo ser definidos como linhagens desta populacdo, as quais
devem ser consideradas nas analises de GWAS e selecdo gen6mica. Portanto,
além do desequilibrio de ligacdo, as analises gen6micas para esta populacdo
devem levar em conta os efeitos de subgrupos genéticos.

Com base no parentesco gendmico, heterozigosidade e coeficiente de

endogamia, concluiu-se que ha fluxo génico dos individuos desta populacdo nas
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fazendas, proporcionado pelos acasalamentos entre animais pouco aparentados,
mantendo a variabilidade genética nesta populacdo, apesar do tamanho efetivo
populacional pequeno. Esses resultados devem ser considerados nas decisdes
de escolha dos individuos para acasalamento nos programas de melhoramento
genético da raca a fim de aumentar ou manter a variabilidade genética dos

rebanhos.
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7 APENDICES

Apéndice 1. Recodificacdo (Recod) e identificacdo das fazendas*.
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Recod Fazenda | Recod Fazenda | Recod Fazenda | Recod Fazenda
1 IMP** 43 ENA 87 K 134 SQP

2 A 44 ESA 88 KA 134 SQPA
3 AA 45 EUS 89 KAL 135 T

4 AB 46 EVPF 90 KB 136 TCA

5 ABPAA 47 FAN 91 KC 137 TCAT
5 ABP 48 FASA 92 KCA 138 TOE

6 ACFG 49 FBGO 93 KCAK 139 TOLA
7 ACOP 49 FBGA 94 KOK 140 TSF

8 ADAO 50 FCGA 95 L 141 TSFE
9 AEV 51 FCGO 95 LA 142 TZN
10 ANF 52 FGVL 96 LAC 143 U

11 ANV 52 FGVP 97 LANF 144 uDlI
11 ANVA 53 FGVM 98 LBRY 145 UNIG
12 APAG 54 FIJAG 99 LCRM 146 \Y

13 APPG 55 FJLS 100 LEAO 147 VRPG
14 AVB 56 FNE 101 LEIT 148 WALV
15 AVLA 57 FRFL 102 LFRB 149 WCBL
16 B 58 FSDS 103 LFTN 150 X

17 BASP 59 GAOM 104 LGR 151 YOYG
18 BCO 60 GAV 105 LGX 152 Z

19 BEY 61 GIL 106 LLB 153 ZAB
20 BJAS 62 GIVR 107 LMT 154 MCCV
21 BQP 62 GIVL 108 LUF 130 RMM
21 BQPF 63 GVCS 109 LUGO 131 RRP
22 BRTG 64 HCFG 110 MABG 132 RSSO
23 C 65 HCP 111 MAMJ 133 SDNA
24 CALL 66 HDD 112 MDB 134 SQP
24 CAL 67 HGS 113 MELM 134 SQPA
25 CEAP 68 HMQ 114 MILE 135 T

26 CGG 69 ISPG 115 MJJR 136 TCA
27 CKGL 70 IVAR 116 MPVV 137 TCAT
28 CLMD 71 JAS 117 MUT 138 TOE
29 CSLM 72 JCRF 118 NLT 139 TOLA
30 D 73 JCVL 119 OGM 140 TSF
31 DAB 74 JDRB 120 PARG 141 TSFE
32 DGLM 74 JDRC 121 PECG 142 TZN
33 DIAS 75 JFR 122 PHPO 143 U

34 DOBI 76 JFSA 123 PRAC 144 uDI
35 DPJ 77 JFSH 124 RBTT 145 UNIG
36 DQP 78 JGVA 125 RCBR 146 \Y

36 DQPL 79 JJJJ 126 RCPO 147 VRPG
37 E 80 JMCH 127 RIG 148 WALV
38 EFC 81 JMMA 128 RMB 149 WCBL
38 EFCA 82 JRDG 129 RMI 150 X

39 EGB 83 JRF 130 RMM 151 YOYG
40 ELPF 84 JRR 131 RRP 152 Z

41 ELZ 85 JRRG 132 RSSO 153 ZAB
42 EMGU 86 JWLJ 133 SDNA 154 MCCV

*Fazendas definidas pelos prefixos dos RGDs (identificacdo) dos animais.

**Animais importados



Apéndice 2. Descricdo dos vinte touros mais influentes na variancia dos

componentes principais.

N° RGDs Nomes Filhos genotipados  Cluster
1 A7481 Benfeitor Raposo 151 3
2 B58 Caju de Brasilia 58 3
3 A6796 Vale Ouro de Brasilia 45 3
4 B5213 Modelo TE de Brasilia 16 3
5 CAL5277 Recital TE CAL 0 3
6 B5212 Mito TE Brasilia 8 1
7 KCA633 CA Universo TE 1 1
8 GAV244 Saron TE do Gaviao 0 1
9 CAL4406 Napolitano da CAL 0 2
10 RIG126 Hebreu S. Edwiges 0 1
11 CAL4397 Nobre da CAL 6 2
12 GAV171 Galaxy TE do Gaviéao 2 2
13 CAL4762 Pioneiro da CAL 0 2
14 KCAB888 CA Avidao TE 0 2
15 ACFG50 Astro TE de Kubera 0 2
16 JFR1734 Master TE 0 2
17 RMM46 Gaiato FIV 0 2
18 RRP5764 Emissario de Brasilia 0 2
19 DPJ373 Chumbo TE DP 0 2
20 DAB6 Askai DAB 3 2

Apéndice 3. Descricdo dos vinte touros menos influentes na variancia dos
componentes principais.

N° RGD Nome Filhos genotipados Cluster
1 LA34 FB Caiero 1 4
2 B5594 Dinamite Madhul HD 11 0 2
3 APPG1294 Renovado dos Poc¢bes 0 4
4 B4706 Grafite 3R de Uberaba 2 4
5 LLB161 Soberano FIV Badajoz 0 4
6 B6304 FB Macuco 7 4
7 B4623 Jade 3R de UBER. 0 2
8 B3563 FB Impacto TE 6 4
9 FBGO343 FB Salgueiro TE 0 4
10 LA405 FB Repolho 1 4
11 GIVR307 Momo FIV Vila Rica 0 4
12 LA429 FB Delfim 1 4
13 LA35 FB Cafajeste 0 4
14 PHPO357 PH Arquiteto TE 0 4
15 K1557 Intervalo da CAL 2 4
16 FBGO621 FB Estrato TE 0 4
17 B4010 SC Uacai Jaguar 13 4
18 B5032 Gameta TE CAL 4 4
19 A9726 Padouro da Epamig 3 4
20 B6317 FB Palanque 1 4




68

Apéndice 4. Habilidade prevista de transmissao (PTA, kg) para producgéo de leite
(PL), classificacdo geral pela PTA de producéo de leite (PTAL, kg) e STA (PTA
padronizada) para as caracteristicas de conformagéo, enumeradas, para 0s touros
mais influentes na variancia dos componentes principais.

Caracteristicas

Animais PL  PTAL  LUAZ LUP? PUS CPT* DTS
A7481 242 187° 32769 -1,2843 -22998  -0,1223  1,2533
B58 1944 81° 23474 26511 3,0537  -3,9564  -2,1801
A6796 1154 131° 24892 0,442 22347  -3,7352  -2,3389
B5213 3169 27° 10319 1,2637 0,7051  -1.4394  0,9003
CAL5277* - ) ] ) ) ] -
B5212 17,1 198° 06932 2,1566 2,2889  -2,1188  0.2824
KCA633 73,3 154° -2,7413 24382 23106 01718  -0,9179
GAV244  -2748 - 0,7798 -0,7898 -1,1987 02603  0,6267
CAL4406  -32.7 - 16463 09409 1,177 0,2030  -0,5207

RIG126 335,8 - -2,7177  0,9478 1,0197 -0,3670 -1,0238
CAL4397 281,0 42° -3,6866  3,4684  2,6307 2,0459 2,2507
GAV171 234,1 57° -3,5133 1,2981 00,3417 -0,1301 -1,9771
CAL4762 239,8 61° -0,4017 2,0124 -0,7214 0,0078 2,0212
KCA888 209,2 70° -2,4971  2,1429  2,1805 -1,0099 -1,6593
ACFG50 152,2 107° -1,1107 1,4011 0,2766 -1,0099 -0,8473
JFR1734 188,2 83° 0,9374 -1,6277 -1,1607 -0,2239 0,3089
RMM46 281,4 - 0,8429 0 -0,9004 -1,1921 -0,0088
RRP5764  204,0 76° 0,7720 1,0714 1,8984 -0,4946 0,2030
DPJ373** - - - - - - -

DABG6 233,0 56° -2,0875 -0,0412 0,1573 -1,8871 -1,0768
Média 155,1 95° -0,4017 1,0107 0,7774 -0,8332 -0,2613

! ligamento do Ubere anterior, ? largura do Ubere posterior, 2 profundidade de
Ubere, 4 comprimento de tetos, ° diametro de tetos.

*Touros que nao fazem parte do teste de progénie da ABCGIL, portanto a PTA
para PL ndo pode ser divulgada.

**Resultados ndo apresentados no sumario.
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Apéndice 5. Habilidade prevista de transmissao (PTA, kg) para producgéo de leite
(PL), classificacdo geral pela PTA de producéo de leite (PTAL, kg) e STA (PTA
padronizada) para as caracteristicas de conformagdo, enumeradas, para 0s touros
menos influentes na variancia dos componentes principais.

L Caracteristicas
Animais

PL _ PTAL __LUAT __ LUP? PU? CPT? DT

LA34 11,4 - 02048 -05563 1,2801 54609  4,6779
B5594 1101 - -04569 -0,1580 0,4719 -0,3670 -0,0265
APPG1294 49,2  170° -0,4096 12,0810 1,6001 21344  3,1421
B4706 -266,5 - 09453 -1,250 -0,1681 6,0960  4,6514
LLB161** i i ] ] i ) ;

B6304 138,5 115° -0,1969 1,9643 2,4788 4,3338  3,7070
B4623* - - - - - - -

B3563 -209,0 -0,4963 -1,5934 -0,8516 2,0875  0,8473
FBGO343 -41,8 - -0,0394 -0,3777 01953 18116 1,7034
LA405* - - - - - - -

GIVR307*** - - - - - - -

LA429 51,4  171° -05987 1,2912 1,8062 2,8502  0,6973
LA35 12,7  203° 03308 -05495 0,6455 22697  0,8120
PHPO357** - - - - - - -

K1557 17,6 1221 07212 05966 -1,3821 -0,6708
FBGO621 0 - -1,6936 0,0069 0,7811 12806  0,7149
B4010 46,1 189 -0,8507 35302 35961 1,3795 15711
B5032 142,2  113° -0,1891 1,6003 -1,0902 0,7080 -0,5296
A9726 1590 - 055908 04739 0,519 1,1609  0,1677
B6317 16,4 . -0,772 0,783 1,6435  1,5617  0,9709
Média 23,93 169,6° -0,3235 0,5311 _ 0,8758  2,0923  1,4957

! ligamento do Ubere anterior, 2 largura do Ubere posterior, 2 profundidade de
Ubere, 4 comprimento de tetos, ° diametro de tetos.

*Touros que nao fazem parte do teste de progénie da ABCGIL, portanto a PTA
para PL ndo pode ser divulgada.

**Resultados ndo apresentados no sumario.

***Touros que fazem parte do teste de progénie da ABCGIL, porém ainda sem
resultado divulgado.



