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METODOLOGIAS E ESTRATEGIAS DE IMPUTAGAO DE MARCADORES
GENETICOS EM BOVINOS DA RAGA CANCHIM

RESUMO - Painéis de marcadores genéticos de alta densidade (HD)
possuem forte desequilibrio de ligagcédo, que permite melhores predi¢gdes de valores
gendmicos. Entretanto, genotipar animais com estes painéis apresenta custo
elevado, tornando-se uma limitagdo para a genotipagem de todos os candidatos a
selecdo. Uma alternativa para a reducdo desses custos € utilizar imputacédo de
genotipos. A imputagdo é um meétodo em que marcadores de uma populagado
genotipada com painéis de baixa densidade (LD) s&o inferidos utilizando
informagdes provenientes de uma populagéo referéncia genotipada com painéis HD.
O objetivo deste trabalho foi comparar em diferentes cenarios metodologias de
imputacdo de marcadores moleculares de polimorfismos de nucleotideos unicos
(SNP) em bovinos de corte da raca Canchim. Foram utilizadas informagdes de 285
animais da ragca Canchim, 114 do grupo genético “MA” e 1 touro da ragca Charolés
genotipados com painel lllumina BovineHD BeadChip (786.799 SNP), nascidos entre
1999 e 2005 e provenientes da base de dados genémicos da Embrapa Pecuaria
Sudeste, Sdo Carlos, SP. A edicao dos dados foi realizada no software R e em
linguagem C++. Para a frequéncia minima de alelos (MAF) foram aplicados 3
diferentes critérios: sem remover MAF (QC1); SNP com MAF menor que 0,0025
(QC2) e menor que 0,10 (QC3) foram excluidos. O painel HD original foi reduzido
para painéis de baixa densidade (LD) 3K, 6K, 9K, 50K, 20K, 80K e 90K,
selecionando os marcadores em comum entre o painel HD original e os painéis
comerciais lllumina Bovine3K (3K), BovineLD (6K), GeneSeek Genomic Profiler
(GGP) Beef LD (9K), BovineSNP50 (50K), GGP Indicus LD (20K) ,GGP Beef HD
(80K) e GGP Indicus HD (90K). Os animais foram divididos em diferentes cenarios,
denominados de populagdo referéncia e imputagcdo, sendo o cenario 1 (C1):
Populagao referéncia formada por animais nascidos de 1999 até 2004 e populacao
de imputagdo composta por animais nascidos em 2005; Cenario 2; C2A : Populagao
referéncia formada pelos animais do grupo genético Canchim e populagdo de
imputacdo pelos animais do grupo genético MA; C2B: Populacédo referéncia
composta pelos animais do grupo genético MA e a populagdo de imputagdo por
animais Canchim; C2C: Populacao referéncia composta por animais Canchim e do
grupo genético MA (nascidos até 2004) e populagdo de imputagdo formada por
animais nascidos em 2005 do grupo genético MA.; C2D: Populacdo referéncia
constituida por animais MA e Canchim (nascidos até 2004) e a populagdo de
imputacdo composta por animais Canchim nascidos em 2005; Cenario 3; C3A:
Populagao referéncia composta pelos machos e a de imputagao pelas 204 fémeas
(155 Canchim e 49 MA); C3B: Populagédo referéncia formada pelos machos e
fémeas nascidas até 2004 e a de imputacdo constituida somente pelas fémeas
nascidas em 2005. A imputacéo dos gendtipos foi realizada pelo método baseado na
populacdo utilizando desequilibrio de ligacdo entre marcadores pelo programa
Fimpute v2.2 e pelo programa BEAGLE v3.3.2. A acuracia de imputagéo foi
estimada por meio da taxa de concordancia e pelo quadrado da correlagcédo alélica
(R? alélico). A aplicagdo dos critérios para MAF (QC1, QC2 e QC3) no controle de
qualidade do SNP nao apresentou ganhos em acuracia de imputagéo. A acuracia de
imputacdo de LD para HD pela taxa de concordancia variou de 56 a 98% e o R?
alélico de 0,25 a 0,96 utilizando o FImpute. Pelo software BEAGLE a variacao foi de



50 a 96% pela taxa de concordancia e de 0,17 a 0,94 pelo R? alélico. Para os
cenarios propostos, o mais eficiente em termos de acuracia foi o C3B. Considerando
possivel aplicagdo deste estudo na selegdo gendmica para esta populagdo, o
painéis LD mais adequados para a genotipagem seriam o de 80K e 90K. O tempo de
execucao para realizacdo da imputacao pelo software FImpute foi de 20 a 100 vezes
menor em relacdo ao software BEAGLE. A aplicagdo de restricdo de MAF no
controle de qualidade dos dados avaliados ndo € necessaria para analises de
imputagao. Os painéis 80K e 90K podem ser acuradamente imputados para o painel
HD na raga Canchim. Para obtencdo de melhores acuracias de imputacdo animais
Canchim e do grupo genético MA devem ser considerados juntos na populagéo
referéncia. O algoritmo do software FImpute demonstrou maior eficiéncia na
imputagcdo dos marcadores.

Palavras-chave: bovinos de corte, gendmica, painéis de baixa densidade, raca

composta, SNP



METHODOLOGIES AND STRATEGIES FOR GENOTYPE IMPUTATION IN
CANCHIM CATTLE

ABSTRACT- High-density panels (HD) have strong level linkage
disequilibrium among genetic markers (i.e. single nucleotide polymorphism - SNP),
which allows better predictions of genomic breeding values. However, HD genotyping
still expensive and became a limitation for the quantity of candidate animals used in
genomic studies. As an alternative to decrease costs, imputation methods are
powerful tools to infer missing marker genotypes from low-density (LD) panels to HD.
Imputation uses information from a reference population of animals genotyped with a
HD panel to impute variants that are not directly genotyped in LD panels. The
objective of this study was to compare different scenarios and methodologies of
imputation for the Canchim cattle. Data set was provided by Embrapa Pecuaria
Sudeste and comprised 285 Canchim animals, 114 MA genetic group animals, and 1
ancestor Charolais bull. Animals born between 1999 and 2005 were genotyped with
the lllumina BovineHD panel (786,799 SNP). Data editing was performed in the R
software and in C ++ language. Multiple scenarios combining different minor allele
frequencies (MAF) thresholds for SNPs were tested: no MAF filter (QC1), and
exclusion of SNPs with MAF lower than 0.0025 (QC2) and MAF lower than 0.10
(QC3). LD panels were created by masking SNPs originally present in the HD panel,
and then assigning markers into the lllumina Bovine3K (3K), lllumina BovinelLD (6K),
Beef LD GeneSeek Genomic Profiler (9K), Indicus LD GeneSeek Genomic Profiler
(20K), Hlumina BovineSNP50 (50K), GeneSeek Genomic Profiler Beef HD (80K) and
GeneSeek Genomic Profiler Indicus HD (90K) panels. Reference and target
populations were defined as scenario 1 (C1), reference animals were born up until
2004 and target animals were born in 2005; scenario 2A (C2A), reference animals
from Canchim breed and target animals from MA genetic group; scenario 2B (C2B),
reference animals from MA genetic group and target animals from Canchim breed;
scenario 2C (C2C), reference population was composed by all animals from Canchim
and animals from MA born up until 2004, and target population was composed by
animals from MA were born in 2005; scenario 2D (C2D), reference population was
composed by all animals from MA and animals from Canchim were born up until
2004, and target population was composed by animals from Canchim were born in
2005; scenario 3A (C3A), reference population was composed by bulls and target
population was composed by cows; and scenario 3B (C3B), reference population
was composed by all bulls and cows born until 2004, and target population was
composed by cows born in 2005. Imputation analyses were carried out by means of
FImpute and BEAGLE software. Imputation accuracy was obtained by genotype
concordance rate and allelic R square (R2). The scenarios for MAF (QC1, QC2, and
QC3) did not improve the imputation accuracy. The genotype concordance rate
ranged from 56 to 98% and the R2 ranged from 0.25 to 0.96 using Flmpute.
Genotype concordance rate and R2 obtained from BEAGLE software varied from 50
to 96% and 0.17 to 0.94, respectively. The highest accuracy was observed for
scenario C3B. The 80K and 90K panels were considered as the most adequate
panels to imputate for HD. FImpute reducing run-time by 20 to 100 compared to
BEAGLE. No advantages in genotype imputation were observed for SNP filtering
according to MAF. Canchim and MA individuals should be considered in the
reference population for imputation. The Flmpute algorithm had better performance



than BEAGLE for genotype imputation in our data set.

Keywords: beef cattle, composite breed, genomic, low-density panel, SNP



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGAO

A selegdo genética tradicional de animais tem sido realizada a partir da
predicdo dos valores genéticos obtidos por meio de dados fenotipicos e informacdes
de pedigree. Entretanto, a inclusdo de informagbdes genotipicas na avaliagado
genética dos animais de produgao pode trazer grandes beneficios ao melhoramento
genético animal, pois permite aumento da resposta a selegdo. Meuwissen, Goddard
e Hayes (2001) propuseram novo meétodo de selecdo, denominado de selegao
genbmica ampla, que consiste na predi¢cao de valores genéticos genémicos (GEBV-
Genomic Estimated Breeding Values) por meio de marcadores moleculares de
polimorfismos de nucleotideos unicos (“Single Nucleotide Polymorphism” - SNP). Os
SNP sao alteragdes em um unico nucleotideo que ocorrem na sequéncia de DNA.
Devido ampla distribuigdo ao longo do genoma € o marcador molecular mais comum
utilizado em estudos genémicos. No genoma bovino foram identificados cerca de 13
milhdes de SNP (National Center for Biotechnology Information — NCBI, 2014).

Segundo Goddard e Hayes (2007), painéis desenvolvidos para genotipagem
de individuos em alta densidade, ou seja, contendo milhares de marcadores do tipo
SNP, possibilitariam capturar variabilidade genética de determinada caracteristica
quantitativa, desde que os genes que a determinam estejam em desequilibrio de
ligacdo com pelo menos uma parte dos marcadores. Entretanto, genotipar animais
com painéis de alta densidade apresenta custo elevado, tornando-se limitacéo para
a genotipagem de todos os animais candidatos a sele¢cdo. Desta forma, alguns
pesquisadores tém utilizado a metodologia de imputagcdo de gendtipos (DRUET;
SCHROOTEN; ROSS, 2010; HAYES et al.,, 2011; SARGOLZAEI; CHESNAIS;
SCHENKEL, 2011).

Imputacéo de gendtipos é um termo utilizado para predicdo de gendtipos nao-
observados nos painéis de genotipagem. A auséncia dos marcadores pode ser
devido as restricdes aplicadas aos dados, SNP n&o considerados no painel ou erros
de genotipagem (no-call) (DRUET;SCHROOTEN; ROSS, 2010; MARCHINI; HOWIE,
2010; WANG et al., 2012). A imputacdo permite inferir genétipos para um painel de



alta densidade (HD) a partir de um painel baixa densidade (LD), utilizando
informagdes de outros individuos genotipados com painéis HD (populagéo
referéncia) (SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2011). Deste modo é possivel
genotipar animais com painéis LD e predizer os gendétipos do painel HD. De acordo
com Ventura et al. (2011), a imputagdo tornou-se ferramenta poderosa para
aumentar o numero de animais com informagdées dos marcadores em painéis HD e,
consequentemente, proporcionar avaliagdes genéticas mais confiaveis com menor
custo.

Os métodos de imputagdo podem ser classificados em dois grupos: baseados
em informagdes do pedigree ou da populagdo. A imputagdo baseada no pedigree
utiliza regras de ligagéo e segregagao mendeliana para predizer os genotipos, sendo
mais acurada para os individuos que possuem parentes genotipados. Métodos de
imputagdo baseados em informagdes da populacdo, beneficiam-se do desequilibrio
de ligacao entre os SNP observados na populagéo utilizada como referéncia. Este é
viavel para um conjunto de individuos que ndo sao aparentados ou que n&o
possuem ancestrais préoximos genotipados. Pesquisadores tém desenvolvido
diferentes técnicas para sua implementacdo, tanto baseado na metodologia de
imputacao pelo pedigree (HICKEY et al., 2011) como baseado na imputagéo pela
populacdo (BROWNING ; BROWNING, 2009) ou ainda pela combinagdo de ambas
as metodologias (SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2011; VANRADEN et al.,
2011).

Considerando a eficiéncia dos métodos de imputacdo e os diversos desafios
para implementacdo da selegcdo genémica nos rebanhos brasileiros de bovinos de
corte, tais como a obtengdo e manipulagdo das informagdes genbmicas de alta
densidade e o alto custo da genotipagem, € imprescindivel que pesquisas com

imputacao sejam realizadas no Brasil.

2 OBJETIVOS

Comparar em diferentes cenarios estratégias e metodologias de imputagéo de

marcadores moleculares de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP) em bovinos

de corte da raga Canchim (62,5% de genes raga Charolés e 37,5% de Zebuino) e do



grupo genético MA (65,6% de genes raga Charolés e 34,4% de Zebuino), visando

futura aplicagdo dos marcadores imputados para estudos de selegdo gendmica.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Imputacgao de genétipos

Na selecdo genébmica (MEUWISSEN; GODDARD; HAYES, 2001), efeitos de
marcadores moleculares (SNP- polimorfismo de nucleotideo unico) distribuidos ao
longo do genoma s&o inferidos simultaneamente utilizando uma populagéo
referéncia com dados fenotipicos e genotipicos. Posteriormente, valores genéticos
gendémicos (GEBV) séo calculados em outra populagdo (validagdo) somando os
efeitos dos marcadores ou haplétipos (conjunto de SNP que sdo encontrados no
mesmo cromossomo) destes. Para geragdes futuras, somente dados genotipicos
sdo necessarios, entretanto a populagao referéncia com informagdes de fendtipos
devera ser mantida para viabilizar posteriores predigdes. Nesta metodologia, &
fundamental que regides no genoma responsaveis pela expressdo das
caracteristicas quantitativas (QTL - Quantitative trait loci) estejam em desequilibrio
de ligagdo (DL) com ao menos um marcador, sendo DL associagdes ndo-aleatérias
entre a presenga de alelos em dois ou mais loci de um mesmo cromossomo
(BOHMANOVA; SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2010). Para garantir este preceito a
densidade dos marcadores deve ser suficientemente grande (GODDARD;HAYES,
2007).

Estudos de associagbes genbmicas permitem identificar marcadores
moleculares associados com QTL, possibilitando detectar regides no genoma
responsaveis por caracteristicas de importancia econbémica para pecuaria. Afim de
melhorar a predigdo dos resultados obtidos pela selegdo gendmica e estudos de
associagdao metodologias de imputacdo de gendtipos tem sido aplicadas em dados
genémicos (DRUET; SCHROOTEN; ROSS, 2010; HAYES et al, 2011;
SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2011). A imputacdo possibilita diversas
aplicagdes como:

i. Gerar painéis de alta densidade (HD) para animais genotipados com os de



baixa densidade (LD) baseando-se em dados genotipicos de uma populagao

referéncia de individuos genotipados com painéis HD (SARGOLZAEI,

CHESNAIS; SCHENKEL, 2011; BOICHARD et al., 2012), visando redugao

dos custos com a genotipagem.

ii. Combinar dados provenientes de populagbes genotipadas com painéis de
diferentes densidades ou racas distintas, permitindo painéis com de unica
densidade e assim aumentar o numero de individuos na populagao, para
promover resultados mais satisfatorios em estudos gendmicos (HAYES et al.,
2011; LARMER et al., 2012).

iii. Predizer gendtipos faltantes (missing genotype) do painel de genotipagem
provenientes do controle de qualidade do dados ou erros de leitura,
aumentando o call rate (porcentagem de genodtipos validos) dos animais
(MARCHINI ; HOWIE, 2010; MA et al., 2013). A inferéncia desses genotipos &
importante para implementagdo da selecdo genOmica e estudos de
associacdo, pois aumenta o numero de SNP e animais disponiveis para
estimar os efeitos dos marcadores (WENG et al., 2012).

Existem diversos softwares desenvolvidos para imputacdo com diferentes
metodologias tais como BEAGLE, IMPUTEZ2, FastPHASE, MACH, Fimpute,
Alphalmpute, findhap. Entretanto, a maioria deles foram desenvolvidos para
aplicacdo em gendtipos humanos, em que o tamanho efetivo da populagao,
aproximadamente 10.000 (KRUGLYAK, 1999), é relativamente maior em relagéo a
de bovinos, aproximadamente 100 (RIQUET et al., 1999) e na maioria das vezes
apresentam informacdes de parentesco desconhecidas, necessitando de algoritmos
complexos para imputagdo dos genotipos, tornando-se inviavel para aplicagdo em
grandes conjuntos de dados, como de bovinos (JOHNSTON; KISTEMAKER,;
SULLIVAN, 2011). Os métodos de imputagdo podem ser efetuados considerando o
desequilibrio de ligagdo entre os marcadores na populagdo (BEAGLE, IMPUTE?Z,
FastPHASE, MACH), utilizando informagdes da familia por meio do pedigree
(Alphalmpute) ou ainda combinando ambas metodologias (FImpute e findhap).

Modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Models- HMM) tém sido
amplamente utilizados para predigdo de fases dos hapldtipos em metodologias de

imputagdo, principalmente em populagbes em que os individuos n&o séao



aparentados. Este modelo permite identificar um estado ndo observado (hidden
states) por meio de uma sequéncia de informa¢des observadas. O modelo é definido
por 5 elementos: i) estados ocultos: S;,S,,..,Sy.; ii) valores observados:
V1,7V, ..., Uy ;i) matriz de probabilidades de transi¢édo: a;; € a probabilidade de
ocorrer a transicdo do estado S; para o estado S; ; iv) matriz de probabilidades de
emissdo: b;(vk) € a probabilidade valor observado vk ser gerado no estado S;; v)
probabilidade inicial: m; é a probabilidade do processo HMM iniciar no estado S;
(RABINER ; JUANG, 1986).

O software BEAGLE utiliza HMM para inferir as fases do haplétipos e imputar
genotipos nao-observados (BROWNING ; BROWNING, 2009). O algoritmo realiza
um agrupamento (“cluster’) de hapldtipos de acordo com a posigao de cada
marcador ao longo do cromossomo. No modelo HMM, o estado oculto corresponde
aos haplotipos que serdo inferidos; os valores observados sdo os genotipos da
populacao referéncia; a probabilidade de emissdo é um determinado alelo ser igual a
1 (major) e o outro alelo ser igual a 0 (minor); probabilidade de transicédo € a
proporcao de haplétipos que sofreram recombinagdo ou mutagao e a probabilidade
inicial € a probabilidade do modelo iniciar-se em determinado haplétipo.

Métodos de imputacdo baseados na populagdo assumem que os individuos
nao sao aparentados, entretanto € possivel identificar relagdo de parentesco entre
os individuos por haplétipos compartilhados (BROWNING ; BROWNING, 2011).
Pequenos segmentos do cromossomo na populagdo sem intervengdo da
recombinagcdo, carregam alelos ou hapldtipos idénticos por descendéncia
(provenientes de um ancestral comum - IBD). Portanto, estas regides estdo
conservadas, ou seja, dois individuos aparentados irdo compartilhar os mesmos
alelos. Individuos mais préoximos compartilham segmentos cromossdmicos mais
longos com menores frequéncias, pois ndo ha quebra por recombinagdo dos
haplétipos IBD. Entretanto parentes mais distantes apresentam haplétipos mais
curtos com maior frequéncia pois ao longo das geragbes os segmentos IBD sdo
perdidos, principalmente por recombinacdo. Alguns autores (KONG et al., 2008;
HICKEY et al., 2011) propuseram um método alternativo de imputagdo denominado
“Long range phase” , em que genes idénticos por descendéncia (IBD) s&o

identificados considerando que quanto mais proximo o relacionamento de



parentesco mais longos s&o os segmentos IBD.

A informacédo do pedigree representa importante fator para identificacédo da
fase dos haplotipos e imputacdo (KONG et al., 2008). Os gendtipos n&o-observados
de um individuo podem ser inferidos comparando haplétipos IBD herdados com
haplétipos presentes em outro individuo proveniente da mesma familia (LI et al.,
2009). De acordo com Sargolzaei, Chesnais e Schenkel (2011), este método é mais
eficiente quando painéis LD apresentam poucos SNP (como o painel 3K SNP). O
software Flmpute descrito por estes autores, combina ambas metodologias de
imputacao (familia e populagdo), entretanto o método baseado na populacéo difere
da maioria dos softwares, pois assume-se que todos os animais estdo relacionados
entre si com algum grau de parentesco. Para encontrar os segmentos IBD, o
algoritmo sobrepde “janelas” formadas pelos segmentos cromossOmicos dos
individuos (overlapping sliding windows), possibilitando verificar a consisténcia da
fase dos haplétipos. O procedimento para encontrar os segmentos é repetido varias
vezes, com alteracdo do tamanho das janelas a serem comparadas, iniciando com
grandes janelas. Os tamanhos s&o reduzidos gradualmente a cada varredura, até
uma janela de tamanho bem pequeno e, apds esse processo, as frequéncias dos
haplétipos na populagéo referéncia sédo utilizadas para predizer o gendtipo faltante
mais provavel (VANRADEN et al., 2013).

3.2 Fatores que afetam a acuracia de imputagao

Tamanho da populagéo referéncia

A populacédo referéncia deve ser grande o suficiente para que todos os
haplétipos presentes na populagdo imputada sejam representados na populagéo
referéncia. A média da taxa do erro de imputagcdo diminui conforme aumenta o
numero de individuos na populagao referéncia (KHATKAR et al., 2012). O efeito do
tamanho da amostra depende da estrutura populacional, uma vez que populacdes
com baixa variabilidade genética requerem menos individuos na populagado
referéncia, pois o desequilibrio de ligagcdo entre os marcadores é maior, além disso
os individuos provém de numero menor de antepassados (DRUET;SCHROOTEN,;

ROSS, 2010). Estes mesmos autores testaram tamanhos de populagao referéncia,



variando de 0 a 2000 individuos, e obtiveram menor taxa de erro de imputagao

considerando 500 ou mais individuos na populagao estudada.

Densidade dos marcadores

A densidade de marcadores é importante fator que afeta a acuracia de
imputacao, pois painéis com muitos SNP apresentam forte desequilibrio de ligagao
entre os marcadores, reduzindo os erros de imputagdo (HABIER; FERNANDO;
DEKKERS, 2009 ; MEUWISSEN, 2009; HICKEY et al., 2012). Segundo Wang et al.
(2012), quanto maior a taxa de genotipos n&o observados menor é a acuracia de
imputacdo. Para populagdes que apresentam desequilibrio de ligagéo relativamente
grande e tamanho efetivo pequeno, permite-se predizer gendétipos provenientes de
painéis com poucos marcadores para painéis de alta densidade (como 3K SNP para
50K SNP) com baixas taxas de erros de imputacdo. Dassonneville et al. (2011)
relataram acuracia de 94,5% imputando de um painel de 3K SNP para 54K SNP em
bovinos de leite. Hayes et al. (2011), estudando popula¢gdes de ovinos relataram
baixas acuracias de imputagcdo do painel 5K SNP para 50K SNP (0,61 a 0,81) e
sugeriram que a populagdo de ovinos apresenta baixo desequilibrio de ligagao entre
os marcadores e ampla diversidade genética comparados a populagdo de bovinos
de leite.

Para resultados mais acurados deve-se explorar imputagdo de marcadores
LD utilizando a informacdo de pedigree (HABIER; FERNANDO; DEKKERS, 2009;
SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2011). O numero de marcadores em
comum entre painéis distintos (LD e HD) também afeta a acuracia de imputacgao,
pois os SNP em comum vinculam ambos mapas e permitem estimar indiretamente o
desequilibrio de ligagdo entre os marcadores provenientes dos diferentes painéis
(DRUET;SCHROOTEN; ROSS, 2010).

Distancia genética da populagdo de referéncia

Para a imputagdo de marcadores provenientes de painéis de baixa densidade
(3K SNP para 50K SNP ou HD), acuracia de imputagcdo depende da distancia

genética entre os individuos da populagdo de imputagdo e os da populagado



referéncia (ZHANG ; DRUET, 2010). Se um individuo presente na populagéo de
imputagao possui parentes na populacao referéncia, os marcadores serao facilmente
identificados no painel HD. Khatkar et al. (2012) identificaram menores erros de
imputacdo considerando pais dos individuos na populagao referéncia (média 2,61%
versus 3,34%).

Frequéncia Alélica

A maioria dos individuos sdo homozigotos para o alelo mais comum da
populagao, tornando a imputacao desse alelo mais facil do que a imputacéo do alelo
raro (MA et al., 2013). Deste modo, imputagdo acurada de alelos raros (frequéncia
do menor alelo - MAF < 0,05) é fundamental, pois estes alelos podem explicar
variagbes genéticas que nado s&o explicadas pelos alelos comuns (CIRULLI ;
GOLDSTEIN, 2010). Além disso, caracteristicas definidas por alelos raros
apresentam poucas observacgdes fenotipicas, limitando estudos de associacéao.
Todavia, se a imputagdo do alelo ocorrer erroneamente essa limitacdo sera ainda
maior. A taxa do erro de imputacao para esse alelo também diminui de acordo com o
tamanho da populacao referéncia e a densidade do painel.

Segundo Ma et al. (2013) a medida mais indicada para mensurar a acuracia de
imputacao de alelos raros é o coeficiente de correlagdo entre o gendtipo imputado e
0 gendtipo original, pois o coeficiente de correlagdo € influenciado por valores
extremos, assim erros na predicao de marcadores com baixo MAF reduz o valor da
correlacao, evitando acuracia de imputacéo superestimada. Além disso, esta medida
desconsidera a imputagdo do gendtipo por chance, ou seja, simplesmente imputar o

alelo ndo-observado pelo alelo de maior efeito (major alelle

3.3 Resultados de imputacao aplicados na pecuaria

Diferentes metodologias de imputagdo de marcadores tem sido testadas em
populagdes de bovinos visando aplicagdo na selecdo genbmica e estudos de
associagdo. Em bovinos de leite, Zhang e Druet (2010) verificaram que, com a
inclusdo de informagdo do pedigree, a metodologia de imputacdo baseada em

familia tem vantagens sobre o método baseado somente na populagédo. Johnston,



Kistemaker e Sullivan (2011), relataram que quando os dois métodos s&o
combinados, a acuracia da imputagdo aumenta. Entretanto, Larmer et al. (2012) ao
conduzirem analises de imputacdo de um painel de 50K SNP para um painel de
777K SNP por meio do software FImpute (versao 2), obtiveram a mesma acuracia
em ambos os métodos. Estes autores também observaram pequeno aumento na
estimativa da acuracia de imputacido considerando simultaneamente varias ragas de
bovinos de leite na populacao de referéncia.

Ventura et al. (2011) obtiveram acuracia de imputacdo do painel 6K SNP
para 50K SNP variando de 71,3% a 97,8% utilizando o software BEAGLE em uma
populagdo mestica de bovinos de corte. Comparando o software BEAGLE com o
Fimpute (versdo2) também em bovinos de corte. Ventura et al. (2012) observaram
aumento médio na acuracia de imputacao de 2,21% utilizando o FImpute e também
reducdo de 10 vezes no tempo de execucdo do software comparado ao BEAGLE.
Sun et al. (2012) utilizaram os softwares BEAGLE, IMPUTE, fastPHASE,
Alphalmpute, findhap e FImpute para imputar gendétipos do painel de 5K SNP para
50K SNP em bovinos da ragca Angus. Estes autores relataram acuracia de imputagao
variando de 0,89 a 0,98 e obtiveram melhores resultados utilizando os softwares
BEAGLE e FImpute .

Khatkar et al. (2012) estudando bovinos de leite da Australia, relataram
valor da acuracia na predi¢do do valor gendmico de gendtipos imputados variando
de 0,50 a 0,56 para produgéao de leite, 0,51 a 0,53 para produgéo de gordura, 0,48 a
0,53 para proteina, 0,20 a 0,23 para fertiidade da progénie e 0,24 a 0,25
sobrevivéncia, sendo que a acuracia aumentou conforme reduziram os erros de
imputacdo. Dassonneville et al. (2011) e Mulder et al. (2012) também observaram
em bovinos leiteiros da raga Holandesa aumento na acuracia do valor genémico em
relacdo ao menor erro de imputacio para caracteristicas reprodutivas e de producao
de leite.

Boichard et al. (2012), imputando gendtipos do painel comercial lllumina
BovineLD BeadChip (6K SNP) para BovineSNP50 (50K SNP) por meio do software
BEAGLE em populagdes constituidas de diferentes ragcas de bovinos provenientes
da Australia, Franga e América do Norte, encontraram acuracia de imputacao

variando 92,3 % a 98,8 % . Ma et al. (2013), predizendo marcadores dos painéis 3K
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SNP e 54K SNP para HD em bovinos de leite, obtiveram taxa de alelos imputados
corretamente variando de 94% a 97% (3K SNP para HD) e 99% (54K SNP para HD)
e coeficientes de correlacdo entre marcadores imputados e verdadeiros de 0,74 a
0,90 (3K SNP para HD) e 0,96 a 0,98 (54K SNP para HD) utilizando os programas
Fimpute e BEAGLE. Estes programas alcangaram melhores resultados comparados
a outros softwares utilizados no estudo (findhap, Alphalmpute, IMPUTEZ2, AlphaBea).

Hozé et al. (2013) estudaram dezesseis diferentes racas francesas de bovinos
de corte e de leite e relataram erro de imputacdo do painel de 50K SNP para HD
variando de 0,31% a 2,41% utilizando o software BEAGLE. Estes autores
observaram que o erro de imputacdo em média foi maior em ragas de bovinos de
corte do que em bovinos de leite devido ao tamanho da populagcdo referéncia
disponivel, o numero efetivo de ancestrais de cada raca e a relagao de parentesco
entre a populagao de imputacio e referéncia.

Diante da eficiéncia da aplicacdo dos métodos de imputagcdo na pecuaria,
estudos de imputacdo devem ser realizados nos rebanhos de bovinos de corte do
Brasil. Ragas compostas desenvolvidas por meio de cruzamentos de animais Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus se tornaram importantes para bovinocultura de
corte brasileira (ALENCAR, 1988) com intuito de unir caracteristicas de precocidade
e rendimento dos animais taurinos com caracteristicas de rusticidade dos zebuinos.
A raca Canchim é exemplo de raga composta produzida no Brasil, o rebanho desses
animais representa 3% do plantel brasileiro (ABCCAN, 2013). Estudos gendémicos e
de associagao tem sido realizados nessa raga (BUZANSKAS et al., 2013; MOKRY et
al., 2013) com a finalidade de identificar animais geneticamente superiores para
caracteristicas de interesse econémico como conformagao da carcaga, espessura
de gordura subcutanea e perimetro escrotal. Assim, estudos de imputagdo devem
ser efetuados na populagdo de animais Canchim visando reduzir custos de
genotipagem e promover aumento das informagdes genotipicas no programa de

melhoramento genético da raca.
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CAPITULO 2 - METODOLOGIAS E ESTRATEGIAS DE IMPUTAGAO DE
MARCADORES GENETICOS EM BOVINOS DA RAGA CANCHIM

1 INTRODUGAO

Informagdes genotipicas de animais de producédo tém sido utilizadas nos
programas de melhoramento genético, principalmente em bovinos, objetivando o
aumento da resposta a selegcdo. Selecdo gendémica, em que se permite predizer
valores genéticos gendmicos por meio de marcadores moleculares e estudos de
associagao entre esses marcadores com determinada caracteristica (GWAS) sao
exemplos de anadlises realizadas com dados gendmicos. Todavia, estas
metodologias exigem grande numero de individuos genotipados com painéis de alta
densidade contendo milhares de marcadores de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) espalhados ao longo de todo genoma (MEUWISSEN; GODDARD; HAYES,
2001).

Ha uma diversidade de painéis disponiveis no mercado com diferentes
densidades de marcadores para genotipagem de bovinos, variando de 3K até
painéis com 3 milhdes de marcadores, além de técnicas de sequenciamento de todo
genoma (KHATKAR et al., 2012). Um dos fatores que afetam a acuracia das
analises gendbmicas é a densidade de marcadores presentes nos painéis de
genotipagem (MEUWISSEN, 2009). Painéis de alta densidade (HD) possuem maior
desequilibrio de ligacdo entre seus marcadores, permitindo assim melhores
predicdes de valores gendémicos e acurado mapeamento de QTL (MA et al., 2013).
Entretanto, genotipar animais com painéis HD apresenta custo elevado, limitando o
numero de animais genotipados. Uma alternativa para a redugdo desses custos é
utilizar imputacédo de gendtipos (HAYES et al., 2011; JOHNSTON; KISTEMAKER;
SULLIVAN, 2011).

A imputacdo é um método em que marcadores de uma populagao genotipada
com painéis de baixa densidade (LD) s&o inferidos utilizando informagdes
provenientes de uma populagdo referéncia genotipada com painéis HD (HOWIE;
DONNELLY; MARCHINI, 2009; HAYES et al., 2011). Metodologias de imputagao
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tornaram-se importantes ferramentas para aumentar o numero de informacoes
genotipicas, pois permitem a genotipagem de mais individuos com painéis LD,
intensificando a selecdo com baixos custos (VENTURA et al., 2011; BOICHARD et
al., 2012). Além disso, estas permitem a combinagdo de dados provenientes de
animais genotipados com painéis de diferentes densidades e/ou ragas distintas,
aumentando o numero de individuos na populagao referéncia (HAYES et al., 2011,
LARMER et al., 2012). Também ¢é possivel utilizar dessas técnicas para predizer
genotipos ndo-observados no mesmo painel, aumentando o call rate (porcentagem
de gendtipos validos) dos animais genotipados (MARCHINI; HOWIE, 2010; MA et
al., 2013).
Muitos métodos de imputagédo e programas computacionais estdo disponiveis
para imputacdo de genotipos, tais como BEAGLE, IMPUTEZ2, findhap, FImpute e
Alphalmpute. Entretanto, nem todas as metodologias conseguem obter resultados
acurados na imputagdo dos dados genémicos de bovinos, pois alguns programas
foram desenvolvidos para imputagdo de genétipos humanos, necessitando assim de
algoritmos mais complexos (JOHNSTON; KISTEMAKER; SULLIVAN, 2011). Os
métodos podem ser classificados em dois grupos: (1) baseado em informagdes de
familia (por uso de pedigree), que utiliza regras de ligacao e segregagdo mendeliana
para predizer os genotipos; (2) baseado na populagdo, o método prediz gendtipos
por meio do desequilibrio de ligagdo entre os SNP observados na populagéao
utilizada como referéncia (LI et al., 2009).
Varios fatores podem influenciar a acuracia de imputacao, tais como a estrutura
da populacdo, tamanho da populacdo referéncia, densidade do painel LD,
frequéncias dos marcadores e relacdo de parentesco entre a populacéo referéncia e
a de imputagdo (HOWIE; DONNELLY; MARCHINI. 2009; DASSONNEVILLE et al.,
2011; HICKEY et al., 2012). Considerando a necessidade de avaliar metodologias e
estratégias de imputacdo que maximizem a acuracia na populagédo de interesse, o
objetivo deste trabalho foi comparar em diferentes cenarios metodologias de
imputacdo de marcadores moleculares SNP em bovinos de corte da raga Canchim
utilizando os softwares Fimpute e BEAGLE para futura aplicagdo em estudos

gendmicos .
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 A ragca Canchim

A raga Canchim foi formada por meio de cruzamentos alternados entre
animais da Charolés (Bos taurus taurus) e Zebuinos (Bos taurus indicus),
principalmente das ragas Indubrasil, Guzera e Nelore, com a finalidade de explorar
os efeitos da heterose e a complementariedade entre as caracteristicas favoraveis
do Charolés (conformagao) e a do Zebu (rusticidade). Os esquemas de cruzamentos
iniciaram-se na década de 40. Os melhores resultados obtidos na época para as
caracteristicas de interesse econdmico como precocidade, conformacdo e
resisténcia ao calor e parasitas foram para animais com propor¢ao de genes 62,5%
Charolés e 37,5% Zebuino (ALENCAR,1988). Visando alcangar maior variabilidade
genética na populagdo, outros sistemas de acasalamentos com diferentes
propor¢cdes de genes Charolés-Zebu, principalmente Nelore nos dias atuais, foram
realizados para obtenc¢ao da raca, formando assim diversos grupos genéticos, como
o grupo genético “MA”, constituido por filhos de touros Charolés acasalados com
fémeas cruzadas Canchim X Zebu (grupo genético “A”), sendo a proporgéo
esperada de genes para MA de aproximadamente 65,6% Charolés e 34,4% Zebu. O
acasalamento entre animais “MA” ou entre animais “MA” e Canchim irdo gerar
animais da raga Canchim (PEREIRA et al., 2005; ANDRADE et al., 2008).

2.2 Descrigao dos dados e genotipagem

Foram utilizadas informagdes de 400 animais genotipados com painel
BovineHD BeadChip (lllumina Inc., San Diego, CA), consistindo 786.799 SNP
distribuidos ao longo do genoma, nascidos entre 1999 e 2005, provenientes da base
de dados gendmicos da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP. O conjunto de
dados é constituido por 205 fémeas e 195 machos, em que 194 animais sao
oriundos da fazenda da Embrapa Pecuaria Sudeste com origem em 17 touros,
sendo 186 animais Canchim e 8 animais pertencentes ao grupo genético MA
(oriundos de acasalamento entre machos da raga Charolés e fémeas cruzadas

Canchim X Zebu). O restante das amostras s&o pertencentes a fazendas no Estado
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de Sdo Paulo (38 animais Canchim e 9 animais MA) e de Goias (60 animais
Canchim e 97 animais MA), e 2 touros (1 Canchim e 1 Charolés) que sdo pais de
alguns dos individuos genotipados. O critério para escolha dos animais que foram
genotipados foi baseado em animais (machos e fémeas) com valores genéticos
extremos (alto e baixo) para a caracteristica area de olho de lombo. A matriz de
parentesco destes animais constituiu de 4.095 animais. A endogamia média da
populacdo foi igual a 0,02, calculada pelo programa CFC (SARGOLZAEI,
IWAISAKI ;COLLEAU, 2006) .

2.3 Controle da qualidade dos dados

A edigcédo dos dados foi realizada no software R versao 3.0.1 (R Core Team ,
2013) e em linguagem C++. Foram considerados para as analises somente os
cromossomos autossémicos e SNP com posi¢cdo conhecida no mapa UMD_3.1
bovine assembly (ZIMIN et al., 2009), totalizando 742.906 SNP. Genotipos foram
identificados de acordo com o numero de alelos, sendo AA = “0”, AB = “1”" e BB =
“2”. Para o controle de qualidade dos gendtipos foram excluidos do arquivo de dados
SNP com escore de leitura (“‘genotype calling score”) inferiores a 0,60, desvios
significativos  (p<0,000001) do equilibrio de Hard-Weinberg, proporgdo de
heterozigotos desviando +0,15 da proporcéo esperada e taxa de leitura (call rate)
menor que 0,90. Para a frequéncia minima de alelos (MAF) foram aplicados 3
diferentes critérios :
i. Sem remover MAF (QC1);
ii.  SNP com MAF menor que 0,0025 foram excluidos (QC2);
ii.  SNP com MAF menor que 0,10 foram excluidos (QC3);
Para o controle das amostras, animais que apresentaram call rate menor que
0,90 foram excluidos. Permaneceram no arquivo final de dados 396 animais,
621.837 SNP para o QC1, 616.565 para o QC2 e 533.023 SNP para QC3.

2.4 Delineamento do estudo para a imputacao dos dados

2.4.1 Painéis de baixa densidade
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Foram criados painéis de baixa densidade (LD) 3K, 6K, 9K, 20K, 50K, 80K e
90 K SNP, selecionando os marcadores em comum entre o painel HD original e os
painéis comerciais lllumina Bovine3K (3K), lllumina BovineLD (6K), GeneSeek
Genomic Profiler (GGP) Beef LD (9K), GGP Indicus LD (20K), lllumina BovineSNP50
(50K), ,GGP Beef HD (80K) e GGP Indicus HD (90K) (Tabela 1). Os painéis de 9K e
80K, 20K e 90K foram customizados pela empresa GeneSeek/Neogen, visando

respectivamente o Bos taurus taurus e Bos taurus indicus.

Tabela 1. Numero de SNP em comum entre os painéis de baixa densidade (LD) e alta
densidade (HD) para cada critério de frequéncia minima de alelos (MAF)
utlizado no controle de qualidade.

Painel LD original QC1 QC2 QC3
lllumina Bovine3K (2900 SNP) 2342 2341 2280
lllumina BovinelLD (6909 SNP) 6283 6280 6132
GGP Beef LD (8762 SNP) 7561 7548 7266
GGP Indicus LD (19721 SNP) 14330 14305 13905
lllumina BovineSNP50 (54609 SNP) 40234 38802 30838
GGP Beef HD (76992SNP) 67601 67143 61174
GGP Indicus HD (74085 SNP) 50062 50038 49006

QC1 = sem remover MAF; QC2 = SNP com MAF menor que 0,0025 foram
excluidos; QC3 = SNP com MAF menor que 0,10 foram excluidos.

2.4.2 Populagao referéncia e de imputagao

Os animais foram divididos em sete grupos distintos utilizando diferentes

cenarios, denominados de populacéo referéncia e imputacdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de animais por grupos genéticos (Charolés, Canchim e MA) em
(C1) individuos agrupados por ano de
nascimento; Cenario 2 (C2A, C2B, C2C e C2D) individuos agrupados pelo

diferentes cenarios. Cenario 1

grupo genético; Cenario 3 (C3A e C3B) individuos agrupados por sexo.

C1

Canchim

MA

Total

Populacao referéncia

(nascidos de 1999 a 2004)

Populacéo de imputagao
(nascidos em 2005)

184

99

68

44

253

143

C2A

Populacao referéncia
Populagéo de imputagao

283

112

283
112

C2B

Populacao referéncia
Populagéo de imputagao

283

112

112
283

Cc2C

Populacao referéncia
(nascidos até 2004)
Populacgéo de imputagao
(nascidos em 2005 )

283

68

44

351

44

C2D

Populacao referéncia
(nascidos até 2004)
Populagéo de imputagao
(nascidos em 2005)

184

99

112

296

99

C3A

Populacao referéncia
(Machos)

Populacgéo de imputagao
(Fémeas)

128

155

63

49

192

204

C3B

Populacao referéncia
(Machos + Fémeas)
Populagao de imputacao

(Fémeas nascidas em 2005)

228

55

86

26

315

81

2.5 Calculo do parentesco médio entre populagao referéncia e de imputagao

Foi calculado o parentesco maximo, minimo e médio genémico de acordo

com VANRADEN (2008) entre a populacéo referéncia e a de imputagdo para todos

os cenarios de populacéo (Apéndice 1).

2.6 Calculo do desequilibrio de ligagao entre os marcadores
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Foi calculado o desequilibrio de ligagdo meédio entre os marcadores
adjacentes pelo software SNPPLD (SARGOLZAEI et al., 2008), utilizando o arquivo
de dados do controle de qualidade sem remover o MAF (QC1) e o painel HD
(Apéndice 2). A medida de desequilibrio de ligacdo utilizada foi r* (HILL;
ROBERTSON, 1968).

2.7 Imputacgao dos genétipos

A imputagdo dos gendtipos foi realizada pelo método baseado na populagado
utilizando desequilibrio de ligacdo entre marcadores. As metodologias foram
implementadas pelo programa Fimpute v2.2 ( SARGOLZAEI; CHESNAIS;
SCHENKEL, 2011 ) e pelo programa BEAGLE v3.3.2 (BROWNING; BROWNING,
2009).

2.7.1 Fimpute

O algoritmo de imputacdo do FImpute utiliza como procedimentos a
identificacdo de regides que possam ser inferidas pelas informag¢des dos pais ou da
progénie com alto grau de confiabilidade, na reconstrugdo dos haplétipos
(SARGOLZAEI et al., 2008) de forma que os haplétipos sdo reconstruidos de forma
iterativa. Esta iteracao é repetida até que a soma dos quadrados das probabilidades
dos haplétipos seja suficientemente pequena. Os haplétipos das progénies sao
entdo combinados com os hapldtipos dos pais ou descendentes e assim os
genotipos ndo observados sao inferidos. Na imputagdo com base na populagdo, ao
contrario da maioria dos softwares, o Fimpute assume que todos os animais estao
relacionados com algum grau de parentesco e utiliza sobreposicdo de “janelas’
(overlapping sliding windows) formadas por segmentos cromossdmicos, para
encontrar os segmentos que sdo compartilhados entre os individuos, provenientes
de um ancestral comum (IBD). Por meio da sobreposicdo dos segmentos
cromossOmicos € possivel verificar a consisténcia da fase dos haplétipos. O
procedimento para encontrar os segmentos é repetido varias vezes, com alteragao
do tamanho das janelas a serem comparadas, iniciando com grandes janelas. Os

tamanhos s&o reduzidos em cada varredura gradualmente, até uma janela de
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tamanho bem pequeno e, apds esse processo, as frequéncias dos haplotipos na

populacao referéncia séo utilizadas para predizer o gendtipo faltante mais provavel.
2.7.2BEAGLE

A metodologia utilizada pelo BEAGLE foi descrita por Browning e Browning
(2009). Este software realiza a imputacdo baseada na populagdo, agrupando os
haplétipos de acordo com a posigdo de cada marcador ao longo do cromossomo (*
Local cluster”). O algoritmo utiliza os grupos formados para capturar os marcadores
que estdo em desequilibrio de ligagao e predizer os gendtipos. O programa utiliza o
modelo estatistico “Hidden Markov Model’, em que estima a probabilidade de que
cada individuo carrega um gendtipo particular (SNP particular), considerando os
dados genotipicos do individuo para outros SNP e o resto da populagéo. O BEAGLE
utiliza um algoritmo de eliminagcdo para determinar a fase do hapldétipo para cada
individuo e amostras dos haplétipos sao utilizadas para reconstrugcao do "cluster do
haplétipo local". Os haplétipos sdo agrupados de forma que aqueles em um mesmo
cluster tendem a ter probabilidades semelhantes para os alelos subjacentes. Isso é
repetido ao longo de 10 iteragbes para atingir elevado valor de acuracia,
conservando a eficiéncia computacional. O BEAGLE calcula um numero minimo de
recombinagdes que podem ocorrer no crossing-over e também gera relatério com

possiveis recombinagdes dos ancestrais.

2.8 Determinagao da acuracia de imputagao

Para estimar a acuracia de imputagcao foram utilizados 2 critérios: a taxa de

concordancia e o quadrado da correlaggo alélica (R? alélico).

2.8.1 Taxa de Concordancia

Os marcadores imputados foram comparados com aqueles verdadeiros,
presentes no painel HD original e assim foi calculada a proporcédo de gendtipos
imputados corretamente, erroneamente e os n&o imputados. A taxa de concordancia

corresponde a proporg¢ao de gendtipos imputados corretamente.
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2.8.2 R? alélico

O R? alélico é determinado pelo quadrado da correlacéo entre a contagem de
alelos (alelo de efeito menor, ou seja, minor alelic) imputados e a contagem de
alelos do gendtipo original. Esta metodologia foi descrita por Browning e Browning
(2009). Segundo estes autores, o R? alélico é uma medida que nao depende da
frequéncia alélica do marcador para avaliar a eficiéncia da imputag¢ao, dado que o
tamanho da amostra seja suficientemente grande para conter um numero suficiente
de alelos menores a serem imputados, caso contrario a correlagao alélica pode ser

estimada com erros padrdées muito elevados.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Acuracia de imputacgao

A aplicacdo dos critérios para MAF (QC1, QC2 e QC3) no controle de
qualidade do SNP n&o apresentou ganhos em acuracia de imputacdo (Tabela 3, 4 e
5). Quando o critério mais rigoroso para MAF (QC3) foi aplicado (MAF < 0,10), a
acuracia de imputacao diminuiu, principalmente nos painéis LD com menores
densidades (3K, 6K, 9K e 20K). A aplicacdo de QC3 reduziu o numero de
marcadores em comum com o painel HD (Tabela 1), no entanto estes SNP
conectam ambos os mapas auxiliando na predigdo dos hapldtipos utilizados na
inferéncia do gendtipos nao-observados por meio do desequilibrio de ligagao
existentes entre estes. Além disso, o numero de SNP presentes no painel referéncia
quanto a proporcao de gendtipos ndo-observados no painel LD influencia a acuracia
de imputagdo (HOWIE et al., 2009; MULDER et al., 2012).

A acuracia de imputagao de LD para HD pela taxa de concordancia variou de
56 a 98% e o R? alélico de 0,25 a 0,96 utilizando o Fimpute (Tabela 3 e 4). A taxa de
alelos imputados erroneamente n&o diminuiu com a inclusdo da informagdo de
pedigree. Larmer et al. (2012), estudando uma populagdo de bovinos de leite, n&o
encontraram ganhos em acuracia adicionando informagdes de pedigree no Fimpute.
Pelo software BEAGLE a variagao foi de 50 a 96% pela taxa de concordancia e de

0,17 a 0,94 pelo R? alélico (Tabela 5). Observou-se que quando a taxa de
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concordancia é alta, o valor do R? alélico se aproxima dessa taxa. Entretanto, na
imputacdo de painéis menos densos (3K, 6K, 9K e 20K SNP) para HD , em que a

acuracia é inferior, o R? alélico foi menor.
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Tabela 3. Acuracia de Imputagdo de painéis de baixa densidade (LD) para alta
densidade (HD) pela taxa de concordancia e pelo R? alélico, utilizando o
software FImpute para os diferentes critérios de MAF aplicados* e
cenarios de populacio** .

QC1 QC2 QC3
- Tamanho do Taxa de 2 i Taxa de 2 iap Taxa de 2 4
Cendrios painel LD  Concordancia R™alélico Concordancia R™alelico Concordancia R™alelico

3K 75,84 0,59 75,70 0,59 73,27 0,52

6K 87,82 0,79 87,72 0,79 86,46 0,76

9K 88,74 0,81 88,64 0,81 87,42 0,77

C1 20K 92,50 0,87 92,43 0,87 94,54 0,85
50K 95,24 0,92 95,20 0,92 91,66 0,90

80K 96,99 0,95 96,96 0,95 96,61 0,94

90K 96,72 0,95 96,68 0,94 96,39 0,93

3K 63,31 0,38 62,86 0,37 59,26 0,29

6K 76,35 0,59 76,17 0,58 73,70 0,52

9K 77,22 0,61 77,54 0,61 75,17 0,78

C2A 20K 83,72 0,72 83,61 0,71 81,97 0,66
50K 89,63 0,82 89,55 0,82 88,13 0,85

80K 93,30 0,88 93,24 0,88 92,46 0,54

90K 92,54 0,87 92,48 0,87 91,79 0,86

3K 60,57 0,34 60,21 0,33 56,20 0,25

6K 71,78 0,52 71,46 0,51 68,62 0,44

9K 73,20 0,54 72,93 0,54 70,21 0,47

C2B 20K 79,35 0,65 79,19 0,65 77,13 0,59
50K 86,03 0,76 85,92 0,76 84,16 0,71

80K 90,67 0,84 90,60 0,84 89,56 0,81

90K 89,64 0,82 89,54 0,82 88,63 0,79

3K 73,09 0,54 72,75 0,53 70,01 0,46

6K 85,29 0,75 85,17 0,74 83,73 0,70

9K 86,35 0,77 86,12 0,76 84,75 0,72

caCc 20K 90,70 0,84 90,60 0,84 89,69 0,81
50K 94,15 0,90 94,12 0,90 93,29 0,87

80K 96,31 0,94 96,28 0,93 95,83 0,92

90K 95,97 0,93 95,94 0,93 95,56 0,92

3K 78,02 0,62 77,74 0,62 75,46 0,75

6K 89,96 0,83 89,84 0,83 88,81 0,89

9K 90,76 0,84 90,67 0,84 89,70 0,82

Cc2D 20K 94,21 0,90 94,15 0,94 95,85 0,93
50K 96,40 0,94 96,36 0,90 93,54 0,96

80K 97,77 0,96 97,74 0,96 97,48 0,95

90K 97,58 0,96 97,55 0,96 97,33 0,97
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Tabela 3. Continuacgéo...

QcC1 QC2 QC3
- Tamanho do Taxa de 2 i Taxa de 2 e Taxa de 2 o
Cenarios painel LD  Concordancia R™alélico Concordancia R™alelico Concordancia R™alelico

3K 76,6 0,60 76,52 0,60 73,77 0,53

6K 88,82 0,81 88,71 0,81 87,43 0,78

9K 89,71 0,82 89,56 0,82 88,39 0,79

C3A 20K 93,22 0,88 93,13 0,88 92,44 0,86
50K 95,65 0,92 95,60 0,93 94,99 0,91

80K 97,22 0,95 97,19 0,95 96,86 0,94

90K 97,01 0,95 96,98 0,95 96,69 0,94

3K 78,73 0,64 78,69 0,64 76,62 0,58

6K 90,05 0,83 89,98 0,83 88,96 0,80

9K 90,81 0,84 90,76 0,85 89,75 0,82

C3B 20K 94,12 0,90 94,06 0,90 93,5 0,88
50K 96,31 0,94 96,27 0,94 95,75 0,92

80K 97,68 0,96 97,66 0,96 97,39 0,95

90K 97,49 0,96 97,47 0,96 97,22 0,95

* QC1: Sem remover MAF; QC2: SNP com MAF menor que 0,0025 foram excluidos; QC3: SNP com
MAF menor que 0,10 foram excluidos.

**C1: Populagdo Referéncia: animais nascidos até 2004; Populacdo de Imputagdo: nascidos em
2005; C2A: Populagéo referéncia: animais Canchim; Populagdo de imputacdo: animais MA; C2B:
Populagao referéncia: animais MA; Populacdo de imputagdo: animais Canchim; C2C: Populacao
referéncia: animais Canchim e MA (nascidos até 2004); Populagdo de imputagdo animais MA
nascidos em 2005; C2D: Populacdo referéncia: animais MA e Canchim (nascidos até 2004);
Populagdo de imputagao: animais Canchim nascidos em 2005; C3A: Populacdo referéncia: machos;
imputacdo fémeas C3B: Populagédo referéncia: machos e fémeas nascidas até 2004; imputagao :
fémeas nascidas em 2005.
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Tabela 4. Acuracia de Imputagdo de painéis de baixa densidade (LD) para alta

densidade (HD) pela taxa de concordancia e pelo R? alélico, utilizando o
software FImpute com informagbes de pedigree para os diferentes
critérios de MAF aplicados* e cenarios de populagao*

QC1 QC2 QC3
Tamanho
. . Taxa de 2 Taxa de 2 Taxa de 2
Cenarios do Egmel Concordancia R Concordancia R Concordancia R
3K 75,81 0,59 75,66 0,58 73,07 0,52
6K 87,63 0,79 87,51 0,79 86,21 0,75
9K 95,08 0,92 95,04 0,91 94,36 0,90
C1 20K 88,54 0,81 88,41 0,80 87,16 0,77
50K 92,30 0,87 92,24 0,87 91,44 0,84
80K 96,58 0,94 96,55 0,94 96,23 0,93
90K 96,72 0,94 96,83 0,95 96,46 0,94
3K 63,28 0,38 62,96 0,37 59,18 0,28
6K 76,36 0,59 76,18 0,58 73,72 0,52
9K 77,69 0,61 77,54 0,61 75,20 0,54
C2A 20K 83,74 0,72 83,61 0,71 81,95 0,66
50K 89,62 0,82 89,54 0,82 88,13 0,78
80K 92,54 0,87 92,47 0,87 91,78 0,84
90K 93,29 0,88 93,23 0,88 92,46 0,86
3K 60,60 0,33 60,25 0,33 56,25 0,25
6K 71,81 0,52 71,49 0,51 68,65 0,44
9K 73,22 0,54 72,95 0,54 70,22 0,47
C2B 20K 79,35 0,65 79,20 0,65 77,15 0,59
50K 86,03 0,76 85,92 0,76 84,15 0,71
80K 89,64 0,82 89,53 0,82 88,63 0,79
90K 90,68 0,84 90,60 0,84 89,56 0,81
3K 73,13 0,54 72,88 0,53 69,95 0,46
6K 85,32 0,75 85,15 0,74 83,65 0,70
9K 86,32 0,76 86,15 0,7611 84,69 0,72
c2C 20K 90,72 0,84 90,61 0,83 89,69 0,81
50K 94,16 0,90 94,11 0,89 93,29 0,87
80K 95,97 0,93 95,93 0,9295 95,57 0,92
90K 96,32 0,94 96,28 0,9359 83,65 0,71
3K 78,09 0,62 77,83 0,6216 75,56 0,56
6K 89,98 0,83 89,86 0,8294 88,83 0,80
9K 90,77 0,84 90,68 0,8435 89,72 0,82
Cc2D 20K 94,22 0,90 94,16 0,9025 93,55 0,88
50K 96,40 0,94 96,36 0,9394 95,85 0,93
80K 97,57 0,96 97,55 0,9596 97,32 0,95

90K 97,77 0,96 97,74 0,9627 97,48 0,95
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Tabela 4. Continuacgao...

QcC1 QC2 QC3
.. Tamanho do Taxa de 2 i Taxa de 2 i Taxa de 2 o
Cenarios painel LD  Concordancia R™alélico Concordancia R™alélico Concordancia R™alélico

3K 76,60 0,60 76,33 0,60 73,60 0,53

6K 88,82 0,81 88,49 0,81 87,43 0,77

9K 89,50 0,82 89,32 0,82 88,14 0,79

C3A 20K 93,05 0,88 92,96 0,88 92,26 0,86
50K 95,65 0,93 95,48 0,92 94,86 0,90

80K 96,92 0,95 96,88 0,94 96,6 0,93

90K 97,13 0,95 97,12 0,95 96,77 0,94

3K 78,87 0,64 78,69 0,637 76,51 0,58

6K 89,95 0,83 89,87 0,83 88,83 0,80

9K 90,71 0,84 90,62 0,84 89,64 0,81

C3B 20K 94,01 0,90 93,97 0,90 93,39 0,88
50K 96,25 0,94 96,21 0,94 95,69 0,92

80K 97,44 0,96 97,42 0,96 97,17 0,95

90K 97,65 0,96 97,63 0,96 97,35 0,95

* QC1: Sem remover MAF; QC2: SNP com MAF menor que 0,0025 foram excluidos; QC3: SNP com
MAF menor que 0,10 foram excluidos.

**C1: Populagdo Referéncia: animais nascidos até 2004; Populacdo de Imputagdo: nascidos em
2005; C2A: Populagéo referéncia: animais Canchim; Populagdo de imputacdo: animais MA; C2B:
Populagao referéncia: animais MA; Populagdo de imputagdo: animais Canchim; C2C: Populacao
referéncia: animais Canchim e MA (nascidos até 2004); Populagdo de imputagdo animais MA
nascidos em 2005; C2D: Populacdo referéncia: animais MA e Canchim (nascidos até 2004);
Populagdo de imputagao: animais Canchim nascidos em 2005; C3A: Populagao referéncia: machos;
imputacdo fémeas C3B: Populagédo referéncia: machos e fémeas nascidas até 2004; imputagao :
fémeas nascidas em 2005.
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Tabela 5. Acuracia de Imputagdo de painéis de baixa densidade (LD) para alta

densidade (HD) pela taxa de concordancia e pelo R“ utilizando o
software BEAGLE para os diferentes filtros de MAF aplicados* e
cenarios de populagao*”*.

QC1 QC2 QC3
Tamanho
. . Taxa de 2 Taxa de 2 Taxa de 2
Cenarios do Egmel Concordancia R Concordancia R Concordancia R

3K 66,58 0,44 66,27 0,44 63,34 0,37

6K 80,99 0,68 80,79 0,68 79,01 0,63

9K 82,35 0,71 82,19 0,70 80,48 0,66

C1 20K 87,66 0,80 87,50 0,71 86,24 0,76
50K 92,22 0,87 92,14 0,87 91,04 0,84

80K 95,29 0,92 95,26 0,92 94,68 0,90

90K 95,06 0,92 95,03 0,92 94,52 0,90

3K 59,90 0,33 59,73 0,33 55,96 0,25

6K 72,46 0,53 72,23 0,58 69,72 0,46

9K 73,96 0,56 73,78 0,55 71,18 0,48

C2A 20K 79,93 0,66 79,75 0,65 77,70 0,60
50K 86,73 0,77 86,66 0,77 84,88 0,72

80K 91,57 0,76 91,51 0,85 90,47 0,82

90K 90,93 0,85 90,85 0,84 89,97 0,81

3K 55,15 0,25 54,83 0,25 50,35 0,16

6K 63,26 0,38 63,00 0,38 59,39 0,30

9K 64,41 0,40 64,15 0,40 60,70 0,32

Cc2B 20K 70,18 0,50 69,91 0,49 67,19 0,42
50K 80,09 0,67 79,95 0,66 77,44 0,59

80K 87,46 0,79 87,35 0,79 85,96 0,75

90K 85,91 0,76 85,79 0,76 84,55 0,72

3K 65,05 0,41 64,55 0,40 61,82 0,33

6K 79,70 0,66 79,32 0,65 77,57 060

9K 81,06 0,68 80,85 0,67 79,02 0,62

cac 20K 86,64 0,77 86,55 0,77 85,05 0,73
50K 91,33 0,86 91,24 0,8517 90,01 0,82

80K 94,59 0,91 94,53 0,9081 93,83 0,89

90K 94,44 0,91 94,36 0,9050 93,76 0,89

3K 68,92 0,48 68,57 0,4729 65,95 0,41

6K 84,00 0,73 83,86 0,7306 82,46 0,69

9K 85,38 0,76 85,23 0,7547 83,84 0,72

Cc2D 20K 90,26 0,84 90,23 0,8403 89,18 0,81
50K 93,92 0,90 93,90 0,9005 92,98 0,88

80K 96,35 0,94 96,30 0,9402 95,85 0,93

90K 96,12 0,94 96,10 0,9371 95,69 0,92
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Tabela 5. Continuacgao...

QC1 QC2 QC3
Tamanho
. . Taxa de 2 Taxa de 2 Taxa de 2
Cenarios do Egmel Concordancia R Concordancia R Concordancia
3K 66,17 0,44 65,80 0,43 62,80 0,36
6K 80,42 0,68 80,35 0,67 78,46 0,62
9K 81,89 0,70 81,71 0,70 79,94 0,65
C3A 20K 87,39 0,79 87,33 0,80 86,06 0,76
50K 92,28 0,87 92,23 0,87 91,09 0,84
80K 95,46 0,93 95,40 0,92 94,85 0,91
90K 95,29 0,92 95,25 0,92 94,79 0,91
3K 69,24 0,48 69,06 0,4808 66,51 0,42
6K 84,30 0,74 84,16 0.7351 82,71 0,69
9K 85,59 0,76 85,42 0,7566 84,09 0,72
C3B 20K 90,32 0,84 90,20 0,8381 89,24 0,81
50K 93.84 0,90 93,82 0,8980 92,85 0,87
80K 96,23 0,94 96,20 0,9377 95,71 0,92
90K 96,10 0,94 96,04 0,9352 95,65 0,92

* QC1: Sem remover MAF; QC2: SNP com MAF menor que 0,0025 foram excluidos; QC3: SNP com
MAF menor que 0,10 foram excluidos.

**C1: Populagdo Referéncia: animais nascidos até 2004; Populacdo de Imputagdo: nascidos em
2005; C2A: Populagéo referéncia: animais Canchim; Populagdo de imputacdo: animais MA; C2B:
Populagao referéncia: animais MA; Populacdo de imputagdo: animais Canchim; C2C: Populacao
referéncia: animais Canchim e MA (nascidos até 2004); Populagdo de imputagdo animais MA
nascidos em 2005; C2D: Populacdo referéncia: animais MA e Canchim (nascidos até 2004);
Populagdo de imputagao: animais Canchim nascidos em 2005; C3A: Populacdo referéncia: machos;
imputacdo fémeas C3B: Populagédo referéncia: machos e fémeas nascidas até 2004; imputagao :
fémeas nascidas em 2005.
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A taxa de alelos imputados erroneamente diminuiu conforme a quantidade de
marcadores SNP presentes no painel LD (Figura1). O ganho médio em acuracia
pela taxa de concordancia do painel com maior densidade de marcadores (80K e
90K) comparado ao de 3K, este de menor densidade, para HD foi de 24% (FImpute)
e 30% (BEAGLE). O R? alélico foi, em média, 1,82 e 2,26 vezes maior para 90K em
relacdo ao 3K quando foi feita a imputagdo para HD utilizando o Fimpute e o
BEAGLE, respectivamente. A densidade do painel LD testado € importante fator que
afeta a eficiéncia da imputagdo (HOWIE et al., 2009; HICKEY et al., 2012) quanto
maior o numero de SNP presentes no painel LD menor a taxa de erro da imputacao.
Estudos demonstraram que baixas acuracias de imputacdo ndo sao satisfatérias
para aplicagdo na selecdo genbmica, pois o valor gendémico predito decresce
conforme aumenta a taxa do erro de imputacdo (KHATKAR et al., 2012; MULDER et
al., 2012).

Individuos da populagdo de imputacdo com maior parentesco médio com
individuos da populagao referéncia apresentaram maior taxa de concordéncia de
alelos imputados (Figura 2). Para imputacdo do painel de 3K SNP para HD
observou-se aumento linear na taxa de concordancia de 0,55% (p<0,001) e 0,25%
(p<0,001) para cada unidade de variagdo no parentesco entre os individuos da
populagdo referéncia e de imputagdo pelos softwares Fimpute e BEAGLE,
respectivamente. Entretanto, quando a imputagao foi realizada do painel 80K SNP
ambos softwares obtiveram 0,11% de aumento linear na taxa de concordancia para
cada unidade de variacdo no parentesco entre os individuos. Para imputagao de
painéis de baixa densidade (3K) os animais devem apresentar parentesco com 0s
individuos da populagdo referéncia para obtencdo de melhores resultados nas
analises de imputacdo (ZHANG; DRUET , 2010). Sugere-se que para imputagao
utilizando animais genotipados com painéis com poucos marcadores e aparentados
com animais da populacdo referéncia o algoritmo de imputagédo utilizado pelo

Fimpute é mais eficiente do que o algoritmo empregado pelo BEAGLE.
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A) FImpute software
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Figural. Taxa de alelos imputados erroneamente considerando o controle de
qualidade sem remover MAF (QC1), utilizando o software FImpute (sem o
pedigree) (A) e BEAGLE para os cenarios Cenario 1 (C1) individuos
agrupados por ano de nascimento; cenario 2 (C2A, C2B, C2C, C2D)
individuos agrupados por grupo genético e cenario 3 (C3A e C3B)
individuos agrupados por sexo.
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Figura 2. Parentesco médio entre os animais da populagdo referéncia e
imputagdo considerando os animais nascidos entre 1999 e 2004 na
populagao referéncia e os animais nascidos em 2005 na populagao
de imputacéo (C1) para os painéis 3K (A) e 80K (B).

Considerando possivel aplicagdo deste estudo na selegdo gendmica para
esta populagéo, os painéis LD mais adequados para a genotipagem seriam o GGP
Beef HD e GGP Indicus HD, pois estes apresentaram menor taxa de erro de
imputacdo. Embora esses painéis tenham sido desenvolvidos respectivamente para
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, apresentando diferentes marcadores no
painel, ndo foram observadas diferencas na acuracia média de imputacdo entre

esses painéis. O Canchim é uma raga composta, apresentando genes provenientes
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de animais taurinos e zebuinos justificando esse resultado, além disso o numero de
SNP em ambos painéis sdo semelhantes.

No entanto, estes painéis apresentaram diferencas no erro de imputacao por
cromossomo (Figura 3) devido diferente distribuigdo de SNP por cromossomo. Para
o painel de 80K SNP os cromossomos 27 e 28 apresentaram maior erro de
imputacdo alélico, 3,9% e 3,8 % (FImpute) respectivamente e 5,9% em ambos
cromossomos utilizando BEAGLE, enquanto que no painel de 90K o cromossomo 13
apresentou maior erro de imputacéo, 4,27% (FImpute) e 6,48% (BEAGLE). No
painel de 80K SNP o cromossomo 13 apresenta maior numero de SNP em relacao
ao painel de 90K promovendo maior informacdo para inferéncia dos haplétipos
(Tabela 6). Além disso, o cromossomo 13 apresentou menor média de desequilibrio
de ligagdo (r’) entre os marcadores adjacentes (Apéndice 2). Segundo Sun et al.
(2012) a diferenca de imputagdo por cromossomo ocorre devido ao tamanho do
cromossomo, pois imputar alelos corretamente é mais dificil na regido inicial e final
do cromossomo, consequentemente cromossomos mais curtos sdo mais afetados
do que cromossomos longos ocasionando menor taxa de alelos imputados
erroneamente, além disso cromossomos mais longos possuem maior numero de

marcadores do que cromossomos mais curtos.
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Figura 3. Taxa de alelos imputados erroneamente por cromossomo pelos softwares
FIMPUTE e BEAGLE considerando o cenario agrupado por ano de
nascimento (C1), sem remover MAF (QC1) para os painéis 80K para HD

(A) e 90K para HD (B).
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Tabela 6. Tamanho do cromossomo em mega pares de base (MB), numero de SNP
e taxa de alelos imputados corretamente (TC) e por cromossomo pelos
softwares FImpute (sem o pedigree) e BEAGLE para os painéis imputados
de 80K SNP para HD e 90K SNP para HD sem remover MAF (QC1).

Painel
Cromossomo Tamanho HD Painel 80K Painel 90K
(MB) N TC TC N TC TC
N SNP SNP Fimpute BEAGLE SNP Fimpute BEAGLE
BTA1 158,24 39363 4189 96,85 95,58 3050 96,74 96,74
BTA 2 136,67 33394 3557 97,28 95,73 2457 95,73 96,97
BTA 3 121,39 30200 3225 96,87 95,30 2386 95,97 96,64
BTA 4 120,62 29745 3121 97,01 95,49 2269 96,09 96,89
BTA S 121,15 29085 3144 97,55 96,11 2239 96,22 97,28
BTA 6 119,41 30729 3149 97,45 96,15 2363 96,24 97,35
BTA7 112,60 27791 2938 96,86 95,45 2172 96,43 96,79
BTA 8 113,35 24359 2956 97,12 95,81 1782 96,48 96,48
BTA9 105,66 26080 2795 96,91 95,52 1991 96,55 96,58
BTA 10 104,28 26591 2732 96,73 95,02 2108 96,58 96,64
BTA 11 107,24 28023 2800 96,78 95,17 2156 96,59 96,80
BTA 12 91,10 21984 2387 97,13 95,64 1682 96,64 97,10
BTA 13 84,11 17640 2216 96,59 94,90 1274 96,64 95,73
BTA 14 83,36 18677 2281 97,41 96,22 1429 96,67 96,85
BTA 15 85,23 21121 2289 96,34 94,68 1805 96,67 96,24
BTA 16 81,64 20528 2211 96,94 95,05 1661 96,71 96,77
BTA 17 75,13 19454 2031 96,85 95,29 1566 96,77 96,67
BTA 18 65,84 17111 1860 96,86 95,17 1537 96,78 97,02
BTA 19 63,95 16655 1820 96,40 94,53 1491 96,79 96,43
BTA 20 71,93 18991 2043 96,72 95,23 1610 96,80 96,98
BTA 21 71,55 17768 1976 96,68 95,10 1378 96,85 96,59
BTA 22 61,23 16201 1737 96,99 95,13 1436 96,89 97,03
BTA 23 52,46 13453 1577 96,04 94,25 1298 96,97 96,09
BTA 24 62,54 15755 1779 96,90 95,33 1289 96,98 96,71
BTA 25 42,77 11420 1274 96,77 94,39 1029 97,02 96,67
BTA 26 51,55 13562 1474 95,85 94,15 1205 97,03 95,97
BTA 27 45,40 11809 1312 96,03 94,12 1102 97,10 96,22
BTA 28 46,24 11574 1332 96,51 94,78 1138 97,28 96,78
BTA 29 51,48 12774 1396 96,54 94,51 1159 97,35 96,55

3.2 Diferentes cenarios de populagao referéncia e imputagao

Visando futura aplicagdo de imputagcdo em estudos gendmicos, sugere-se o

cenario 1 (C1) como mais apropriado, em que o0s animais mais velhos sejam

considerados na populagdo referéncia e os mais jovens na de imputagao.

Resultados satisfatérios foram observados para este cenario. Assim,

novos
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candidatos a selegcdo poderdo ser genotipados com painéis de baixa densidade,
possibilitando o aumento do numero de informagdes genotipicas na populagéo para
posteriores avaliagdes genéticas na raga Canchim utilizando dados genémicos.

Para os cenarios propostos, o mais eficiente em termos de acuracia, com
menor erro de imputagdo foi o C3B ( referéncia: machos e fémeas; imputagao:
fémeas jovens). Este resultado justifica-se pelo numero de animais na populagéo
referéncia, quanto maior o numero de individuos na populagcdo referéncia maior a
acuracia de imputagdo (HOWIE; DONNELLY; MARCHINI, 2009; KHATKAR et al.,
2012; PAUSCH et al., 2013).

A divisdo por sexo nos grupos (C3A e C3B) permitiu verificar que os
genotipos das fémeas podem ser imputados utilizando somente machos na
populagdo referéncia, pois a acuracia de imputacdo entre estes cenarios nao
apresentou diferencas nesta populacdo. Recentemente, painéis de baixa densidade
tem sido utilizados para genotipagem de fémeas (VANRADEN et al., 2013). Esta
estratégia podera ser uma ferramenta indicada para selegdo de fémeas em larga-
escala.

Quando a populacéao referéncia foi composta apenas por animais Canchim ou
MA, os resultados obtidos foram insatisfatérios para aplicacdo da imputacdo. O
parentesco médio observado entre a populacdo referéncia e de imputacao
(Apéndice 1) nos cenarios C2A e C2B foi relativamente baixo (0,005 e 0,003,
respectivamente), afetando a acuracia de imputagdo. Hozé et al. (2013) relataram
que quanto maior o parentesco entre individuos da populagdo referéncia e de
imputacdo menor a taxa de alelos imputados incorretos, sugerindo que a relagao de
parentesco entre esses individuos deve ser sempre mantida para analises de
imputacdo. Assim, sugere-se que os dois grupos sejam considerados juntos, pois
isto possibilita o aumento do parentesco médio e da populacao referéncia, além de
auxiliar na construcao dos haplétipos necessarios para a imputacdo, uma vez que
Buzanskas et al. (2013), estudando esta mesma populagéo, relataram que os dois
grupos estdo na mesma fase de ligagao, recomendando que avaliagbes para esta

populagdo devem ser multirraciais.

3.3 FImpute versus BEAGLE
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O FImpute demonstrou melhor desempenho para a imputagéao, principalmente
em painéis de baixa densidade e a diferenga do ganho em acuracia foi menor no
painéis de 50K, 80K e 90K para HD (Figura 4). O algoritmo utilizado pelo FImpute
identifica segmentos cromossémicos longos de IBD pela sobreposi¢céo das janelas,
facilitando identificacdo dos haplétipos nos painéis com poucos marcadores,
reduzindo o erro de imputagao. O tempo de execucgdo para realizacdo da imputacao
pelo software FImpute foi de 20 a 100 vezes menor em relagdo ao software BEAGLE
(Tabela 7). O software BEAGLE foi desenvolvido para populagdo humana, em que
algoritmos mais complexos s&o necessarios para construcdo dos haplotipos,
necessitando de maior demanda computacional. Este fator é muito importante,
devido ao aumento do numero de animais a serem genotipados nas populagdes de
bovinos sob avaliagdo genética.

Comparando o software BEAGLE com o Flmpute (versdo2), Ventura et al.
(2012) observaram aumento meédio na acuracia de imputagdo de 2,21%, quando
utilizaram o Fimpute e também reducdo de 10 vezes no tempo de execucido do
software comparado ao BEAGLE. Embora a imputagdo tenha grandes vantagens,
S840 necessarios recursos computacionais de grande escala, além da necessidade
de avaliar a qualidade da imputagcdo. Segundo Ma et al. (2013), o FImpute podera
ser o mais indicado entre os programas computacionais para imputagdo devido a
exatiddo na acuracia de imputagcdo e a eficiéncia para atender a demanda

computacional.
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Figura 4. Taxa de Concordancia (A) e R? alélico (B) utilizando os softwares

Fimpute (sem o pedigree) e BEAGLE, sem empregar o critério de MAF
(QC1) no cenario em que as populac¢des foram divididas pela data de
nascimento (C1).
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Tabela 7. Tempo (horas:minutos:segundos) geral de imputagdo (Tl) de painéis de
baixa densidade (LD) para alta densidade (HD) para os softwares
Flmpute e BEAGLE.

Cenarios Tamanho do Painel LD TI- Fimpute TI- BEAGLE

3K 00:03:45 10:00:00

6K 00:04:10 07:27:23

9K 00:04:16 07:04:33

C1 20K 00:04:34 04:55:32
50K 00:05:08 03:12:35

80K 00:05:36 02:24:48

90K 00:05:23 02:24:48

3K 00:04:01 08:28:34

6K 00:04:22 06:24:36

9K 00:04:27 06:00:43

C2A 20K 00:04:43 04:08:04
50K 00:05:19 02:40:00

80K 00:06:00 02:00:20

90K 00:05:30 02:03:59

3K 00:02:11 08:19:23

6K 00:02:31 07:20:07

9K 00:02:36 06:11:13

C2B 20K 00:02:53 05:31:25
50K 00:03:47 03:42:42

80K 00:04:26 03:20:35

90K 00:04:02 02:53:52

3K 00:04:41 05:21:36

6K 00:05:06 03:52:15

9K 00:06:08 03:14:52

c2c 20K 00:05:28 02:32:57
50K 00:05:51 02:16:13

80K 00:06:12 01:34:37

90K 00:06:06 01:39:15

3K 00:04:22 08:36:28

6K 00:04:39 06:15:00

9K 00:04:41 05:56:21

C2D 20K 00:05:08 04:30:45
50K 00:05:32 03:12:29

80K 00:06:03 01:56:57

90K 00:05:50 02:37:34

3K 00:03:20 11:55:58

6K 00:03:37 09:20:50

9K 00:03:47 08:35:04

C3A 20K 00:04:36 06:09:46
50K 00:04:50 03:54:38

80K 00:05:53 02:40:03

90K 00:05:47 02:59:13

3K 00:05:01 07:30:27

6K 00:05:33 05:24:50

9K 00:05:19 06:15:24

C3B 20K 00:06:12 03:38:16
50K 00:06:35 02:27:22

80K 00:07:02 01:50:22

90K 00:06:38 02:00:27

**C1: Populagdo Referéncia: animais nascidos até 2004; Populacdo de Imputagdo: nascidos em
2005; C2A: Populagéo referéncia: animais Canchim; Populacdo de imputagao: animais MA; C2B:
Populagao referéncia: animais MA; Populagdo de imputagdo: animais Canchim; C2C: Populacao
referéncia: animais Canchim e MA (nascidos até 2004); Populagdo de imputagdo animais MA
nascidos em 2005; C2D: Populagdo referéncia: animais MA e Canchim (nascidos até 2004);
Populagdo de imputagao: animais Canchim nascidos em 2005; C3A: Populagao referéncia: machos;
imputacdo fémeas C3B: Populagédo referéncia: machos e fémeas nascidas até 2004; imputagao :
fémeas nascidas em 2005.
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4 CONCLUSAO

Para analises de imputagao a aplicacdo de restricdo de MAF no controle de
qualidade dos dados avaliados neste estudo n&o é necessaria. Os painéis
comerciais GeneSeek Genomic Profiler Beef HD (80K) e GeneSeek Genomic
Profiler Indicus HD (90K) podem ser acuradamente imputados para o painel HD na
raca Canchim. Animais Canchim e do grupo genético MA devem ser considerados
juntos na populacao referéncia pois aumenta o numero de informacao utilizada na
imputacdo, facilitando a construgdo dos haplétipos. O algoritmo utilizado pelo
software FImpute demonstrou mais eficiente na imputacdo dos marcadores
principalmente em painéis de menores densidade. Para validagdo dos resultados e
possivel genotipagem de animais jovens ou fémeas da raga Canchim com esses
painéis LD, visando redugdo de custos e aumento de informagdes genotipicas,

futuras analises com maior numero de animais na populacdo devem ser realizadas.
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Apéndice 1. Parentesco maximo, minimo e meédio entre populacdo de imputacao e
referéncia para os diferentes cenarios.

Cenarios Minimo Médio Maximo
C1 0,023 0,198 0,390
C2A 0,010 0,050 0,220
C2B 0,003 0,003 0,225
c2C 0,028 0,193 0,330
C2D 0,050 0,198 0,390
C3A 0,090 0,210 0,409
C3B 0,108 0,228 0,390

**C1: Populagdo Referéncia: animais nascidos até 2004; Populacdo de Imputagdo: nascidos em
2005; C2A: Populagéo referéncia: animais Canchim; Populagdo de imputagao: animais MA; C2B:
Populagao referéncia: animais MA; Populagdo de imputagdo: animais Canchim; C2C: Populacao
referéncia: animais Canchim e MA (nascidos até 2004); Populagdo de imputagdo animais MA
nascidos em 2005; C2D: Populacdo referéncia: animais MA e Canchim (nascidos até 2004);
Populagdo de imputagao: animais Canchim nascidos em 2005; C3A: Populagao referéncia: machos;
imputacdo fémeas C3B: Populagédo referéncia: machos e fémeas nascidas até 2004; imputagao :
fémeas nascidas em 2005.
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Apéndice 2. Desequilibrio de ligagdo médio (r’) por cromossomo entre o0s
marcadores adjacentes do painel de alta densidade considerando o
arquivo de dados sem remover os alelos de menor frequéncia - MAF

(QC1).

Cromossomo  Distancia média (MB*)  r2 médio Numero de marcadores
1 4.043,72 0,40 39.121
2 4.121,77 0,40 33.155
3 4.046.88 0,40 29.995
4 4.080,57 0,41 29.556
5 4.204,40 0,43 28.815
6 3.870,82 0,42 30.552
7 4.037,92 0,41 27.617
8 4.680,89 0,38 24.207
9 4.072,88 0,42 25.942
10 3.933,11 0,39 26.508
11 3.852,74 0,41 27.833
12 4.180,11 0,40 21.791
13 4.803,52 0,36 17.510
14 4.498,18 0,39 18.531
15 4.056,76 0.39 21.009
16 3.965,15 0,42 20.394
17 3.852,67 0,41 19.370
18 3.877,15 0,41 16.982
19 3.857,93 0,38 16.577
20 3.805,86 0,40 18.898
21 4.053,16 0,40 17.653
22 3.797,84 0,41 16.123
23 3.914,24 0,37 13.402
24 3.999,31 0,41 15.638
25 3.770,64 0,37 11.344
26 3.818,05 0,39 13.501
27 3.879,77 0,38 11.729
28 4.008,62 0,39 11.536
29 4.030,92 0,38 12.694

*Mega pares de base.



