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ESTRATEGIAS DE IMPUTACAO E ASSOCIACAO GENOMICA COM DADOS DE

SEQUENCIAMENTO PARA CARACTERISTICAS DE PRODUGAO DE LEITE NA
RACA GIR

RESUMO - A implementacédo de dados de sequenciamento de nova geracao
- “next-generation sequence” (NGS) em programas de melhoramento genético
animal representa a mais recente ferramenta na utilizacdo de dados genotipicos nos
modelos de associacdo gendmica, tendo em vista que todo polimorfismo é
considerado nas associacbfes entre registros fenotipicos e dados de
sequenciamento. Como em toda nova tecnologia, a prospeccao das variantes ainda
representa um desafio no sentido computacional e de viabilidade dos custos para
sua implementacao em larga escala. Diante desses desafios, neste trabalho buscou-
se meios de explorar os beneficios na utilizacdo da NGS nas predicbes genémicas e
superar as limitacdes inerentes a esse processo. Registros fenotipicos e genotipicos
(lumina Bovine HD BeadChip) de 2.279 animais da ra¢a Gir (Bos taurus indicus)
foram disponibilizados pela Embrapa Gado de Leite (MG) e utlizados para as
analises de associacdo gendmica. Além disso, dados de sequenciamento de 53
animais do 1000 “Bulls Project” deram origem a populacdo de referéncia de
imputacdo. Visando verificar a eficiéncia de imputacdo, foram testados diferentes
cenarios quanto a sua acuracia de imputacdo por meio da anélise “leave-one-out”,
utilizando apenas os dados de sequenciamento, que apresentaram eficiéncias de
até 84%, no cenario com todos os 51 animais disponiveis apds o controle de
qualidade. Também foram verificadas as influéncias das variantes em baixa
frequéncia na acuracia de imputacdo em diferentes regides do genoma. Com a
escolha da melhor estrutura da populacéo de referéncia de imputacéo e aplicacéo
dos controles de qualidade nos dados de NGS e gendmicos, foi possivel imputar os
2.237 animais genotipados, que passaram pelo controle de qualidade para dados de
sequenciamento e realizar analise de associacdo gendmica para as caracteristicas
producdo de leite (PL305), teor de gordura (PG305), proteina (PP305) e sélidos
totais (PS305), mensuradas aos 305 dias em animais da raca Gir leiteiro. Para tal,
foram utilizados os valores genéticos desregredidos (dEBV) como variavel resposta
no modelo de regressdo multipla. Regibes de 1Mb que contivessem 100 ou mais
variantes com “False Discovery Rate” (FDR) inferior a 0,05, foram consideradas
significativas e submetidas a andlise de enriqguecimento por meio dos termos MeSh
(“Medical Subject Headings”). As trés regides significativas (FDR<0,05) para PS305
foram observadas nos cromossomos 11, 12 e 28 e a Unica regido significativa em
PG305 foi no cromossomo 6. Tais regides apresentaram variantes associadas com
vias metabdlicas da producdo de leite, ausentes nos painéis comerciais de
genotipagem, podendo representar genes candidatos a selecao.
Palavras-chave: Acurdcia de imputacdo, False Discovery Rate, Next-generation
sequence, Bos taurus indicus, Bovinocultura de leite



IMPUTATION STRATEGIES AND GENOME-WIDE ASSOCIATION WITH
SEQUENCE DATA FOR MILK PRODUCTION TRAITS IN GYR CATTLE

ABSTRACT - Implementing "next-generation sequence” (NGS) data in animal
breeding programs represents the latest tool in the use of genotypic data in genomic
association models, since all polymorphisms are considered in the associations
between phenotypic records and sequencing data. As with any new technology,
variant prospecting still represents a computational and cost-effective challenge for
large-scale implementation. Front to these challenges, this work sought ways to
explore the benefits of using NGS in genomic predictions and overcome the inherent
limitations of this process. Phenotypic and genotypic (lllumina Bovine HD BeadChip)
records of 2,279 Gir animals (Bos taurus indicus) were made available by Embrapa
Gado de Leite (MG) and used for genomic association analysis. In addition,
sequence data of 53 animals from the 1000 Bulls Project gave rise to the imputation
reference population. In order to verify the imputation efficiency, different scenarios
were tested for their imputation accuracy through the leave-one-out analysis, using
only the sequencing data, which presented efficiencies of up to 84%, in the scenario
with all the 51 animals available after quality control.
Influences from the low-frequency variants on the accuracy of imputation in different
regions of the genome were also verified. After identifying the best reference
population structure of imputation and applying the quality controls in the NGS and
genomic data, it was possible to impute the 2 237 genotyped animals that passed in
the quality control to sequencing data and perform genomic association analysis for
(PL305), fat content (PG305), protein (PP305) and total solids (PS305), measured at
305 days in dairy Gir animals. For this, unregulated genetic values (dEBV) were used
as response variable in the multiple regression model. Regions of 1Mb containing
100 or more variants with a False Discovery Rate (FDR) lower than 0.05 were
considered statistically significant and submitted to pathways enrichment analysis
using the MeSh (Medical Subject Headings) terms. The three significant regions
(FDR <0.05) for PS305 were observed on chromosomes 11, 12 and 28 and only one
significant region in PG305, was on chromosome 6. These regions presented
variants associated with metabolic pathways of milk production, absent in the panels
genotyping, and may represent genes that are candidates for selection
Keywords: Accuracy of imputation, False Discovery Rate, Next-generation
sequence, Bos taurus indicus, Dairy Cattle



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Com a disponibilidade dos painéis de genotipagem, os programas de
melhoramento genético animal passaram a incorporar informa¢des do genoma
nas analises de predicdo genética. Com isso foi possivel mensurar o
parentesco realizado entre os animais utilizando a matriz de relacionamento
gendmico (Matrix G), por meio de marcadores moleculares. Isso permitiu que
as estimativas dos valores genéticos dos animais fossem obtidas com maior
acuracia e que fosse possivel realizar analises de associacdo gendmica,
capazes de determinar regides do genoma responsaveis pela variacdo
genética aditiva de caracteristicas fenotipicas de interesse econémico (HAYES;
GODDARD, 2010).

A introducdo da gendémica no melhoramento genético animal também foi
responsavel pela diminuicdo do intervalo de geracdes, uma das razdes
fundamentais para sua implementacédo na bovinocultura de leite (SCHAEFFER,
2006). No entanto, limitacbes como a necessidade de desequilibrio de ligacéo
(DL) entre os marcadores dificultam a identificagdo de variagdes causais no
genoma (RIVAS et al., 2011). O mesmo ocorre com alelos em baixa frequéncia,
pouco presentes em painéis de marcadores “single nucleotide polymorphisms”
(SNP) e responsaveis por parte da variancia genética aditiva em caracteristicas
quantitativas ou até mesmo causadores de doencas que atingem os rebanhos
(LARMER, 2016).

Com o advento dos sequenciadores de nova geracao - “next-generation
sequence” (NGS), foi possivel transpor essas limitagdes e aprimorar o estudo
do genoma considerando toda variacdo genotipica. Dados de NGS ainda séo
pouco utilizados em programas de melhoramento genético animal, mas ha
grande potencial a ser explorado tendo em vista os resultados obtidos
principalmente em humanos (NAIDOO et al., 2011; SUN et al.,, 2016). Os

principais fatores limitantes na utilizagdo da NGS sao o alto custo com



sequenciamento dos animais e a dependéncia da taxa de cobertura na
qualidade de leitura das variantes (JOHNSON; SLATKIN, 2008).

O desenvolvimento de algoritmos de imputacdo mais rapidos e precisos
e a aplicacao do controle de qualidade permitiu a utilizagdo em larga escala de
dados de NGS, ampliando o entendimento da estrutura genética das
caracteristicas fenotipicas (SAHANA et al., 2014). Aliado a otimizacéo
computacional dos “softwares” os dados de sequenciamento vém possibilitando
0 continuo progresso genético e o aumento nas acurcias das predicdes
gendmicas, especialmente na bovinocultura de leite (ZHANG et al., 2016). Para
caracteristicas de resisténcia a parasitas, controle de doencas e de dificil
mensuracdo a NGS expressa todo seu potencial, uma vez que essas
caracteristicas tendem a ser influenciadas por alelos raros na populagédo ou
causadas por mutacgdes recentes, variantes que ainda néo estao presentes nos
painéis de marcadores SNP. Para as demais caracteristicas sdo esperados
ganhos com maior captura da variabilidade genética e maior persisténcia nas
estimativas do efeito dos marcadores, além de andlises de associacdo
gendmica que identifiguem as mutacbes causais e maior compreensao nos
mecanismos de heranca (HAYES; GODDARD, 2010).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Os objetivos do presente trabalho foram verificar estratégias de
imputacdo em dados de sequenciamento e conduzir analise de associacao
genbmica para investigar genes e regibes gendmicas associadas as
caracteristicas de producdo de leite, teor de gordura, proteina e sélidos totais
aos 305 dias de producao, utilizando dados imputados para sequenciamento

em animais da raca Gir (Bos taurus indicus).



2.2 Objetivos especificos

(1) Avaliar se a estrutura e a inclusdo de animais de outras racas na populacéo
de referéncia influenciam a acuracia de imputacéo, principalmente em variantes
com baixa frequéncia no genoma.

(2) Identificar regibes no genoma associadas a variacdo do valor genético das
caracteristicas estudadas, por meio de analises de associacdo ampla do
genoma.

(3) Investigar possiveis genes funcionais e vias metabdlicas associadas as
regides do genoma em que as variantes foram significativas na analise de

associacdo ampla do genoma.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sequenciamento de nova geracao

O primeiro genoma sequenciado foi a bactéria Haemophilus influenzae
(FLEISCHMANN et al.,, 1995), seguido pela Saccharomyces cerevisiae,
primeiro organismo eucarioto com todo genoma sequenciado (GOFFEAU et al.,
1996). Esses genomas foram sequenciados pela metodologia de Sanger, a
mesma utilizada na obtencdo do genoma humano (VENTER et al.,, 2001),
demandando grande esforco laboratorial e financeiro. Com o advento dos
sequenciadores de nova geracao - “next-generation sequence” (NGS), houve
um avango na obtencdo de dados de sequenciamento, uma vez que foi
possivel sequenciar as mais de trés bilhdes de pares de bases do genoma
humano em apenas 24 horas.

Em dados de NGS, as sequéncias sao obtidas por milhdes de pequenos
e redundantes fragmentos de DNA obtidos de forma automatizada pelos
sequenciadores (NG; KIRKNESS, 2010). Esses pequenos fragmentos sé&o
alinhados de duas maneiras. Se ha um genoma de referéncia para a espeécie
em questdo, usa-se essa referéncia como mapa na montagem dos fragmentos
(GNERRE et al., 2009). Quando essa referéncia ndo existe, as sequéncias

devem ser construidas "de novo". Os fragmentos devem ser alinhados por



meio da sobreposicédo dos fragmentos sequenciados, como um quebra-cabeca
(BAKER, 2012).

Sequenciadores de NGS séo capazes de gerar grande quantidade de
fragmentos de forma automética, permitindo que regifes sejam sequenciadas
diversas vezes (taxa de cobertura), o que é fundamental para a deteccdo de
loci polimorficos. Portanto, em anélises gendémicas utilizando dados de NGS é
possivel selecionar diretamente os loci de caracteristicas quantitativas (QTL), o
que pode gerar predi¢cdes genéticas mais acuradas e maiores persisténcias das
estimativas do efeito dos marcadores. Ou seja, a utilizacdo de dados de NGS
na estimativa do efeito de um marcador genético sera mais consistente ao
longo das geracdes do que quando se utiliza painéis de genotipagem,
diminuindo a perda de acuracia das estimativas, causada pela recombinacgéo
genética (MEUWISSEN; GODDARD, 2010).

O primeiro genoma sequenciado em bovinos foi oriundo do Bovine
Genome Sequencing and Analysis Consortium et al. (2009), que sequenciaram
uma vaca da raca Hereford a uma cobertura de aproximadamente 7X, por meio
da metodologia de Sanger. Os autores encontraram ao menos 22.000 genes,
sendo 14.345 deles ortdlogos entre outras sete espécies de mamiferos. Esses
genes, em sua maioria, estavam associados a vias metabdlicas comuns as
espécies. No entanto, o0s outros 7.655 genes foram associados a
caracteristicas especificas em bovinos, como producéo de leite e carne.

O projeto 1000 “Bulls Genomes” prop6s reunir sequéncias de animais do
mundo todo, criando assim um banco de dados que permitisse diversos
estudos genbmicos (DAETWYLER et al.,, 2014). Isso vem resultando em
estudos que contornam as dificuldades em se trabalhar com dados de NGS,
como a adocdo de critérios de controle de qualidade padronizados, que
permitam maior confiabilidade nas bases lidas pelos sequenciadores. Além
disso, ha grande esforco na otimizacéo de analises genémicas, uma vez que 0
volume de dados gerado € muitas vezes superior ao dos painéis de
genotipagem, o que demanda maior poder computacional. Com isso sera
possivel realizar analises de associagdo ampla do genoma (GWAS), que
permitam investigar mutagdes causais, e elevar a acuracia da predicdo dos

valores genéticos de caracteristicas de producéo.



Binsbergen et al. (2014), em animais com genétipos imputados para
NGS da raca Holstein Friesian, ndo obtiveram ganhos nas predicfes
gendmicas quando se comparou aos resultados obtidos no painel de alta
densidade de marcadores SNP (HD). Os autores relataram ainda que dados de
NGS dependem de ajustes nas metodologias para sua melhor utilizacdo e que
0 processo de imputacdo demanda maior niumero de animais na populacédo de
referéncia de imputacdo do que em andlises com dados de painéis de
genotipagem. Estudos demostram as vantagens a serem exploradas nos dados
de NGS, como Eck et al. (2009), que encontraram 2,44 milhGes de variantes
em animais da raca Fleckvieh, sendo que 82% dessas variantes eram
desconhecidas até entdo. Para se analisar toda essa variabilidade genética,
andlises com dados de NGS necessitam de um grande conjunto de animais
sequenciados, para que as andlises nao percam o poder de predicao.

Em animais zebuinos (Bos taurus indicus), poucos estudos com NGS
foram realizados até o momento. Liao et al. (2013), em um “pool” gamético com
14 animais sendo 3 da raca Gir, identificaram 9.990.733 variantes, 604
insercdes e 308 delecbes. Entre as variantes, 62,34% representaram novos
polimorfismos no genoma e 83,62% das insercfes e delecfes ainda nao
haviam sido reportadas. Esse resultado indicou que ha muitas variantes que
podem explicar a parcela genética das diferencas fenotipicas entre os animais.
Além disso, a busca por alternativas metodolégicas para a implementacao de
dados de NGS em analises genémicas € primordial para sua maior utilizacdo e,
consequentemente, diminuicdo nos custos com o0 sequenciamento dos animais.
Esse processo podera levar a maior utilizacdo de dados de NGS em modelos
de predicdo gendbmica, seguindo a evolugdo das analises computacionais,

assim como foi no inicio da utilizacdo de painéis de genotipagem.

3.2 Imputacao dos genétipos
Utilizando dados simulados, Meuwissen et al. (2001) apresentaram 0s
ganhos em acuracia ao introduzir as informacdes do DNA na predicdo dos
valores genéticos em programas de melhoramento animal. No entanto, em
dados reais, 0 custo com a genotipagem em alta densidade dos animais
dificultou a implementacao da selecdo genémica em rebanhos comerciais. Com

a imputacdo de gendtipos foi possivel contornar esse problema, uma vez que a



maioria dos animais do rebanho poderia ser genotipada com painéis de menor
densidade de marcadores SNP, a um menor custo, sendo posteriormente
imputados para painéis HD. Com o genétipo dos animais imputados para
painéis em HD, foi possivel implementar a selecdo gendmica de forma mais
eficiente e aumentar o progresso genético, especialmente na bovinocultura de
leite (HAYES et al., 2009).

Os métodos de imputacdo buscam por padrées de haplotipos em uma
populacdo de referéncia, genotipada com painéis de maior densidade, para
estimar os genotipos ndo observados em um conjunto de dados genotipados
com painéis de menor densidade de marcadores SNP. Varias abordagens
foram propostas para determinar os subconjuntos de haplétipos da populacéo
de referéncia, visando maximizar a acuracia de imputacdo da populacao a ser
imputada (HOWIE et al., 2011). As abordagens mais difundidas nos programas
qgue realizam andlises de imputacdo baseiam-se em informacdes familiares,
usando as regras da segregacdo Mendeliana por meio dos registros do
pedigree e/ou informagBes populacionais; em que os gendtipos imputados sdo
estimados por meio do desequilibrio de ligacdo mensurado entre marcadores
na populacao de referéncia (HAYES et al., 2012).

Como todo processo de estimacgdo, a imputacdo de dados € sujeita a
erros de predicdo que sao influenciados por diversos fatores, entre os quais a
estrutura da populacdo, o tamanho efetivo da populacdo de referéncia, o
namero de SNP no painel de baixa densidade, a frequéncia alélica dos
marcadores, o0 nivel de parentesco entre as populacdes de referéncia e a que
sera imputada e as metodologias empregadas no procedimento de imputacao
(HAYES et al., 2012; PAUSCH et al., 2013).

A eficiéncia de imputacdo pode ser medida pela acuracia, que quantifica
a taxa de acerto na predicdo das regides imputadas. Chud et al., (2015), ao
imputar diferentes densidades de painéis de genotipagem em bovinos,
relataram acuracias de até 0,96 no cenario com maior nivel de parentesco
entre os individuos da populacéo de referéncia e a populacdo que foi imputada.
Os resultados foram superiores aos observados por Ventura et al. (2014), que
ao imputar um painel de 6k para HD em bovinos, obtiveram acuracia de 0,80.
Os mesmos autores, ao imputarem o painel 50k para HD conseguiram

acuracias de 0,91.



Ha grande variacdo nos resultados das imputagfes devido a quantidade
de fatores que influenciam a sua eficiéncia, sendo a diferenca entre as
densidades dos painéis de genotipagem das populacbes de referéncia e da
populacdo a ser imputada um dos fatores que mais influenciam na acuracia de
imputacdo. Isso pode dificultar a imputacdo de painéis em HD para dados de
NGS, a medida que uma grande quantidade de haplotipos devera ser estimada
entre as densidades de genotipagem e de sequenciamento. No entanto, a
imputacdo entre painéis em HD e NGS tende a ser mais eficiente com a
utilizacdo de populagdes multirraciais, ao contrario do observado em
imputacdes entre painéis de genotipagem. Isso porque a populacdo de
referéncia sequenciada € capaz de capturar maior niamero de haplétipos
ancestrais na populacdo de referéncia do que os painéis de genotipagem
(BAES, 2015). Além disso, a inclusdo de animais de diferentes ragas na
populacdo de referéncia eleva as chances de haver mdltiplas cépias de
determinados alelos, o que favorece na construcdo dos haplotipos a serem
imputados (LI et al., 2011).

Analises de GWAS possibilitam que variantes comuns expliquem parte
da variancia genética das caracteristicas quantitativas. Portanto, com a
inclusdo de variantes raras presentes nos dados de NGS sdo esperados
ganhos na quantidade da variancia genética aditiva capturada pelos modelos
de regressdo multipla.

Variantes comuns podem ser definidas com “minor allele frequency”
(MAF) superior a 0,05, enquanto as variantes raras sdao aquelas com MAF
abaixo de 0,05. A eficiéncia de imputacdo com dados de NGS é fortemente
influenciada pela acuracia de imputacdo dessas variantes raras no genoma
(HOWIE et al., 2011). Li et al. (2011), em estudo com humanos, relataram que
para se atingir acuracia de imputacdo de 0,70 em variantes com MAF inferior a
0,05 sdo necessarios 1.200 individuos na populacdo de referéncia de
imputacdo. Portanto, o tamanho da populacdo de referéncia também se
mostrou extremamente influente na imputacdo dos dados de NGS,
principalmente entre as variantes raras.

Em bovinos, a reducdo de 88 para 44 animais na populacdo de
referéncia ocasionou a reducdo de até 9% na acuracia de imputacdo entre o
painel de 50k e dados de NGS (BINSBERGEN et al., 2014). Devido as



populacdes de bovinos terem menor tamanho efetivo da populacdo (Ne) em
relacdo as de humanos, é possivel que o tamanho da populacdo de referéncia
exerca menor influéncia na acuracia de imputacao.

3.3 Raga Gir e caracteristicas avaliadas

O Brasil é detentor do segundo maior rebanho bovino do mundo com
212,3 milhdes de cabecas, sendo considerado o maior rebanho no aspecto
comercial. Com esse rebanho, o pais ocupa a posi¢cdo de maior exportador de
carne bovina, segundo maior na producdo de carne (USDA, 2014) e quarto no
ranking mundial de produtores de leite de vaca, com producéo de 34 milhdes
de toneladas de leite em 2013 (FAO, 2015). Essa posicdo de destaque da
pecuaria brasileira no cenario mundial teve inicio com a importacdo de
diferentes racas de animais zebuinos (Bos taurus indicus), entre os anos de
1870 e 1962. Foram importados 6.262 animais, sendo que destes 700 animais
eram da raca Gir, que devido a sua rusticidade, longevidade produtiva e boa
producao leiteira o tornaram importante animal na cadeia produtiva do Brasil
(CURI, 2002).

A raca Gir € amplamente utilizada para a producdo de leite e pode ser
cruzada com racas taurinas na busca de animais que reiunam a adaptabilidade
ao clima tropical do Gir com os melhores desempenhos produtivos das racas
taurinas (LEDIC et al., 2002). Presente em diferentes estados desde a década
de 60, o Gir teve seu teste de progénie iniciado em 1985, sob responsabilidade
da Associacdo Brasileira dos Criadores de Gir Leiteiro (ABCGIL) que
posteriormente associou-se a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) Gado de Leite em Juiz de Fora (MG). Juntas, estas coordenam o
Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro (PNMGL) que tem como
principal objetivo o melhoramento genético da raca por meio da identificacdo e
selecdo de animais geneticamente superiores para as caracteristicas de
producéo, conformacéo e manejo (VERNEQUE et al., 2011).

O programa de melhoramento genético dos animais da raca Gir abrange
diversos rebanhos existentes no pais. Com base nas informacdes de progénies
e de pedigree sdo realizadas as avaliagdes genéticas, que incluem dados de
producédo e qualidade do leite (PANETTO et al., 2015). A raga vem mostrando
0 quanto esta inserida no mercado nacional de gado de leite, com mais de 400

mil animais registrados pela Associacdo Brasileira dos Criadores de Zebu



(ABCZ), com crescimento de aproximadamente 70% no registro de novos
animais até 2013 (ABCZ, 2013). Essa expansdo corrobora os dados de
comercializacdo de sémen, uma vez que 47,8% de todo o sémen de gado
leiteiro comercializado no Brasil no ano de 2010 foi da raca Gir. Paises como
Angola, Canad4, Colémbia e Uruguai tem investido no potencial produtivo da
raca, utilizando o material genético em cruzamentos com racas taurinas.
Somente no ano de 2010, 37.491 doses de sémen foram vendidas a esses
paises, que por meio de inseminacao artificial, vém incorporando a raca Gir aos
seus plantéis (ASBIA, 2013).

Os programas de melhoramento genético realizam avaliacdes genéticas
para varias caracteristicas de importancia econémica. Na bovinocultura de
leite, o valor genético da producéo de leite, teor de gordura, proteina e solidos
totais sdo, geralmente, os principais critérios de selecao. Esses critérios sao
usados para indicar animais superiores candidatos a selecdo, visando
promover o progresso genético do rebanho. Cerca de 23 caracteristicas sao
avaliadas pelo PNMGL, sendo a producdo de leite a de maior expresséo
econOmica.

Tradicionalmente a producdo de leite € mensurada pela quantidade de
leite produzido em 305 dias (PL305), ou seja, a producédo de leite da vaca em
quilos durante todo seu periodo de lactacdo. Essa é a principal medida no
critério de selecdo em programas de avaliacdo genética de bovinos leiteiros no
Brasil (LEDIC et al., 2002; PEREIRA et al., 2012). A razao para se usar PL305
estd associada ao periodo ideal de lactagcdo em racas leiteiras, algo em torno
de 10 meses. Por sua vez, a escolha desse periodo de tempo permite a vaca
um intervalo entre as lactacbes de 60 dias, garantindo a correta regeneracao
dos tecidos da glandula mamaria do animal, além de garantir novo acumulo de
reservas nutricionais para as lactacbes seguintes. Esse intervalo também
permite que a vaca tenha um parto ao ano, o que é desejado no sistema de
producdo atual. No entanto, animais da raca Gir ttm em média lactacOes
menores que 305 dias e intervalo de parto maiores, quando comparado a
outras racas selecionadas para producéo de leite (GONZALEZ-HERRERA et
al., 2008).

Quando a avaliacdo genética € feita antes do animal chegar aos 305
dias de producao de leite, chamada lactacdo acumulada até os 305 dias, uma
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alternativa € estimar PL305. Essa estimativa € baseada no somatério das
aproximacdes diarias da producdo de leite, valor proveniente do controle
leiteiro, os quais séo realizados periodicamente em intervalos diarios, semanais
ou mensais, dependendo do sistema produtivo. Uma alternativa € considerar
apenas a lactagdo encerrada, ou seja, apenas animais com medidas até 305
dias. A adocado da lactacdo encerrada diminui possiveis erros associados a
necessidade de se estimar os valores fenotipicos de producdo em vacas com a
lactacdo ainda em curso, evitando viés na avaliacdo genética causado por
fatores de corregao.

Albuquerque et al. (1999), em estudo que contou com 1.402 animais da
raca Gir, observaram média geral de PL305 de 2.457 + 141 kg com
herdabilidade e repetibilidade de 0,15 e 0,44, respectivamente. As estimativas
foram obtidas considerando as trés primeiras lactagcbes em modelo animal.
Essas estimativas foram inferiores aquelas obtidas por Ledic et al. (2002), que
com rebanho de 3.185 animais da raca Gir obtiveram médias para PL305 de
2.746 + 1.299 kg e herdabilidade de 0,19, usando as trés primeiras lactacoes e
modelo animal. Gonzalez-Herrera et al. (2008), em rebanho de animais Gir com
2.440 vacas e considerando apenas a primeira lactacdo, estimaram
herdabilidades que variaram de 0,30 e 0,29 em analises uni e bicaracteristicas,
respetivamente. Os mesmos autores relataram producéao de PL305 inferior aos
anteriores, com média de 2.170,24 + 927,11 kg. Prata et al. (2015) e Panetto et
al. (2015), usando modelo animal, obtiveram herdabilidades de 0,33 e 0,25, e
2965 + 1558 e 3.042 + 1.641 kg de média de producdo de PL305,
respectivamente. Essas estimativas indicaram continuo progresso genético
para a principal caracteristica do critério de selecédo da raca Gir.

Visando atender ao mercado consumidor, que cada vez mais exige
produtos de qualidade, caracteristicas relacionadas a qualidade do leite vém
sendo gradativamente incluidas como critérios de selecdo, como os teores de
proteina e gordura que possuem alto valor econdmico para empresas que
produzem queijo e derivados do leite. Trabalhos recentes que incluiram o
estudo dessas caracteristicas apresentaram valores meédios para producdo de
gordura (PG) variando entre 112,38 + 58,40 e 124 + 69,00 kg. Para a producéo
de proteina (PP), foram obtidas médias em torno de 90,14 + 48,81 e 104 +
57,00 kg por lactacédo. As estimativas de herdabilidade variaram entre 0,20 e
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0,24 para PG e 0,26 e 0,21 para PP, proximos aos obtidos para PL305 (PRATA
et al.,, 2015; PANETTO et al., 2015). Quanto as estimativas de correlacéo
genética, o0s mesmos autores relataram resultados que variaram entre 0,92
entre PL305 e PG e 0,98 para PL305 e PP, considerados de alta magnitude e
sentido favoravel para atender aos objetivos de selecdo, de produzir maior

guantidade de leite com maior quantidade de proteina e gordura.
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CAPITULO 2 - Imputacdo de painéis de genotipagem para dados de

sequenciamento de animais zebuinos

RESUMO - A viabilidade na utilizacdo de dados de sequenciamento
(NGS) passa pelo processo de imputagdo dos dados, uma vez que este
permite aumentar o nimero de animais com informacdes genotipicas sem
elevar demasiadamente os custos. A eficiéncia da imputacdo pode ser medida
pela acuracia, que sofre entre outros fatores, com a influéncia das frequéncias
alélicas e da estrutura da populacdo de referéncia. Os objetivos desse estudo
foram avaliar a influéncia da estrutura genética da populacéo de referéncia e o
efeito das variantes em baixa frequéncia na acuracia de imputacéo. Além disso,
verificar se ha diferencas nos niveis de acuracia de imputacdo ao longo do
genoma de animais de diferentes ragas zebuinas. A fim de avaliar essas
influéncias em racas zebuinas, foram escolhidos 53 animais das racas
Brahman (BRM), Gir, Nelore (NEL), Uganda Admixed (UGA) e Ird Admixed
(IRN), oriundos do “1000 Bull Genomes Project (Run 5.0)” para formar as
populacdes de referéncia e validacdo do tipo “leave-one-out”. Dois cenarios
para imputar painéis de genotipagem em alta densidade para dados de
sequenciamento foram propostos. O cenério 51ind, composto por todos os 51
animais disponiveis ap6s o controle de qualidade e o cenario 16ind, formado
pelos 16 animais das ragcas Brahman, Gir e Nelore, definidas como as ragas
geneticamente mais proximas por andlise de componentes principais. As
acuracias de imputacdo desses cenarios foram determinadas pela taxa de
correlagcdo (COR) e taxa de concordancia (TC) entre os dados originais e
imputados. Em média, a diferenca de acuracia entre as ragas foi superior a
observada entre os cenarios. Para as racas IRN e UGA as acuracias foram em
média 15 e 16 pontos percentuais superiores as das racas BRM, GIR e NEL
em TC e COR, respectivamente. A partir dos resultados, observou-se que a
inclusdo de dados de sequenciamento de animais de outras racas na
populacdo de referéncia aumentou as estimativas de TC e COR. Entre os
cenarios, os ganhos médios em acuracia do cenario 51ind em relacdo a 16ind
foram de 6 e 9 pontos percentuais para TC e COR, respectivamente. A
estrutura de uma populacdo de referéncia multirracial favoreceu a correta
imputacao dos blocos de haplétipos se comparada a estrutura da populagéo de
referéncia formada apenas por animais geneticamente mais préximos. Além
disso, as regifes centrais dos cromossomos apresentaram, em média, maior
acuracia de imputacdo do que as suas extremidades e regides com maior
variabilidade genética e consequentemente maior indice de variantes em baixa
frequéncia tendem a ter menor eficiéncia de imputacéo.
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1 INTRODUCAO

O uso de técnicas de imputacdo em conjunto de dados genbmicos
contribuiu para viabilizar a predicdo gendmica em programas de melhoramento
genético animal. As metodologias de imputacéo possibilitaram que marcadores
do tipo “single nucleotide polymorphism” (SNP) fossem utilizados de forma
ampla, por diminuir os custos com a genotipagem dos animais, pelo fato de
estimar o gendtipo de determinada populacdo, genotipada em menor
densidade, com base em uma populacdo referéncia, genotipada em maior
densidade (CHUD et al., 2015).

Painéis de genotipagem apresentam certas limitacdes, pois dependem
dos niveis de desequilibrio de ligacdo (DL) entre marcadores e “quantitative
trait loci” (QTL) e do numero de polimorfismos disponiveis (IMELFORT et al.,
2009; PORTO-NETO et al., 2014). Com a introducdo da “Next generation
sequencing” (NGS) foi possivel transpor essas limitacdes, pois utilizando as
variantes do genoma nao é mais necessario depender dos niveis de LD entre
marcadores, além de ser possivel capturar maior nimero de variacbes ao
longo do genoma, aumentando a possibilidade de encontrar regides
associadas a caracteristicas de interesse econdmico. No entanto, como toda
nova tecnologia, os dados de sequenciamento ainda dependem de estudos
para serem utilizados em larga escala de forma eficiente e economicamente
viavel (LIAO et al., 2013; BINSBERGEN et al., 2014). Um dos desafios é elevar
a confiabilidade das variantes lidas no processo de sequenciamento, que sofre
grande influéncia do numero de vezes que cada “read” é sequenciada (taxa de
cobertura). Para superar essa limitacdo, critérios de controle de qualidade sao
adotados visando retirar as variantes com baixa confiabilidade de leitura
(LARMER, 2016).

Assim como na implementacdo dos painéis de genotipagem em
programas de melhoramento animal, os custos sdo um dos fatores que mais
limitam a maior utilizacdo dos dados de NGS. Portanto, andlises de imputagcéo
tém sido utilizadas para aumentar o numero de animais com informagfes em
NGS, sem elevar demasiadamente os custos. Devido a necessidade de um

certo grau de acuracia para se utilizar os genotipos imputados de forma
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eficiente, medidas da acuracia de imputacdo permitem quantificar a taxa de
acerto na predicdo das regifes imputadas, sendo muita dessa acuracia devida
a estrutura genética da populacdo de referéncia, que deve ser capaz de
representar geneticamente a populagéo a ser imputada.

Estudos de imputacdo com dados de NGS que utilizaram populagéo de
referéncia multirracial, ou seja, diferentes racas na populacdo de referéncia,
apresentaram ganhos de até 5% na eficiéncia de imputacdo do cromossomo 1
em variantes comuns e raras (BOUWMAN; VEERKAMP, 2014; BERG et al.,
2016). Brgndum et al. (2014), utilizando populagéo de referéncia multirracial
com 242 animais sequenciados, relataram estimativas de acuracia variando de
0,84 £ 0,22 a 0,90 £ 0,20. Esses resultados diferem dos observados em
estudos com painéis de genotipagem, em que é desejavel que cada raca
possua sua propria populacdo de referéncia (BERRY; MCCLURE; MULLEN,
2014). Essa maior eficiéncia das populacdes de referéncia multirraciais na
imputacao pode representar importante estratégia para superar os altos custos
com o sequenciamento de animais e viabilizar economicamente sua utilizagéo.
Os objetivos desse estudo foram avaliar a influéncia da estrutura genética da
populacdo de referéncia e o efeito das variantes em baixa frequéncia na
acuracia de imputacao e verificar se existem diferencas nos niveis de acuracia

de imputacdo ao longo do genoma de animais de diferentes ragas zebuinas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Dados e controle de qualidade

O conjunto de dados foi composto por dados de sequenciamento de 53
animais, de 5 racas zebuinas: Brahman (BRM), Gir, Nelore (NEL), Uganda
Admixed (UGA) e Irda Admixed (IRN), oriundos do “1000 Bull Genomes Project
(Run 5.0)” (DAETWYLER et al.,, 2014). Esses animais foram usados para
formar as populacdes de referéncia e validacédo das analises de imputacdo. Os
dados de sequenciamento foram mapeados segundo o genoma de referéncia
UMD 3.1 e os alinhamentos foram feitos com auxilio do “software” BWA 0.5.9,
usando as configuracdes padrao (LI et al., 2010).
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O procedimento para determinar as variantes (“variant calling”) foi feito
para os 29 cromossomos autossémicos por meio do "Samtools-0.1.18 mpileup”
(LI et al., 2008). Com objetivo de diminuir o viés na acuracia das analises de
imputagcdo, os dados foram submetidos a controle de qualidade visando
garantir que variantes com baixa qualidade de sequenciamento fossem
removidas (LI et al., 2009; LIAO et al., 2013; LARMER, 2016). Foram aplicados
filtros que removeram as variantes seguindo os critérios: (I) variantes com
escore de qualidade média menor que 20, ou seja, 99% das bases lidas
corretamente segundo a estimativa de probabilidade de erro de leitura do
sequenciador; (lI) cobertura minima menor que 10 ou maior que a média da
cobertura mais trés vezes o desvio-padrdo, excluindo variantes discrepantes
quanto a quantidade média de vezes que a variante foi lida; (lll) Qualidade de
mapeamento menor que 30, critério baseado nas estimativas de erro de
posicionamento das bases lidas; (IV) Variantes com distancia menor que 10 pb
uma da outra, evitando que a mesma variante fosse considerada mais de uma
vez; (V) Variantes que nao estivessem presentes em ao menos 4 animais,
tendo em vista que essas variantes tendem a ter baixa acuracia de imputacao
(LARMER, 2016). Os filtros de controle de qualidade foram submetidos a todos
0S animais e aos 29 cromossomos autossémicos por meio dos “softwares”
VCFtools v0.1.13 (DANECEK et al., 2011) e pacotes em R snpStats
(CLAYTON, 2015) e GWASTools (GOGARTEN et al., 2012).

2.2 Painéis de alta densidade

Os painéis de alta densidade (HD), utilizados no grupo de validacéo,
foram criados com base nas posicdes compartilhadas entre os dados de
sequenciamento e o0 mapa de genotipagem lllumina Bovine HD (lllumina, Inc.,
San Diego, CA).

Para cada animal do grupo de referéncia foi atribuido um painel de alta
densidade, dando origem a populacdo de validacdo. A fim de quantificar a
confiabilidade da criagcdo do painel HD, foi calculada a taxa de deteccao de
SNP (TDS). Essa taxa € influenciada pelos critérios do controle de qualidade e
cobertura das sequéncias e foi calculada como a porcentagem de SNP no
mapa de genotipagem lllumina Bovine HD detectada nos dados de sequéncia
(ZHAN et al., 2011).
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2.3 Imputacao

As analises de imputacao foram conduzidas do painel HD para dados de
sequéncia por meio do programa Fimpute v2.2 (SARGOLZAEI et al., 2014),
com as configuragcbes padrao e auséncia de pedigree. A inclusao de registros
do pedigree pode aumentar a acuracia de alelos em baixa frequéncia
(BRONDUM et al.,, 2013), mas ndo tem proporcionado ganhos quando o
pedigree foi considerado em imputacdes em que o painel de baixa densidade
possui mais de 50 mil marcadores (SARGOLZAEI et al., 2014).

A acurdcia de imputacdo pode ser influenciada por diversos fatores,
como a estrutura genética da populacdo, numero de animais na populacdo de
referéncia e a frequéncia alélica das variantes. A fim de verificar esses efeitos
neste conjunto de dados, foram criados dois cenéarios de imputacdo (51ind e
16ind). O cenario 51ind foi formado por 51 animais disponiveis apés o controle
de qualidade, permitindo que todas as variantes disponiveis estivessem
presentes na populacdo de referéncia. Para verificar a influéncia da estrutura
da populacao, foi criado o cenéario 16ind, formado por 16 animais das racas
Brahman, Gir e Nelore, definidas como as racas geneticamente mais proximas
por analise de componentes principais (se¢ao 2.4).

Apos a imputacgao, a validacao “leave-one-out” foi realizada em ambos
0s cenarios, sendo cada animal retirado da populacdo de referéncia, formado
por dados de sequéncia e avaliado no grupo de validacdo, formado por dados
em HD. A acuracia de imputacéao foi verificada pela correlagdo média entre os
genotipos verdadeiros e os imputados (COR) e pela Taxa de Concordancia
(TC), definida como a porcentagem média de gendtipos imputados
corretamente. Essas estatisticas foram calculadas com base nos dados
genotipicos, sendo codificados como 0 o homozigoto dominante, 2 o
homozigoto recessivo e 1 o heterozigoto em ambos os cenérios e dentro de
cada raca avaliada. Hickey et al. (2014) relataram que a TC apresenta varias
limitacbes metodologicas, sendo fortemente influenciada pela frequéncia
alélica. Os autores relataram que a correlagcdo média supera esses problemas,
sendo assim a medida mais confidvel na comparagcdo das eficiéncias de
imputacdo. A utilizagdo de TC ficou apenas para fins de comparacdo de

resultados com outros trabalhos disponiveis na literatura e comparagdo com
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COR, visando verificar a influéncia das variantes em baixa frequéncia na
acuracia de imputacao.
2.4 Analise de componentes principais (PCA)

Os animais utilizados nas analises de imputacdo sao provenientes de
diferentes racas zebuinas. A fim de determinar o distanciamento genético entre
0s animais, foi efetuada a analise de componentes principais a partir da matriz
de relacionamento gendmico. No entanto, o grande numero de variantes
presentes em dados de sequenciamento favorece a formacéo de “clusters” de
variantes em alto desequilibrio de ligacdo, o que pode representar viés na
analise de PCA (LAURIE et al., 2010). Para diminuir esse viés foi realizado o
“pruning” das variantes, retirando as variantes com LD maior que 0,2. O
“pruning” e PCA foram realizados no pacote em R SNPRelate (ZHENG et al.,
2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dados de sequenciamento e painéis de genotipagem

Dados de sequéncias foram analisados ao longo de 2.512 Mb, o que
correspondeu aos 29 cromossomos autossémicos de 51 animais em 5 racas
zebuinas (Tabela 1). A média de cobertura das “reads” considerando todos os
animais foi de 10,10 + 1,88, variando de 6,94 + 1,23 nos animais Brahman até
10,32 + 0,53 em animais Uganda Admixed. A precisdo na leitura das variantes
desempenha importante papel na acuracia de imputacdo em dados de NGS
(LARMER, 2016). Portanto, com a aplicacdo de controle de qualidade antes
das analises de imputacao espera-se que variantes e amostras de animais com
baixa confiabilidade tenham sido retiradas do conjunto de dados. Assim, dois
animais da raca Brahman foram removidos devido a baixa cobertura de leitura
em suas sequéncias, o que resultou na exclusdo de mais de 80% das variantes
pelo controle de qualidade, restando 51 animais disponiveis para 0S cenarios
de imputacdo. Os controles de qualidade por variantes foram aplicados de
forma independente em cada cenério, resultando em diferentes quantidades de
variantes e SNP nos grupos de referéncia e validacdo, respectivamente

(Tabela 2). Devido a diferenca no numero de animais entre 0S cenarios,
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existiram variantes que se tornaram monomorficas e, por isso, foram retiradas
do conjunto de dados.

Tabela 1. Numero de animais por raca e cobertura de leitura das sequéncias
dos animais ap0s o controle de qualidade.

Cobertura
Raca N Média (DP) Min Max
BRM 5 6,94 (1,23) 5,06 8,79
GIR 6 8,44 (3,41) 4,54 14,06
NEL 5 7,31 (0,69) 6,04 8,11
IRN 9 10,17 (0,89) 9,12 12,15
UGA 26 10,32 (0,53) 9,10 11,15

N: Numero de animais; DP: Desvio-padrdao; Max; Min: Valores maximos e minimos;
BRM: Brahman; GIR: Gir NEL: Nelore; UGA: Uganda Admixed; IRN: Ird Admixed.

Em uma populacédo, o nivel da variabilidade genética e a escolha dos
animais que serdo sequenciados influenciam no namero de variantes de um
conjunto de dados. Ao todo, 13.171.566 variantes estavam presentes na
populacdo contendo todos os 51 animais. Essa quantidade de variantes foi
superior a relatada por Liao et al. (2013), que usando dados de NGS em
bovinos da raca Gir (Bos taurus indicus), observaram 9.990.733 variantes
polimorficas oriundas de um “pool” gamético composto por 3 animais. Portanto,
espera-se que 0 maior numero de variantes encontradas neste trabalho tenha
auxiliado na construcdo dos haplétipos de forma acurada na analise de
imputacao.

Tabela 2. Numero de variantes na populacdo de referéncia de imputacao,
guantidade de SNP na populacado de validacdo da imputacao e taxa
de deteccdo de SNP dos cenérios analisados.

Variantes na SNP na
Cenarios populacao de populacao de TDS (%)
referéncia validacédo
51 animais 13.171.566 355.697 48,38
16 animais 12.819.520 304.797 41,45

SNP: Single Nucleotide Polymorphism; TDS: Taxa de Deteccdo de SNP.

O numero de SNP nos painéis HD corresponderam a 2,43% e 2,37%
das variantes presentes nas populacdes de referéncia de imputacdo dos
cenarios 51ind e 16ind, respectivamente. Esses valores foram proximos aos
encontrados por Binsbergen et al. (2014) que, ao avaliarem o cromossomo 1
de 114 animais da raca Holstein Friesian, encontraram em média 2,33% das

variantes compartilhadas com o painel em HD. A quantidade de SNP nos
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painéis HD das populacdes de validacdo (Tabela 2) foram préximas aos
290.620 e 320.230 SNP observados em outros trabalhos com animais
zebuinos, em que foi utilizado painel HD (SANTANA et al., 2014; NEVES et al.,
2014). Liao et al. (2013), a partir de dados de 3 animais sequenciados da raca
Gir, relataram valores de TDS de 30,60%. Essa estimativa foi inferior aos
48,38% do cenario com todos os 51 animais e aos 41,45% do cenario com 16
animais. Isso sugere que a estratégia para formar os painéis de baixa
densidade (populacdo de validacdo) foi eficiente, por representar valores
proximos aos observados em estudos com painel de genotipagem em animais
de racas zebuinas.
3.2 Estrutura da populacao

A estrutura populacional dos animais é apresentada na analise de
componentes principais (Figura 1), sendo possivel notar maior proximidade
genética entre os animais das racas Brahman, Nelore e Gir. Essa proximidade
era esperada, tendo em vista que a raca Brahman tem origem em cruzamentos
absorventes de diferentes racgas zebuinas, dentre as quais Gir e Nelore (FARIA
et al., 2010). Nessas trés racas foi possivel notar maior distanciamento entre os
animais da raca Gir e isso pode ser devido a estratégia de escolha dos animais
a serem sequenciados, que tende a buscar animais geneticamente mais
distantes dentro do rebanho, a fim de elevar o nimero de variantes capturadas
e melhor representar o grupo de animais (DRUET et al., 2014).

Os animais das racas Uganda Admixed e Ird Admixed representam os
animais zebuinos com maior numero de sequéncias depositadas no “1000 Bull
Genomes Project (Run 5.0)” e apresentaram grupos dispersos e distantes dos
demais animais. Possivelmente, a dispersao dentro do grupo € devido ao fato
dos animais serem de racas compostas, 0 que eleva a distancia genética entre
0s animais. A distancia entre esses dois grupos pode estar relacionada a
propria distdncia geografica na origem desses animais, oriundos
respectivamente da Africa e Oriente Médio (MASON, 1988). Apds a aplicacéo
do “pruning”, foram mantidas apenas as variantes com LD menor que 0,2,
restando assim 91.604 variantes ndo redundantes na analise de PCA. Esta
estratégia garantiu maior confiabilidade na porcentagem da variancia explicada
pelos autovalores na PCA, sendo o primeiro componente principal capaz de
explicar 4,38% da variagéo dos dados.
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3.3 Acuréacia de imputacéo

Em média, a diferenca de acuracia de imputacdo entre as racas foi
superior a observada entre os cenarios (Tabela 3). Isso porque 0 numero de
animais sequenciados na populacdo de referéncia de imputacgéo foi o fator de
maior influéncia nas acuracias de imputacdo. Os valores de acuracia de
imputacao nas racas IRN e UGA foram superiores, em média, 15 e 16 pontos
percentuais em relacdo as das racas BRM, GIR e NEL para a taxa de
concordancia e correlagcédo, respectivamente. A partir desses resultados, foi
possivel observar que ragas com maior niumero de animais na populagédo de
referéncia apresentaram as maiores estimativas de acuracia de imputacdo
tanto em TC como para COR.

Comparando os resultados das racas UGA e IRN, foi possivel observar
também que a diferenca entre as racas em TC foi de apenas 2 pontos
percentuais. No entanto, os 17 animais a mais da raca UGA em relacdo a IRN
foram suficientes para elevar a magnitude de COR de UGA em relacdo a IRN
em 8 pontos percentuais. Ao comparar as estimativas médias de acuracia nos
animais das racas BRM, GIR e NEL, que tinham quase o mesmo numero de
animais sequenciados, ndo foram observadas diferencas superiores a 2 pontos
percentuais nos valores de TC e COR em ambos os cenarios. Portanto, para
elevar os valores de acuracia nos animais das racas BRM, GIR e NEL, é
necessario que mais animais dessas racas componham a populacdo de
referéncia.

Entre os cenarios, os ganhos médios em acuracia do cenério 51lind em
relacdo a 16ind foram de 6 e 9 pontos percentuais para TC e COR,
respectivamente (Tabela 3). Essas diferencas sdo observadas quando sao
comparadas as acuracias médias entre os animais das racas BRM, GIR e NEL
nos dois cenarios. Os resultados indicaram que a inclusdo dos 35 animais das
racas IRN e UGA no cenario 51ind possibilitou o aumento da eficiéncia de
imputagcdo. A presenca desses animais auxiliou principalmente a correta
imputacao de alelos menos frequentes da populacao, tendo em vista que COR
foi superior a TC para todas as ragas no cenario 5lind. Ao adotar uma
populacdo de referéncia multirracial em dados de NGS, Bouwman; Veerkamp
(2014) relataram ganhos em acuracia de até 13% em relagdo as imputacdes

que utilizavam populacdes de referéncia compostas por apenas uma raca.
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Tabela 3. Média e desvio-padrdo (parénteses) da taxa de concordancia e
correlacdo por racas e cenarios com 51 e 16 animais.

51 animais 16 animais

Raca TC Cor TC Cor
BRM 0,68 (0,01) 0,58 (0,03) 0,62 (0,01) 0,48 (0,03)
GIR 0,69 (0,02) 0,60 (0,04) 0,62 (0,01) 0,51 (0,03)
NEL 0,68 (0,01) 0,58 (0,02) 0,62 (0,01) 0,50 (0,02)
Média 0,68 (0,01) 0,59 (0,01) 0,62 (0,00) 0,50 (0,02)
IRN 0,82 (0,04) 0,71 (0,04) - -
UGA 0,84 (0,03) 0,79 (0,03) - -
Média 0,83 (0,01) 0,75 (0,06) - -

TC: Taxa de concordancia; Cor: Correlagdo; BRM: Brahman; NEL: Nelore; UGA:
Uganda Admixed; IRN: Ird Admixed.

O processo de validacdo “leave-one-out” foi escolhido para validar o
processo de imputacdo devido ao numero de animais disponiveis para anélise
e a estrutura da populacéo ser formada por 5 racas distintas. No cenario 51ind,
a populacdo de referéncia composta por 50 animais em cada processo de
validacdo, mais que dobrou o tamanho daquelas do cenério 16ind, em que
apenas 15 animais formavam cada populacdo de referéncia. Com o0s
resultados obtidos foi possivel verificar a influéncia do nimero de animais na
populacao de referéncia de imputacéo, assim como os ganhos em utilizar uma
populacdo multirracial na imputacédo de dados de NGS, principalmente nas

variantes em baixa frequéncia na populacéo.

3.4 Acuréacia de imputacao ao longo do genoma

A acuracia média dos 29 cromossomos autossdémicos no cenario com 51
animais foi de 0,50 + 0,29, variando de 0,55 + 0,28 a 0,42 = 0,29 nos
cromossomos 6 e 28 respectivamente (Figura 2). Essa diferenca nas
estimativas de acuracias entre e ao longo dos cromossomos indicam a relacao
da eficiéncia de imputacao com regides especificas do genoma e a influéncia
da taxa de cobertura de sequenciamento, que foi relativamente baixa nesse
conjunto de dados. As metodologias de imputacdao tendem a apresentar menor
eficiéncia na construcdo dos blocos de haplétipos nas extremidades do
genoma, o que diminui a acuracia de imputacdo nessas regides. Além disso,
essas regides teloméricas dos cromossomos tendem a ser degradadas e com
grande quantidade de nucleotideos repetidos, o que também dificulta o

processo de imputagéo.
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Figura 2. Média da acuracia mensurada pela correlacdo entre as variantes sequenciadas e imputadas em janelas de 1 Mb

ao longo dos 29 cromossomos autossOmicos no cenario com 51 animais. Setas nos cromossomos 12 e 14 indicam redugéo

acentuada da acuracia de imputacao.
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Em geral, as posi¢cOes centrais dos cromossomos tiveram melhores
resultados de acuracia, sendo possivel observar perda de acuracia nas
extremidades em varios cromossomos. Ressalta-se que o cromossomo 14,
mesmo tendo uma das maiores médias de acurécia, apresentou estimativas
inferiores a 0,40 nos primeiros 5 Mb do comprimento do cromossomo. A
excecdo foi o cromossomo 9, em que foi obtida a segunda melhor média de
acuracia de imputacao, mantendo a acuracia média superior a 0,40 ao longo de
todo o cromossomo.

Dentro de cada cromossomo foi possivel observar também variacdes na
eficiéncia de imputacdo, como no cromossomo 12, que apresentou desvio-
padrao de 0,31, a maior variagcdo entre os 29 cromossomos. No entanto, muito
dessa variacdo foi observada pela perda abrupta de acuracia na regiao entre
70 e 80 Mb. Nessa regido do genoma de referéncia UMD 3.1 do “1000 Bull
Genomes Project”, foram observadas regifes codificadoras de proteina de
resisténcia a drogas (MRA) por meio da ferramenta Ensembl, ou seja, regides
com alta variabilidade e consequentemente com alta concentracdo de alelos
em baixa frequéncia. De maneira similar, Brondum et al. (2013) relataram
diferencas na acuracia de imputacdo entre racas de animais taurinos ao longo
do cromossomo 29. Os autores associaram a perda de acuracia em
determinadas regibes com maior incidéncia de variantes com “minor allele
frequency” (MAF) menor que 0,3 e a presenca de poucos animais ha
populacao de referéncia.

O uso da NGS eleva o numero de variantes disponiveis nas analises
gendmicas. No entanto, grande parte destas variantes esta presente em baixa
frequéncia na populacéo, o que se torna um desafio no processo de imputagéo
de dados. Na Figura 3, apresenta-se a média da distribuicdo da MAF apds a
aplicacao do controle de qualidade no cenario com 51 animais. Das 13.171.566
variantes disponiveis no cenério 51ind, 1.813.475 apresentaram MAF menor
que 0,05, ou seja, 12,42% do total de variantes.
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Figura 3. Distribuicdo das “minor allele frequency” (MAF) apés a aplicacdo do
controle de qualidade no cenéario com 51 animais.

As medianas dos valores de acuracias de imputacdo ao longo dos 29
cromossomos em ambos 0s cenarios tiveram suas eficiéncias influenciadas
pela MAF (Figura 4). No cenério 51ind, variantes com MAF inferiores a 5% n&o
apresentaram acuracias maiores que 0,30 e 45,24% das variantes ndo tiveram
acuracias superiores a 0,5. Esse resultado indicou que os 51 animais desse
cenario nao foram suficientes para imputar variantes com baixa frequéncia de
forma acurada. No entanto, o aumento na frequéncia das variantes gerou
imputacdes eficientes, chegando a 70% em variantes com MAF superior a
0,25. As médias do cenéario 16ind foram fortemente influenciados pelos altos
valores dos desvios-padrédo. Portanto, ndo é possivel mensurar o real efeito da
MAF nesse cenario. Entretanto, a diferenca entre os cenarios indicou que a
inclusdo de animais sequenciados de outras racas na populacao de referéncia
foi capaz de capturar mais da variabilidade genética da populagdo e,

consequentemente, elevar as acuracias de imputagao.
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Figura 4. Medianas dos valores de acuracias de imputacdo mensuradas pela
correlacdo entre as variantes sequenciadas e imputadas em funcéo
das “minor allele frequency” (MAF) considerando os 29 cromossomos
nos cenarios com 51 animais (51ind) e 16 animais (16ind).

4 CONCLUSAO

A incluséo de animais de diferentes racas na populacédo de referéncia
pode elevar a eficiéncia de imputacéo, se comparado a estrutura da populacao
de referéncia formada apenas por animais geneticamente mais proximos.

Para a conducédo de um estudo de associacdo gendmica com dados de
NGS é necessario maior numero de animais na populacado de referéncia de
imputacao.

Existem diferencas na acuracia de imputacdo ao longo do genoma, dado
que regides centrais dos cromossomos apresentam em média maior acuracia
de imputacdo do que as extremidades. Regides com maior variabilidade
genética e consequentemente maior indice de variantes em baixa frequéncia

tendem a ter menor eficiéncia de imputacao.
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Capitulo 3 - ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA COM DADOS DE
SEQUENCIAMENTO EM  CARACTERISTICAS DE
PRODUCAO E QUALIDADE DE LEITE NA RACA GIR

RESUMO - Estudo de associacdo genbmica ampla (GWAS) utilizando
dados de “next-generation sequence” (NGS) permite que toda a variagdo do
genoma seja verificada quanto ao seu efeito na variacao fenotipica. A acuracia
dessas associacfes depende da estrutura genética das caracteristicas
avaliadas, do numero de variantes disponiveis e a distribuicdo de seus efeitos
ao longo do genoma. Andlises de GWAS foram realizadas para as
caracteristicas producéo de leite (PL305), teor de gordura (PG305), proteina
(PP305) e solidos totais (PS305), com base em dados de sequenciamento de
todo o genoma de 2.237 animais da raca Gir (Bos taurus indicus), imputados a
partir de dados genotipicos. A andlise de imputacdo desses gendtipos foi feita
em duas etapas. Primeiramente os genétipos do painel em 50k foram
imputados para o painel de alta densidade (HD), com animais genotipados em
HD formando a populacédo de referéncia de imputacdo. Posteriormente, esses
gendtipos foram imputados para dados de NGS, sendo a populagdo de
referéncia de imputagao formada por 51 animais sequenciados pelo “1000 Bull
Genomes Project (Run 5.0)”. Para a GWAS utilizou-se os valores genéticos
desregredidos (dEBV) de cada caracteristica estudada como variavel respostas
no modelo de regressdo multipla e considerou-se significativas as regides de
1Mb que contivessem 100 ou mais variantes com “False Discovery Rate” (FDR)
inferior a 0,05. Essas regides foram entdo submetidas a analise de
enriqguecimento por meio dos termos MeSh (“Medical Subject Headings”) em
que se verificou a relacdo das variantes com vias biolégicas conhecidas. Em
PS305, trés regides nos cromossomos 11, 12 e 28 foram declaradas como
significativas e foram associadas com vias metabdlicas ligadas a producao de
leite e sélidos totais. Para PG305, uma regido foi significativa no cromossomo 6
e associada ao gene SLIT2, responsavel por interacdes metabdlicas entre o
sistema imune e endocrino em vacas leiteiras. Grande parte das variantes
significativas apresentaram “minor allele frequency” (MAF) inferior a 0,05 e n&o
estavam presentes no painel 50k e HD. Essas auséncias indicam que introduzir
dados de NGS nas avaliagdes genéticas dessa populacdo pode representar
aumento na captura de regides que influenciam a variabilidade genética aditiva
das carateristicas avaliadas e que ndo sdo consideradas nos painéis de
genotipagem.
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1 INTRODUCAO

O estudo de associagdo ampla do genoma (GWAS) se tornou a principal
abordagem na identificacdo de genes a partir de variantes comuns, que podem
influenciar a variabilidade genética de caracteristicas complexas (BUZANSKAS
et al., 2014). Variantes comuns, presentes nos painéis comercias de
genotipagem permitiram que caracteristicas de producdo, reproducdo e
resisténcia a doencas de diferentes espécies fossem associadas com regides
especificas do genoma. No entanto, grande parte da variabilidade genética
destas caracteristicas ainda néo foi atribuida a nenhuma regido especifica do
genoma. Muito disso se deve ao carater poligénico que a maioria das
caracteristicas quantitativas de interesse econdmico possuem. Essas
apresentam estrutura genética ainda desconhecida, sendo muitas vezes
controladas por uma grande quantidade de genes de pequeno efeito e
presentes ao longo de todo o genoma, tornando dificil a associagdo entre as
variacdes fenotipicas e as regides do genoma utilizando painéis de
genotipagem.

Em bovinos, estudos de GWAS tém sido conduzidos desde o
desenvolvimento dos painéis de genotipagem (MAI et al., 2010; SAHANA et al.,
2010). Trabalhos com painéis de moderada (50k) a alta densidade (HD) de
marcadores do tipo “single nucleotide polymorphism” (SNP) permitiram maior
compreensao da estrutura genética de caracteristicas produtivas. Além disso,
esses painéis capturaram com maior acuracia a variabilidade genética de
caracteristicas tradicionais em programas de melhoramento genético (ZHANG
et al., 2014). As associacbes entre regides do genoma e caracteristicas
fenotipicas sdo dependentes dos niveis de desequilibrio de ligacdo (DL) entre
marcadores e regifes de loci de caracteristicas quantitativos (QTL) (BERG;
BOICHARD; LUND, 2016). Quando essas regides apresentam marcadores em
baixa frequéncia, as associa¢des tendem a ser mais dificeis de serem obtidas,
devido a baixa contribuicdo que dessas regifes na variabilidade genética (KIM
et al., 2015). A necessidade de aumentar a eficiéncia em detectar regides que
afetam a varidncia genética aditiva das caracteristicas de importancia

econbmica, principalmente em regides com alto indice de alelos em baixa
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frequéncia, levou ao desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de
nova geracao — “next generation sequence” (NGS) (LU et al., 2011).

Com a implementacdo da NGS foi possivel associar variantes raras a
doencas em humanos, permitindo que doencas fossem melhor compreendidas
e, consequentemente, fosse aprimorado o seu tratamento (CHEN et al., 2014).
Ha muito potencial a ser explorado com a utilizacdo de dados de NGS, que
permite que milhdes de novas variaveis sejam incluidas nos modelos de
associacado. Entretanto, o elevado custo de cada animal sequenciado e as
taxas de erro de leitura ainda sdo desafios a serem superados para sua
implementacéo em larga escala (LU et al., 2011). Para que a associacao entre
variantes e o fendtipo avaliado seja eficiente, sdo necessarios: (l) individuos
sequenciados que representem geneticamente a populacdo estudada; (Il)
dados fenotipicos com alta acuracia individual e (lll) metodologias estatisticas
apropriadas para o grande volume de dados gerados (PRICE et al., 2010).

Dados de animais sequenciados sd0 escass0s, Se compararmos ao
volume de dados genotipados disponiveis, mas com o auxilio de metodologias
de imputacdo, dados de sequenciamento tém sido obtidos com a imputacdo
dos gendtipos ja disponiveis. Essa alternativa permite que grandes conjuntos
de dados em NGS estejam disponiveis para serem utilizados em GWAS, sem a
necessidade do alto custo de sequenciar rebanhos inteiros. Daetwyler et al.
(2014), utilizando animais sequenciados de diferentes ragas, verificaram que a
imputacdo de dados genotipicos para dados de sequéncia poderia ser uma
alternativa para detectar novas variantes, aumentando assim a compreensao
da estrutura de caracteristicas de interesse econémico em gado de leite.

As estratégias para escolha dos animais que irdo compor a populacédo
de referéncia visam capturar o maior nimero de variantes presentes na
populacdo em estudo. Druet et al. (2014) propuseram estratégias na escolha
dos animais que irdo compor a populacdo de referéncia, sendo a melhor
estratégia a combinacdo de animais sequenciados e geneticamente mais
distantes uns dos outros.

Em dados de NGS, variantes comuns tendem a ter elevada eficiéncia de
imputacdo (BINSBERGEN, et al., 2014), mas os mesmos resultados ndo sao
observados para variantes raras, ou seja, “minor allele frequency” (MAF)

inferior a 5% (BAES, 2015). Em busca de maiores valores de acuracia, animais
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sequenciados de diferentes racas tem dado origem a populagdes de referéncia
multirraciais, que tem elevado a eficiéncia de imputacdo nas variantes comuns
e raras (BOUWMAN; VEERKAMP, 2014; BERG et al., 2016). A inclusao de
varias ragas na populacdo de referéncia de imputagédo representa importante
estratégia para superar os altos custos com o sequenciamento de animais.

Os resultados das analises de GWAS séao fortemente influenciados pela
correta imputacdo dos dados, que deve fornecer alta acuracia nas variantes
imputadas (RUTKOSKI, et al.,, 2013). Parte dos erros no processo de
imputacdo € devido a erros de posicdo de determinado marcador no mapa de
genotipagem. Esse tipo de erro se torna mais grave quando o marcador €, ou
esta proximo a uma regido de QTL. Erros de imputacdo fazem as associacdes
perderem o sentido bioldgico, levando a associac¢6es falso-positivas. No que se
refere & imputacdo de genoétipos para sequéncia, esses erros tendem a ser
frequentes, devido a presenca de maior numero de variantes raras. Isso reforca
a necessidade da aplicacédo de rigoroso controle de qualidade, mas sem retirar
excessivamente variantes em baixa frequéncia, que podem estar associadas
com as caracteristicas avaliadas.

A populacao avaliada nesse estudo foi composta por animais da raca Gir
(Bos taurus indicus), raca leiteira de grande importancia no Brasil. (REIS FILHO
et al., 2010). A intensa utilizacdo de animais Gir para producao de leite se deu
por sua robustez e resisténcia a parasitas, caracteristicas ideais em rebanhos
no Brasil. Varias caracteristicas fenotipicas sdo avaliadas no programa de
melhoramento genético da raca, entre as quais a producéo de leite, teores de
gordura, proteina e solidos totais, sendo consideradas as producbes
acumuladas até os 305 dias de lactacdo nas avaliacdes. Tais caracteristicas
sao de facil mensuracao e boa resposta a selecdo gendmica. No entanto, pode
haver um percentual da variabilidade genética ndo capturada pelas
metodologias utilizando painéis de genotipagem, permitindo que novas
abordagens sejam empregadas e que 0 progresso genético de tais

caracteristicas seja otimizado.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi associar regides do genoma com
caracteristicas de interesse econdmico para a raga Gir e investigar possiveis

genes funcionais associados as regides determinadas como significativas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Dados de Gendétipos e de Sequenciamento

Os animais avaliados nesse estudo sdo provenientes do Programa de
Melhoramento Genético de bovinos de Leite, que atualmente é conduzido pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Gado de Leite em
Juiz de Fora (MG), em parceria com a Associacao Brasileira dos Criadores de
Gir Leiteiro (ABCGIL). Foram disponibilizados para esse estudo registros de
2.279 animais da raca Gir, sendo 601 animais (585 machos e 16 fémeas)
genotipados com painel de alta densidade de marcadores (HD) e 1.678 fémeas
com painel de 50 mil marcadores (50k), ambos utilizando a plataforma de
genotipagem Illumina (lllumina Inc., San Diego, USA).

Os animais e os dados de gendtipo foram submetidos a critérios de
controle de qualidade, visando reduzir a quantidade de amostras e marcadores
com baixa qualidade. Registros de animais e marcadores com taxa de leitura
(“call rate”) inferior a 0,90 foram excluidos, além de marcadores monomoérficos
e com desvios significativos (p<10-°) do equilibrio de Hardy-Weinberg. Apés a
aplicacao do controle de qualidade, restaram 583 e 1.654 animais com 594.974
e 33.382 marcadores nos painéis HD e 50k, respectivamente.

Os animais sequenciados foram obtidos do “1000 Bull Genomes Project
(Run 5.0)" (DAETWYLER et al., 2014). Foram selecionados 53 animais de 5
ragas zebuinas: 7 Brahman (BRM), 6 Gir, 5 Nelore (NEL), 26 Uganda Admixed
(UGA) e 9 Ird Admixed (IRN). Dois animais da raca Brahman foram removidos
devido a baixa cobertura de leitura das sequéncias, que resultou na retirada de
mais de 80% das variantes pelo controle de qualidade. Portanto, 51 animais

compuseram a populacéo de referéncia de imputacgéao.
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Visando a qualidade das sequéncias, as 44.949.598 variantes
polimorficas presentes no conjunto de dados foram submetidas a um rigoroso
critério de qualidade. Os critérios seguiram as indicagdes do “1000 Bull
Genomes Project” e permitiram manter apenas variantes com alta qualidade de
leitura, mas mantendo a maior quantidade possivel de variantes para analise
de associacdo genbmica (DAETWYLER et al.,, 2014; LARMER, 2016). Os
critérios de exclusdo adotados foram: (I) variantes com qualidade média menor
que 20, ou seja, 99% das bases lidas corretamente segundo a estimativa de
probabilidade de erro de leitura do sequenciador; (lI) cobertura minima menor
que 10 ou maior que a meédia da cobertura mais trés vezes o desvio-padrao,
excluindo variantes discrepantes quanto a quantidade média de vezes que a
variante foi lida; (Ill) qualidade de mapeamento menor que 30, critério baseado
nas estimativas de erro de posicionamento das bases lidas; (IV) Variantes com
distancia menor que 10 pb uma da outra, evitando que a mesma variante seja
considerada mais de uma vez; (V) Variantes que nao estivessem presentes em
ao menos 4 animais, tendo em vista que essas variantes tendem a ter baixa
acuracia de imputacao (LARMER, 2016).

ApOs o controle de qualidade, 13.171.566 variantes restaram no
conjunto de dados. Os filtros de controle de qualidade foram submetidos a
todos os animais e aos 29 cromossomos autossdmicos por meio dos
“softwares” VCFtools v0.1.13 (DANECEK et al., 2011) e pacotes em R snpStats
(CLAYTON, 2015) e GWASTools (GOGARTEN et al., 2012).

Para determinar a proporcdo de variantes compartilhadas entre dados
de NGS e o painel HD foi obtida a taxa de detec¢do de SNP (TDS). A TDS
indica quantos marcadores do painel HD estéo presentes no conjunto de dados
avaliado, ou seja, quantas das posicbes polimorficas nos genomas

sequenciados sao marcadores do painel HD (ZHAN et al., 2011).

3.2 Dados fenotipicos
Os 2.279 registros fenotipicos utilizados, assim como 0s genaotipos,
fazem parte da avaliacdo genética de animais da raca Gir, realizada pela
Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora (MG). As caracteristicas avaliadas
foram: producéo de leite (PL305), teor de gordura (PG305), proteina (PP305) e
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sélidos totais (PS305) e foram obtidos com base na lactagdo encerrada, ou
seja, as producdes em quilos de leite acumuladas até os 305 dias.

As estimativas dos valores genéticos das caracteristicas estudadas
foram obtidas a partir das observacfes fenotipicas e do pedigree de 89.849
animais, utilizando o método da maxima verossimilhanga restrita, via “best
linear unbiased prediction” (BLUP), por meio das equagdes de modelos mistos
(HENDERSON, 1975) em modelo animal:

V=u+Xf+Za+e

em que y é o vetor de caracteristicas fenotipicas; gy é a média geral; X a matriz
de incidéncia dos efeitos fixos; B o vetor dos efeitos fixos; Z é a matriz de
incidéncia dos efeitos aleatorios; a € o vetor de efeitos genéticos aditivos e € é
o vetor de erros aleatérios. O modelo considerou os efeitos fixos de grupos de
contemporaneos (rebanho e ano no parto), estacdo de parto e a covariavel
linear e quadratica da idade da vaca ao parto. A predicdo dos valores
genéticos, assim como dos erros aleatérios, foi obtida pelo programa Wombat
(MEYER, 2007). Com base nas estimativas dos valores genéticos, foram
obtidos os valores genéticos desregredidos (dEBV), assim como suas
estimativas de confiabilidade, como proposto por Garrick et al. (2009).

3.3 Analise de Componentes Principais (PCA)

Os animais sequenciados da populacdo de referéncia de imputacao
eram todos de racas zebuinas. No entanto, apenas seis desses eram da raca
Gir. Assim, para determinar o grau de relacionamento genético entre o0s
animais, foi efetuada a analise de componentes principais a partir da matriz de
relacionamento gendmico. Foram considerados na analise os 51 animais
sequenciados e o0s 2.237 animais genotipados, mantendo apenas o0s
marcadores em comum com o painel de 50k. Os marcadores e animais
selecionados foram submetidos ao mesmo controle de qualidade dos dados
genotipicos, sendo analisados 15.010 marcadores e 2.282 animais na PCA,
que foi realizada por meio do pacote em R SNPRelate (ZHENG et al., 2012).

3.4 Imputacao
Para se obter os dados de sequenciamento dos 2.237 animais

genotipados que passaram pelo controle de qualidade, foram realizadas duas
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andlises de imputacdo. Primeiramente foram imputadas as 1.654 fémeas em
50k para HD, utilizando os 583 animais em HD na populacdo de referéncia.
Posteriormente, as 1.654 fémeas imputadas para HD, juntamente com o0s
animais genotipados em HD, foram imputados para dados de sequenciamento.
Para isso foram utilizados os 51 animais do “1000 Bull Genomes Project (Run
5.0)” na populagao de referéncia.

Todas as andlises de imputacdo foram realizadas pelo programa
Fimpute v2.2 (SARGOLZAEI et al., 2014), com as configuracdes padréo e
auséncia de pedigree. A incluséo de registros do pedigree poderia aumentar a
acuracia de alelos em baixa frequéncia (BRZNDUM et al., 2014), mas ndo tem
apresentado ganhos quando incluido em imputacdées em que o painel de baixa
densidade possui mais de 50 mil marcadores (SARGOLZAEI et al., 2014).

3.5 Estudo de associacdo gendmica ampla

Os GWAS foram realizados entre as variantes imputadas para NGS e as
caracteristicas de produgcdo e qualidade de leite, por meio do programa
SNP1101 (SARGOLZAEI, 2014). A matriz de relacionamento gendmico foi
calculada segundo VanRaden (2008), sendo consideradas apenas as variantes
com MAF superior a 0,01. Com o objetivo de associar as variantes as variacdes
fenotipicas, a analise de regressao linear multipla foi realizada regredindo as
variantes disponiveis com os dEBV com valor de acurécia superior a 0,10.
Esses critérios visaram garantir maior confiabilidade as variaveis utilizadas no
modelo de regressdo, garantindo maior acurdcia nas associacfes entre
variantes e variacdes fenotipicas.

Para serem consideradas significativas, as variantes deveriam
apresentar taxa de “genome-wise False Discovery Rate” (FDR) de, no minimo,
0,05. Mas apenas aquelas que formaram um pico, com ao menos 100 variantes
dentro de 1 Mb, foram consideradas na analise de enriquecimento, que buscou
associar tais regibes do genoma a vias biologicas conhecidas (LARMER,
2016).
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3.6 Andlise de enriquecimento

A definicdo das vias biologicas funcionais dos genes foi realizada por
meio do conjunto de dados do “Medical Subject Headings” (MeSH) (MOROTA
et al., 2015), para a busca de aspectos biolégicos coerentes com as
caracteristicas estudas dentro dos diferentes termos descritos no MeSH.
Visando possiveis genes associados as variantes significativas, foram
consideradas na analise regides 500 kb acima (‘upstream”) e abaixo
(“downstream”) de cada variante.

O pacote biomaRt (DURINCK et al., 2005), juntamente com o0 genoma
de referéncia bovino UMD 3.1 (ZIMIN et al., 2009), foi utilizado no mapeamento
das variantes com base nas informagfes da plataforma Ensembl. A
significancia dos termos enriquecidos foi assegurada pelo teste
hipergeométrico (ADAMS; SKOPEK 1987), que calcula a probabilidade de
determinada anotacao aparecer mais do que apenas por acaso no conjunto de
genes selecionados, quando comparada com 0S genes no genoma de

referéncia.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Imputagao

Ao imputar os genotipos dos animais em HD e 50k para dados de NGS
assume-se que parte das variantes ndo serdao imputadas corretamente, o que
pode acarretar em associac0es falso-positivas nas andlises de GWAS. A fim de
minimizar tais erros inerentes ao processo de imputacdo, foi realizada a
imputagdo em duas etapas. Em estudo com animais de ragas taurinas, a
adocdo do processo de imputacdo de genoétipos para NGS em duas etapas
apresentou ganhos na acuracia de imputacao dos cromossomos 1 e 29 de até
65% em relacdo a imputacdo direta de animais em 50k para NGS
(BINSBERGEN et al. 2014).

Na primeira etapa de imputacao, os genétipos em 50k foram imputados
para HD, permitindo que as 1.654 fémeas em 50k tivessem seus genotipos
imputados para os 594.974 marcadores do painel em HD. Devido ao reduzido
namero de vacas genotipadas em alta densidade, ndo foi possivel verificar

claramente os valores de acuracia de imputacdo por meio de validacéo
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cruzada. Assim, para indicar a eficiéncia com que os dados foram imputados
usou-se as distancias genéticas entre os animais. Isso porque a acuracia de
imputacao tende a ser maior quanto maior for o grau de parentesco entre os
individuos a serem imputados e sua populacdo de referéncia (CARVALHEIRO
et al., 2014; BAES, 2015).

O grau de parentesco entre os individuos foi obtido pela matriz de
parentesco gendmico, como apresentado na analise de componentes principais
(Figura 1). A PCA evidenciou elevado grau de parentesco entre 0s animais que
foram imputados (50k) com os da populacéo de referéncia (HD), o que conferiu
confiabilidade aos gendtipos imputados nessa etapa da imputacéao.

Na segunda etapa de imputacdo, os animais em HD juntamente com 0s
imputados na primeira etapa foram novamente imputados para dados de
sequenciamento. Nessa etapa, eram esperados valores de acuracia inferiores
aos da primeira, devido a0 menor grau de parentesco entre 0S animais
genotipados (HD e 50k) e os sequenciados (Figura 1), além do nuamero
reduzido de animais na populacdo de referéncia. Porém, populacdes de
referéncia compostas por diferentes racas tém favorecido a eficiéncia com que
variantes sdo imputadas, uma vez que aumentam as chances de que as
variantes presentes na populacdo de referéncia representem a variabilidade
genética da populacdo a ser imputada (BAES, 2015). Brgndum et al. (2014),
utilizando populacdo de referéncia multirracial com 242 animais sequenciados,

relataram valores de acuracia variando de 0,84 + 0,22 a 0,90 + 0,20.
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Figura 1. Analise de componentes principais com animais sequenciados e genotipados. SEQ: Animais com dados de
sequenciamento; 50k: Animais genotipados com painel 50k; HD: Animais genotipados com painel HD.
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Estudos testando diferentes cenéarios na formacdo da populacdo de
referéncia de imputacdo revelaram ganhos de até 5% na eficiéncia de
imputacado do cromossomo 1, quando animais da mesma raca que a populacao
a ser imputada estdo presentes na populacdo de referéncia (BOUWMAN;
VEERKAMP, 2014). Visando atingir os mesmos ganhos, a populagdo de
referéncia na segunda etapa da imputacdo contou com seis animais da raca
Gir, o que auxiliou na formacdo dos haplétipos durante o processo de
imputagéo, além de todos os animais sequenciados serem de ragas zebuinas.

Outro fator que influenciou a acurécia de imputacéo foi a presenca de
variantes raras. Foram consideradas raras todas as variantes com MAF entre 1
e 5%. A imputacdo dessas variantes representa um desafio nos processos de
imputacéo, seja entre painéis de genotipagem com diferentes densidades ou
imputacoes para dados de NGS (BARRETT et al., 2014). Pausch et al. (2017)
relataram que variantes comuns podem ter valores médios de acuracia até
19% superiores as médias observadas nas variantes raras. No entanto, ao
utilizarem uma populagdo de referéncia multirracial, os autores obtiveram
aumento de 5% na acuracia de imputacao dessas variantes menos frequentes.
Os 51 animais sequenciados utilizados na segunda etapa de imputacdo séo
oriundos de cinco racas distintas. Essa escolha permitiu aumentar o nimero de
variantes presentes na populacdo de referéncia, representando melhor a
diversidade genética encontrada nas racas zebuinas e consequentemente

auxiliando a correta imputacéo das variantes raras.

4.2 Analise de associacdo gendmica (GWAS)

Os avangos nas tecnologias de sequenciamento vém garantindo maior
confiabilidade a cada nucleotideo lido. Isso, aliado ao desenvolvimento de
algoritmos de imputacdo mais eficientes, viabilizou a utilizacdo dos dados de
NGS em analises de associacdo, principalmente em gado de leite
(DAETWYLER et al.,, 2014; MEUWISSEN; GODDARD, 2010; ZHANG et al.,
2016).

Em busca de maior confiabilidade nas andlises de associacdo, o dEBV
foi utilizado como pseudo-fenétipo por ser a variavel resposta mais acurada
para o0 modelo de regressdo multipla (GARRICK et al., 2009). A quantidade de
pseudo-fendtipos disponiveis variou de 2.080 a 2.138 para PG305 e PL305,
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respectivamente (Tabela 1). Essa variagdo era esperada, uma vez que PL305
€ a caracteristica de maior valor econémico e a mais utilizada nos critérios de
selecdo de animais da raca Gir, 0 que a tornou a caracteristica com maior
média de acuracia entre as avaliadas.

Das mais de 13 milhdes de variantes disponiveis para as analises de
associacdo gendmica, foram removidas em média 2.543.568 + 3.754 com MAF
inferior a 1% (Tabela 1). Esse critério visou retirar do conjunto de dados
variantes com baixa confiabilidade e reduzir as chances de associagfes
espurias. Isso porque o valor da acuricia de imputacdo em variantes com MAF

inferior a 1% tende a ser extremamente baixo (BOUWMAN et al. 2014).

Tabela 1. Numero de animais avaliados e numero de variantes em
caracteristicas de producédo e qualidade do leite na populacdo

estudada.
Acuracia Variantes
Caracteristica N média dos Disponiveis Excluidas
dEBV (DP) b
PL305 2.138 0,25 (0,21) 10.627.280 2.537.147
PG305 2.080 0,21 (0,18) 10.623.675 2.540.755
PP305 2.090 0,19 (0,17) 10.628.241 2.536.273
PS305 2.099 0,22 (0,19) 10.632.795 2.531.603

N: Numero de animais; DP: Desvio-padao; dEBV: valores genéticos desregredidos;
PL305: producdo de leite aos 305 dias; PG305: producdo de gordura aos 305 dias;
PP305: producéo de proteina aos 305 dias; PS305: produgéo de solidos totais aos 305
dias.

Apos o controle de qualidade, as analises de associacdo foram
conduzidas com mais de 10 milhfes de variantes. Esse valor foi 15 vezes
superior ao numero de SNP normalmente disponiveis no painel HD em animais
zebuinos.

Para todas as caracteristicas, os valores médios de TDS foram préximos
a 38% para as variantes comuns. Quando observado esse indice entre as
variantes raras (MAF<0,05), essa propor¢cao se torna ainda menor, sendo
proxima a 7% (Tabela 2). Portanto, analises de GWAS com dados de NGS
permitem que muitas regidées ausentes nas analises genémicas com painéis de
genotipagem sejam associadas a variacdo fenotipica, principalmente regides
com SNP em baixa frequéncia na populacdo. Mesmo que a porcentagem da

variacao fenotipica explicada por variantes em baixa frequéncia seja menor que
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a de variantes comuns, € possivel que a somatodria dos seus efeitos forneca
maior compreensao da estrutura genética das caracteristicas avaliadas.

Considerando todas as caracteristicas estudadas (Tabela 3), foram
observadas 950.686 variantes significativas (FDR<0,05), mas apenas 627
dessas formaram picos significativos, com ao menos 100 variantes dentro de 1
Mb (Figuras 2 e 3). Essas variantes tiveram em média MAF de 0,03 e foram
associadas a 25 genes utilizados nas analises de enriquecimento (Tabela 3).
Para PS305, 500 variantes deram origem a picos, observados nos
cromossomos 11, 12 e 28 (Figura 3B). O cromossomo 11, com 239 variantes,
foi o que apresentou a maior propor¢cdo de variantes significativas que se
localizaram entre as regifes de 58.063.850 a 59.996.090 pb. Nessa mesma
regido foram encontrados 221 SNP no mapa do painel HD, sendo 24 desses
SNP compartilhados com os dados de sequenciamento. O valor médio de MAF
das 239 variantes foi de 0,03 + 0,007. No cromossomo 28, 151 variantes foram
encontradas entre as posicfes 29.211.676 e 29.999.044 pb. Essa regido
contém 199 SNP no painel HD, 7 deles compartilhados com dados de NGS. A
MAF dessas variantes variou de 0,01 a 0,06, sendo a maior amplitude
observada entre as variantes dentro de um pico significativo.

No cromossomo 12, 110 variantes foram consideradas como
significativas, localizadas entre 75.255.615 e 75.788.411 pb. A MAF média foi
de 0,04 + 0,02, sendo as variantes com maiores frequéncias dentre as 500
significativas para PS305. Nessa regido ndo foram observados SNP
compartilhados entre os dados de sequéncia e o painel HD, que continha
apenas 55 SNP nessa regido. A baixa quantidade de SNP nessa regiao pode
explicar a auséncia de compartilhamento. Devido a baixa cobertura do painel
HD nessa regido, o que reduz os valores de DL, essas variantes significativas
sdo um indicativo de areas do genoma de zebuinos que afetam a variabilidade
genética e ndo sao representadas pelas variantes comuns do painel comercial
de genotipagem. O valor de MAF das variantes nos picos significativos é outro
fator de interesse que, por serem inferiores a 5%, sdo comumente retiradas
durante o controle de qualidade de estudos genémicos, ignorando seus efeitos

na variabilidade genética aditiva de caracteristicas de interesse econémico.
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Tabela 2. Tamanho dos cromossomos com 0S respectivos numeros de
variantes comuns e raras e taxa de deteccdo de SNP (TDS) da
caracteristica producéo de leite aos 305 dias (PL305).

Cromossomo Tamanho Variantes TDS? Variantes TDS2
(Mb) comuns (%) raras (%)
1 158,33 558.740 44,70 185.396 9,52
2 137,06 442.009 42,17 150.479 7,93
3 121,43 364.724 41,39 122.439 7,85
4 120,83 419.279 41,40 139.480 7,84
5 121,17 373.753 40,21 128.144 8,64
6 119,45 417.355 47,89 139.804 7,64
7 112,64 360.120 42,72 122.136 7,52
8 113,38 379.629 43,73 118.483 7,32
9 105,71 359.979 46,61 119.961 7,76
10 104,30 320.469 36,28 114.196 8,74
11 107,31 293.750 35,61 107.638 7,81
12 91,16 340.473 44,65 115.582 8,48
13 84,24 232.115 32,78 75.047 6,83
14 84,65 280.531 44,13 87.752 6,51
15 85,29 290.593 37,11 109.017 7,01
16 81,70 257.665 38,94 88.314 6,72
17 75,15 225.946 38,09 81.102 7,86
18 66,00 161.442 32,10 60.066 4,99
19 64,05 139.838 27,02 48.467 5,26
20 72,03 231.961 40,33 83.158 8,38
21 71,60 209.511 35,44 73.385 7,48
22 61,43 155.990 33,18 60.080 7,20
23 52,53 160.769 36,04 62.693 5,78
24 62,71 208.551 39,33 70.160 7,66
25 42,90 88.256 27,90 32.698 5,45
26 51,66 153.957 35,88 56.806 6,90
27 45,41 154.510 40,54 56.437 6,80
28 46,31 154.446 34,53 60.584 6,70
29 51,50 161.786 34,08 59.629 6,26
Total 2.511,93 7.898.147 - 2.729.133 -

Variantes raras: Variantes com “minor allele frequency” entre 1% e 5%;
TDSY?: taxa de deteccdo de SNP (porcentagem de variantes compartilhadas
entre dados de NGS e painel HD) das variantes comuns e raras,
respectivamente.

Em PG305, das 4.866 variantes com FDR<O0,05, apenas 127 deram
origem a um pico significativo (Figura 2B). A regido em que as 127 variantes
foram encontras esta situada entre as posi¢cfes 40.319.629 e 40.872.143 pb do

cromossomo 6. Nessa mesma regido foram encontrados 146 SNP no painel
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HD, mas nenhum deles na mesma posi¢cao que as variantes. A MAF média das
variantes nessa regiao foi de 0,011 = 0,005, evidenciando que tais variantes
apresentaram incidéncias muito baixas no genoma dessa populacdo. No
entanto, a partir da analise de enriquecimento, encontrou-se genes de efeitos

condizentes com a caracteristica.

Tabela 3. NUmero de variantes significativas, valor médio da “minor allele
frequency” e numero de genes identificados nas caracteristicas de
producdo e qualidade de leite.

Varian ignificativ . I

Caracteristicas PLANES SnTCaes Media MAF Nu(aneenrgsde
FDR<0,05 FDR<0,01 (DP) . .

identificados
PL305 718 120 0,025+0,042 -
PG305 2.923 1.943 0,029+0.036 1
PP305 15.160 9.197 0,027+0,029 -
PS305 32.922 50.541 0,042+0,037 24

MAF: “minor allele frequency”’; PL305: producdo de leite aos 305 dias; PG305:
producao de gordura aos 305 dias; PP305: producéo de proteina aos 305 dias; PS305:
producdo de soélidos totais aos 305 dias; FDR: False Discovery Rate.

Com o elevado numero de variantes consideradas no estudo, era
esperado que mais picos claros e significativos fossem encontrados, tendo em
vista que as caracteristicas avaliadas normalmente apresentam resposta a
selecdo. Diferentes fatores podem influenciar os resultados da GWAS, entre os
quais estdo o numero de animais com informagfes genotipicas e a baixa
acuracia da informacéo utilizada como variavel resposta no modelo de predi¢ao
gendmica (PASANIUC et al., 2012). Ambos os fatores foram considerados no
presente estudo. Além disso, ao se utilizar dados de NGS com baixa cobertura
h& um maior indice de erro de leitura, quando se compara aos indices dos
painéis de genotipagem. Esses erros séo introduzidos ao residuo dos modelos
de predicdo, diminuindo as acuracias das estimativas dos efeitos dos
marcadores. Tais erros podem ser transmitidos no processo de imputacao,
principalmente se ha baixa relacdo de parentesco entre as populacbes de
referéncia e validagdo dos dados. Assim, o critério utilizado para considerar os
picos significativos visou dar maior confiabilidade a analise de associagéo o
gue resultou em apenas 3 e 1 picos nas caracteristicas PS305 e PG305,

respetivamente.
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As demais caracteristicas avaliadas tiveram variantes significativas
(FDR<0,05), mas sem a formacdo de nenhum pico significativo. Deve-se
ressaltar que para PL305, caracteristica com maior valor médio de acuracia
dos dEBV entre as caracteristicas avaliadas, obteve o menor numero de
variantes significativas, além dos maiores p-valores das analises de GWAS.
Isso pode indicar que o seu efeito é controlado por varias regides ao longo do
genoma, nao tendo regides que expliquem grande parte da variacdo fenotipica.

Para PP305 24.357 variantes foram significativas (FDR<0,05), sendo
9.197 variantes com taxa de FDR inferior a 0,01. Mesmo tendo a segunda
maior proporcado de variantes significativas entre as caracteristicas avaliadas,
nenhuma janela de 1Mb apresentou as 100 variantes para ser considerada
como um pico de associacgao.

Utsunomiya (2015), em estudo de associacdo com painel comercial de
genotipagem e utilizando parte do conjunto de dados desde estudo, né&o
encontrou nenhuma regido que causasse grande efeito na variancia genética
aditiva das caracteristicas PL305, PG305, PP305 e PS305. O maior efeito
observado na variacdo genética foi de 1,96% para PG305, o que ressalta o
forte carater poligénico nos mecanismos de heranca dessas caracteristicas. Os
mesmos autores relataram maior nimero de picos, quando comparado ao
presente estudo, o0 que era esperado tendo em vista que dados de NGS
demandam mais animais com dados gendmicos para obter 0os mesmos
resultados de trabalhos com painel de genotipagem (FAYE et al., 2013).

Variantes significativas podem ser incluidas em painéis de
genotipagem, elevando o seu poder de predicdo dos efeitos dos marcadores.
No caso de caracteristicas em que nao ha QTL de grande efeito, essa inclusédo
pode representar melhora significativa nas predicdes dos valores genéticos
gendmicos (GODDARD et al., 2015). No entanto, Larmer (2016), com 4.000
animais da raca Holstein, ao comparar o numero de regides significativas entre
dados de NGS e painel HD relatou grande sobreposicdo de regides
significativas e quase nenhum ganho em acuracia de predicdo ao incluir as

novas variantes no painel de genotipagem.
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Figura 4. Q-Q Plot dos p-valores (-logio) estimados pela analise de regressao

para as caracteristicas de producéo e qualidade de leite. PL305 (A):
producao de leite aos 305 dias; PG305 (B): producéo de gordura aos
305 dias.
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de proteina aos 305 dias; PS305 (B): producéo de solidos totais aos
305 dias.
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Para PL305 e PP305 ndo foram observados picos significativos na
GWAS. Todavia, o desvio da distribuicdo dos efeitos dos marcadores sob a
hipétese nula, indicou que as variantes influenciaram na variancia genética
aditiva das caracteristicas (Figuras 4 e 5). No entanto, parte desse desvio pode
ter sido causado apenas por um Viés nas estimativas. As mesmas
caracteristicas demostraram ser fortemente controladas por varias regiées do
genoma, como observado pela distribuicdo dos efeitos das variantes ao longo
do genoma nos graficos Manhattan Plot (Figuras 2 e 3). Para capturar esse
carater poligénico, serdo necessarios mais animais genotipados e
sequenciados, 0 que elevaria a acuracia de imputacéo e o poder de predicdo
das andlises de associacdo. Além disso, sdo necessarios registros fenotipicos
mais acurados, o0 que pode favorecer o aumento da confiabilidade dos valores
genéticos e consequentemente reduzir as chances de associacdes falso-

positivas.

4.3 Analise de enriquecimento

Todas as caracteristicas fenotipicas avaliadas tiveram variantes
significativas (FDR<0,05), mas apenas quatro regides foram consideradas na
analise de enriquecimento. Isso porque o0 elevado numero de variantes
consideradas na analise de GWAS, frente ao nimero de animais utilizados na
analise, favorece o surgimento de associacdes espurias.

O pico significativo de PG305 foi formado por 127 variantes e situado
entre 40.319.629 e 40.872.143 pb do cromossomo 6. Nessa regido foi
encontrado o gene SLIT2, associado a processos inflamatérios (LIM et al.,
2014). Esposito et al. (2014) relataram interacBes metabdlicas entre o sistema
imune e endocrino em vacas leiteiras durante o periodo de transicdo. Os
autores observaram que, durante o periodo de transicado, ha grande quantidade
de metabolismo celular, pois o corpo da vaca se prepara para o parto e para a
sintese do leite. Cohen-Zinder et al. (2005) relataram a presenca desse gene
dentro do intervalo de confianca de uma regido de QTL. O mesmo faz parte de
uma série de genes que afetam a producdo de leite, gordura e proteina,
presentes no cromossomo 6 de animais da raga Holandesa Israelense.

Raven et al. (2014), em estudo com mais de 8 mil marcadores e 16 mil
animais das racas Holandesa -Frisia e Jersey, relataram que o gene SLIT2 foi
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responsavel por 0,09% da variacdo da producdo de gordura e 0,46% em
porcentagem de proteina, sendo sua atuacdo no genoma associada ao
desenvolvimento das glandulas mamarias. No entanto, quando esse gene foi
submetido a andlise de enriquecimento pelos termos MeSH, ndo foram
encontradas vias enriquecidas.

Para PS305, nos trés picos declarados como significativos foram
encontrados 23 genes e 14 vias enriquecidas que podem estar relacionadas a
producdo de solidos totais (Tabela 4). A via mais enriquecida foi a do calcio,
mineral essencial e principal sélido presente no leite. Vias como Glicdlise,
Acido piravico e Transferéncia de energia foram associadas a 15, 16 e 5 genes,
respectivamente. O enriquecimento dessas vias indica a forte associacao entre
0s picos significativos do GWAS com vias metabdlicas conhecidas e
associadas a caracteristicas de producdo e qualidade do leite. Esses
resultados dao credibilidade as regides consideradas como significativas, além
de indicar possiveis genes candidatos a serem incluidos nas andlises de
estimacdo dos valores genéticos em animais da raca Gir e outros zebuinos

geneticamente proximos.

Tabela 4. Termos relacionados a genes que apresentaram expressao
diferencial em producdo de sélidos totais aos 305 dias (PS305) na analise
MeSH (“Medical Subject Headings”).

Categoria MeSH ID? Termo MeSH
Quimicos e D017310 (2) Annexin A7
drogas D020747 (9) Canais de célcio, T-Type
D058255 (3) Protease Nexins
D019289 (5) Acido piravico
D058258 (3) Serpin E2
D002118 (505) Célcio
D003847 (8) Deoxiglucose
Fenbmenose D060833 (3) Microambiente celular
processos D004735 (16) Transferéncia de energia
D006019 (15) Glicolise
D006706 (27) Homeostase
D015640 (62) Canais de ions
Anatomia D004730 (374) Endotélio, Vascular
D005187 (36) Trompas de Falépio

! Identificacdo da via nos termos MeSH, em parénteses o nimero de genes
associados
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5. Conclusdes

As carateristicas avaliadas apresentaram forte carater poligénico,
havendo grande numero de variantes significativas na analise GWAS. Isso
indica que a utilizacdo de dados de NGS nas avaliagcbes genéticas dessa
populacdo pode representar aumento na captura de regides que influenciam a
variabilidade genética das carateristicas avaliadas.

Regibes do genoma determinadas como significativas na GWAS,
apresentam genes e vias metabodlicas enriquecidas associadas as

carateristicas de producéo e qualidade de leite.
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