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Resumo
BITTENCOURT, ANGELA. Utilizacao de Corridas de Homozigose Para Estimativa
de Endogamia em Bovinos da Raca Nelore. 2020. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS, 2020.

A pecuéria brasileira tem evoluido a passos largos nas ultimas décadas, e a
bovinocultura de corte € considerada um dos pilares que sustentam a alta
representatividade do agronegdcio no PIB nacional. O surgimento dos programas de
melhoramento genético proporcionou aos criadores uma ferramenta potente para
acelerar os ganhos em produtividade e rentabilidade. Alguns criatérios optaram por
manter uma selecao fechada, utilizando a endogamia como ferramenta de selecéo
para aumentar a uniformidade em linhagens de interesse. Em casos como este, se
faz necessario o controle dos niveis de endogamia na populacgéo, pois acasalamentos
entre animais aparentados podem levar a efeitos negativos como a reducdo nos
valores fenotipicos de caracteristicas economicamente importantes. O coeficiente de
endogamia (F) € definido como a proporcdo do genoma de um individuo que é
autozigoto, ou seja, que possui segmentos “idénticos por descendéncia” (IBD), e a
média dos valores individuais de F representam o nivel de endogamia de uma
populacdo. O objetivo deste estudo foi comparar a endogamia estimada por pedigree
(Frep), que é tradicionalmente usada para controle interno nos rebanhos e programas,
com a endogamia gendmica estimada por meio das corridas de homozigose (ROH),
caracterizada como Fron num rebanho fechado da raca Nelore com histérico de
selecdo e com foco na manutencdo de uma linhagem especifica. Para efeito
comparativo, também foi estimada a endogamia usando a matriz genémica de
parentesco (Ferm). Foram genotipados 1.229 animais da ragca Nelore, provenientes da
linhagem Lemgruber, utilizando o SNP chip GGP-LD Indicus (Geneseek® Genomic
Profiler Indicus 30K) que contém mais de 35.000 marcadores. Apés aplicados os filtros
de controle de qualidade, 26.331 SNPs foram mantidos para as analises. Em todos os
animais avaliados, foi identificada a presenca de segmentos em ROH, com média de
14,95 e comprimentos de, em média, 12,44Mb. A maior quantidade encontrada foi de
segmentos com tamanho entre 4 e 8Mb, porém a maior propor¢cdo de cobertura
encontrada no genoma foi de segmentos mais longos (Frox>16Mb). Em média, 6,85%

(186,19Mb) do genoma da populacdo foi identificado como autozigético. As



estimativas de Frep variaram de 0,000 a 0,305 e as de Frox de 0,001 a 0,2407. Foram
observadas correlagcdes baixas a moderadas entre as estimativas de Fpep-Fron
(0,1071 a 0,4893) e baixa correlacdo entre Frep-Ferm (0,1751). A correlagéo
moderada (r>0,48) encontrada entre Frep-FroH para segmentos longos indica que os
niveis de autozigosidade derivados dos ROH podem ser utilizados como uma
estimativa mais precisa niveis de endogamia recente, porém, para investigacao de
eventos de endogamia mais remotos e historico de populagdes, a utilizacdo de painéis

de marcadores mais densos (HD) se faz necessaria.

Palavras-chave: Autozigosidade, Bos indicus, Corrida de Homozigosidade,
Endogamia, Selegédo, SNP



Abstract
BITTENCOURT, ANGELA. Runs of homozygosity to estimate inbreeding in
Nellore Cattle. 2020. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2020.

The Brazilian cattle industry has been evolving in large steps in the past decades,
being the beef cattle business considered one of the pillars that sustain the high
representativeness of the agribusiness on the national GDP. The advent of breeding
programs provided a powerful tool for the breeders to accelerate performance and
profitability gains. Some breeders opted to keep their herds closed, using inbreeding
as a selection tool to improve uniformity in lineages of their interest. In cases like that,
it is necessary to control the inbreeding levels in the population, for mating between
related animals can lead to negative effects like the decline on phenotypic values of
economically important traits. The inbreeding coefficient (F) is defined as the
proportion of the genome that is autozygous, that is, has “identical by descent” (IBD)
segments, and the average of individual values of F represent the level of inbreeding
in a population. The aim of this study was to compare the inbreeding estimated from
pedigree data (Frep), traditionally used for internal monitoring by herds and breeding
programs, with the genomic estimates through runs of homozygosity (ROH),
characterized as FroH in a closed Nelore herd with a history of selecting with focus on
maintaining a specific lineage. For comparative effect, the inbreeding through the
genomic relatedness matrix Frox was also estimated. 1,230 animals from the Nelore
breed have been genotyped with the GGP-LD Indicus (Geneseek® Genomic Profiler
Indicus 30K) SNP chip, that contains more than 35,000 markers. After applying quality
control filters, 1,229 animals and 26,331 SNPs remained for the analysis. Presence of
ROH segments were identified in all analysed animals, with an average number of
14,95 and average length of 12.44Mb. The higher quantity was of segments between
4 and 8Mb, however, the biggest proportion of coverage found was of longer segments
(Fron>16mb). In average, 6.85% (186.19Mb) of the population’s genome was identified
as autozygotic. Estimates of Frep ranged from 0.000 to 0.305 and of Fron from 0.001
to 0.2407. Low to moderate correlations were observed between Frep-FroH (0.1071 to
0.4893) and low correlation between Frep-Ferm (0.1751). The moderate correlation
(r>0.48) found between Frep-Fron for long segments suggests that autozygosity levels

derived from ROH can be used as an accurate estimate of recent inbreeding levels,



although for older inbreeding events and population history the use of denser marker
panels becomes necessary.

Keywords: Autozygosity, Bos indicus, Inbreeding, Runs of Homozygosity, Selection,
SNP
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INTRODUCAO

O Brasil, assim como outros paises de clima tropical na América do Sul, enfrenta
constantemente o desafio de produzir animais aptos a exploracdo mais eficiente
dentro das condi¢cbes desse ambiente, caracterizado por elevadas temperaturas e
altas taxas de umidade relativa e radiacédo solar. Tais condi¢cfes tendem a provocar
mudancas fisioldégicas nos animais, reduzindo a taxa de crescimento, a habilidade
materna e o desempenho reprodutivo (AZEVEDO e ALVES, 20009).

Uma estratégia adotada para minimizar esses efeitos nos rebanhos criados
nessas regides foi a introducdo de animais zebuinos, provenientes da india e do
Paquistédo, que sdo mais adaptados as condicbes ambientais brasileiras e podem ser
utilizados como ragcas puras ou em cruzamentos (MADALENA et al.,, 1990;
McGLOTHEN et al., 1995). Devido a sua melhor adaptac&o ao clima tropical, desde a
entrada dos primeiros exemplares no século XIX até meados do século XX, o que se
viu foi o crescimento e disseminacdo do rebanho pelo pais (KOURY FILHO et al.,
2015).

Dentre os zebuinos, a raca Nelore destacou-se como a de maior potencial para a
producdo de carne e representa atualmente cerca de 80% do rebanho total de corte
no Brasil, entre animais puros ou com algum percentual de alelos provenientes da

raca Nelore.

Como consequéncia natural deste cenario, a busca constante por aumento da
produtividade tem submetido as popula¢des de bovinos a uma intensidade de selecao
cada vez maior, fato que tem despertado um alerta na comunidade cientifica para a
necessidade de estudos de estratégias para a conservagdo e manutencdo das
populacbes (HERRERO-MEDRANO et al., 2013). Neste sentido, cresce o interesse
por parte dos pesquisadores em caracterizar e monitorar a autozigosidade (alelos
iguais por descendéncia), visando a preservacao da diversidade genética a longo
prazo dentro dos programas de melhoramento genético animal (ZAVAREZ et al.,
2015).

O aumento da taxa de endogamia em populacdes de animais domésticos é um
assunto importante e de muita preocupacao por parte de técnicos e produtores. A
endogamia tem como consequéncia direta a reducdo da heterozigosidade e,

consequentemente, aumento na homozigosidade e na frequéncia de alelos recessivos
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deletérios que podem reduzir o desempenho fenotipico e a viabilidade dos individuos
(ZHANG et al., 2015). Como resultado, ocorre a heranca de haplétipos idénticos por
descendéncia (IBD - Identical By Descent), que dao origem as corridas de
homozigosidade (ROH, do inglés Runs of Homozygozity) — varios alelos de
marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) em homozigose e em sequéncia
- no genoma dos seus sucessores (KU et al., 2011, HOWRIGAN et al., 2011). Assim
sendo, o0 acasalamento entre individuos aparentados resulta em progénies
endogamicas, especialmente em popula¢des fechadas e selecionadas. O aumento da
endogamia reduz a variabilidade genética e pode levar a depressao endogamica
(FERENCAKOVIC et al., 2013a).

Atualmente, o estudo das ROH tornou-se uma ferramenta aplicavel para estudar
a estrutura das populacfes, entender suas interacbes e para estimar parametros
populacionais relevantes. A identificacédo e caracterizacdo das ROH podem informar
sobre o historico de uma populacao, fornecendo informacdes a respeito da ocorréncia
de gargalos populacionais e do seu histérico demogréfico (PERIPOLLI et al., 2016;
BOSSE et al., 2012; PURFIELD et al., 2012; HERRERO-MEDRANO et al., 2013),
além de prover informacdes a respeito da pressao de selecdo exercida e do manejo
reprodutivo adotado (BOSSE et al., 2012; PURFIELD et al., 2012; KARIMI, 2013; KIM
etal., 2013; ZHANG et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar segmentos homozigéticos
presentes no genoma de bovinos da raca Nelore provenientes de um rebanho fechado
em uma linhagem conhecida, além de associa-los com niveis de endogamia obtidos
a partir do pedigree e de dados gendmicos oriundos da matriz genémica de

parentesco.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 A ragca Nelore

A raca Nelore é da sub-espécie zebuina (Bos taurus indicus), e suas primeiras
importacdes para o Brasil datam dos séculos XIX e XX. Originalmente conhecida
como Ongole, foi encontrado na antiga Provincia de Madras, localizada na costa
oriental da india que atualmente é o estado de Andhra Pradesh. Recebeu o nome
Nelore no Brasil em homenagem ao municipio de Nellore, um dos mais populosos de
Andhra Pradesh. Nas décadas seguintes, foi amplamente incorporado ao, até entéo,
altamente heterogéneo rebanho brasileiro, contribuindo com sua genética através de
cruzamentos por absorcao e sele¢éo intensa, para chegar ao Nelore que encontramos

hoje no Pais, altamente eficiente e adaptado ao sistema de producéao.

No historico do Centro de Referéncia da Pecuaria Brasileira — Zebu (CRPBZ,
2015a), a primeira referéncia a entrada do zebu no Brasil data de 1813, quando um
casal de animais provenientes da Costa do Malabar foi deixado no Porto de Salvador,
na Bahia. O interesse, além do econbémico, era na origem exGética dos animais,
acompanhando as tendéncias neoliberais do século, em que o Ocidente “civilizado”

redescobria a cultura “selvagem” dos povos afro-asiaticos.

Seguindo a mesma tendéncia, alguns animais da subespécie foram levados para
0s zoologicos europeus para serem exibidos como atracéo, e atingiam recordes de
publico. Foi em um desses zooldgicos, o Tiepark Hagenbeck, na cidade de Stelling,
proxima a Hamburgo, que Manuel Ubelhart Lemgruber, em uma de suas viagens, se
deparou com os animais expostos, e Ihe agradaram os do tipo Ongole, dos quais
encomendou um pequeno lote que chegou ao Brasil em outubro de 1878. Esse gado
deu origem a linhagem Lemgruber, que é abordada neste trabalho, e sera descrita
com mais detalhes mais a frente (CRPBZ, 2015b).

A fase seguinte das importacdes se deu no final do Século XIX, quando alguns
importadores, mesmo enfrentando um periodo de ebulicdes culturais na india contra
a dominacao britanica, se aventuraram pelo continente em busca das vantagens
oferecidas pelos animais zebuinos, chegando até mesmo a escolher pessoalmente os
individuos que ajudariam a formar o rebanho brasileiro. Entre eles, o primeiro
brasileiro a pisar em solo indiano com essa finalidade foi Te6filo de Godoy, pecuarista

e comerciante da cidade de Araguari. Depois disso, entre os anos 1898 a 1921, outros
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percorreram esta jornada no intuito de encontrar respostas para os desafios da
pecuaria nacional, sendo responsaveis pelo desembarque de grandes lotes, alguns
com mais de 100 cabecas, no Brasil. Vale salientar que a concentracdo das
propriedades importadoras desta fase se encontrava no Triangulo Mineiro, regido que
posteriormente se tornaria a referéncia do gado Zebu no pais (CRPBZ, 2015c). Em
1938, através da criacdo do Registro Genealdgico, comecaram a ser definidas as

caracteristicas raciais do Nelore (ACNB).

Entre os anos de 1960 e 1962 aconteceram as mais significativas importacdes de
reprodutores Nelore, que praticamente foram responsaveis pela origem de quase todo
o rebanho brasileiro. Nesse periodo, foram trazidos grandes genearcas como Karvadi,
Golias, Rasta, Checurupadu, Godhavari, Padu e Akasamu, touros que representam a
base formadora das principais linhagens da raga. Os animais desembarcaram na ilha
de Fernando de Noronha, onde permaneceram em quarentena (CRPBZ, 2015d;
ACNB).

Figura 1 — Convés do navio durante a importacdo de zebuinos no inicio do Séc. XX

Fonte: Acervo Museu do Zebu, Uberaba, MG.

O termo linhagem é amplamente utilizado no meio agropecuério, e neste trabalho
preconizou-se a definicdo de Magnabosco et al. (1997), que consideram linhagem

como um grupo de animais, descendentes de um reprodutor ou matriz, que constituem
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uma familia cujos membros compartilham maior grau de parentesco do que a média
observada na raca. As linhagens sédo formadas através do uso da endogamia, onde
um mesmo reprodutor e seus descendentes sdo acasalados ao longo de algumas
gerac0es, visando a fixacdo de determinadas caracteristicas de interesse (OLIVEIRA
et al., 2002).

Como exemplos de linhagens da raca Nelore no Brasil, temos as classificadas
através de seus genearcas, como Karvadi, Taj Mahal, Golias, Godhavari, Rasta,
Akasamu e Padhu, e as classificadas pelo trabalho de selecdo de instituicoes
governamentais ou rebanhos particulares, como a linhagem do 1Z — Instituto de
Zootecnia de Sertdozinho, mantido pela Secretaria de Agricultura do Estado de Sdo

Paulo, e a linhagem Lemgruber, alvo deste estudo, que é descrita mais a fundo no

-

préximo item.
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Figura 2 - Touro Karvadi, um dos genearcas do Nelore, importado em 1962

Fonte: Acervo Museu do Zebu, Uberaba, MG.

1.1.1 A Linhagem Lemgruber

Inserido na histéria da raga no Brasil, o rebanho Nelore Lemgruber teve inicio no
ano de 1878, através de Manuel Ubelhart Lemgruber, pertencente a primeira geracao
nascida no Brasil proveniente de imigrantes suicos que chegaram ao pais entre 1819

e 1820, e se estabeleceram no estado do Rio de Janeiro. Em uma de suas viagens,
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Manuel interessou-se por alguns animais do tipo Ongole, expostos como exoticos em
um zooldgico na Alemanha, dos quais encomendou um pequeno lote que chegou ao
Brasil em outubro de 1878. Esse gado deu origem a linhagem Lemgruber. Com a
notavel adaptacéo do plantel a regido e as técnicas de selecéo aplicadas por Manoel,

o rebanho evoluiu e acabou se tornando base para outros criadores.

Entre os anos de 1975 e 1985, a Manah, conhecida empresa de fertilizantes da
época, adquiriu o touro Mistério, um dos genearcas da linhagem, e mais alguns
exemplares, de Geraldo de Paula, pecuarista mineiro adepto da linhagem que
mantinha um rebanho fechado, e formou a base de seu plantel Lemgruber na cidade
de Brotas, SP. Em 1980, a empresa passou a adotar métodos cientificos de avaliacédo
genética, realizando mensuracdes testiculares e provas de desempenho individual a

pasto.

Em 2001, todo o rebanho da Manah foi adquirido pelos irmdos Eduardo e
Fernando Penteado Cardoso Filho, e transferido para a Fazenda Mundo Novo, em
Uberaba, MG, onde permanece até hoje mantendo o trabalho de selecéo iniciado por
Manoel Lemgruber em 1878 (FAZENDA MUNDO NOVO, 2008a).

A selecdo se baseia em quatro pilares basicos, sendo: i. Adaptacdo ao meio
ambiente; ii. Fertilidade; iii. Aptiddo Econ6mica e iv. Padrao Racial. Além disso, possui
seu préprio programa de melhoramento genético, com as analises conduzidas pela
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP, e publica um sumario
anual, onde sao relacionadas DEPs (Diferencas Esperadas da Progénie) das diversas
caracteristicas avaliadas, para todas as categorias de animais (ELER et al., 2019,
FAZENDA MUNDO NOVO, 2008b).

Como o rebanho preconiza acasalamentos dentro da propria linhagem com um
minimo de influéncia de genética de outros rebanhos, busca utilizar os beneficios da
homozigose para imprimir caracteristicas desejadas na selecao, controlando as taxas

de endogamia para minimizar as perdas ocasionadas por depressao endogamica.

Em programas de selecdo como este, faz-se necessario o0 monitoramento de
parametros explicativos da estrutura da populagédo, a fim de se evitar perdas por

efeitos da depressédo endogamica, e aumentar o ganho genético a cada geracao.
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Figura 3 - Touro Mistério, adquirido de Geraldo de Paula pela Manah, em 1974.

Fonte: Arquivo particular Fazenda Mundo Novo, Uberaba, MG.

1.2 Endogamia

O termo endogamia € usado para especificar acasalamentos entre individuos mais
aparentados entre si que a média da populacdo a qual pertencem (OLIVEIRA et al.,
1999).

Se dois individuos possuem um ancestral em comum, é possivel que ambos
carreguem réplicas de um dos genes presentes no ancestral, e, quando acasalados
entre si, podem passar estas réplicas a sua progénie. Portanto, animais produzidos
por endogamia podem possuir dois alelos em um loco que séo réplicas de um unico
alelo da geracao anterior (FALCONER & MACKAY, 1996).

Quando os alelos sdo provenientes de ancestrais em comum, sdo denominados
idénticos por descendéncia e conhecidos como IBD (do inglés identical by descent).
Porém, individuos podem também compartilhar alelos devido a associacdes aleatorias
sem padrdes conhecidos de heranca denominados idénticos por estado, e definidos
como IBS (do inglés identity by state) (CLARK et al., 2013).
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O coeficiente de endogamia individual (F) é definido como a propor¢éo esperada
do genoma de um individuo que é autozigotico. A partir deste coeficiente, € possivel
determinar a probabilidade dos alelos em uma regido aleatéria do genoma serem IBD
(WRIGHT, 1922). A média dos valores individuais de F representam a média de
endogamia de uma populagédo (FERENCAKOVIC et al., 2013a).

As estimativas de coeficiente de endogamia podem ser obtidas por meio da matriz
de parentesco utilizando dados de pedigree (Frep), ou por intermédio de informacdes
gendmicas, de diferentes maneiras: i) correlagdo dos gametas unidos (Funi); ii)
homozigosidade excessiva (FHom) (WRIGHT, 1922); iii)) matriz genbmica de
parentesco (Ferm) (VAN RADEN, 2008); e iv) proporcdo do genoma autossémico em
ROH (FroH) (MCQUILLAN et al., 2008).

1.2.1 Variantes Deletérias e Depressdo Endogamica

Em populactes fechadas e sob selecao, a ocorréncia da endogamia € inevitavel,
reduzindo a variabilidade genética e consequentemente resultando em problemas de
depresséo endogamica (FERENCAKOVIC et al., 2013a).

Em estudo conduzido por Szpiech et al. (2013) foi reportado que individuos com
alta cobertura de ROH apresentaram maior fragdo de variantes deletérias ocorrendo
em ROH mais longos, o que esta de acordo com a hipotese que a endogamia recente
favorece a existéncia de variantes deletérias raras em homozigose. Também foi
observado por Zhang et al. (2015) que homozigotos deletérios ocorrem mais
frequentemente em regifes de ROH que homozigotos nao-deletérios. Desta forma, o
papel da autozigosidade colaborou para o interesse recente em estudos que
determinem a correlacdo entre esses segmentos e fatores de risco para doencas
simples e complexas (HOWRIGAN et al., 2011) e a depressdo endogamica
(CHARLESWORTH e WILLIS, 2009).

Pryce et al. (2014) estimaram a depressao endogamica para producéo de leite e
caracteristicas funcionais usando coeficientes de endogamia baseados em pedigree.
Foi observado que aumento do Frep e do Ferm (endogamia estimada pela matriz
gendmica de parentesco) em 1% para vacas da raca Holandesa diminuiu a producgéo

de leite em 21 e 28 litros/lactacdo, respectivamente. Para vacas Jersey, a reducéo foi
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de 12 e 27 litros/lactacdo, respectivamente. O efeito do FPED na fertilidade so foi
significativo nas vacas Holandesas, onde um aumento de 1% resultou na extensao do
intervalo de partos em 0,04%. Além disso, as producdes de leite, de gordura e de
proteina diminuiram para as duas racas, o que foi atribuido ao aumento de 1% em

SNPs homozigotos.

1.3 Corridas de Homozigose (ROH)

Os elementos da matriz genémica de parentesco e a propor¢do do genoma que
contém SNPs homozigotos sdo exemplos de medidas gendémicas que podem ser
utilizadas para determinar o nivel de endogamia ao longo do genoma; todavia,
possuem a limitagdo de nao distinguir entre identidade por estado (IBS) e identidade
por descendéncia (IBD). Uma possibilidade para contornar esse problema é usar as
corridas de homozigose (ROH) (PRYCE et al., 2014). As ROH (do inglés Runs of
Homozygosity) foram definidas por Gibson et al. (2006) como segmentos continuos e

ininterruptos de sequéncias de DNA sem heterozigose em organismos dipléides.

Quando comparados a diagonal da matriz gendmica ou a propor¢cdo de SNPs
homozigotos, segmentos longos de ROH tém pouca probabilidade de terem surgido
ao acaso, e provavelmente sdo fragmentos de cromossomos homélogos em um
mesmo individuo que séo IBD (KELLER et al., 2012). Os eventos de recombinacao,
ao longo do tempo, interrompem segmentos longos do cromossomo, portanto ROH
mais longos tendem a ser segmentos autozigéticos originados de ancestrais recentes
em comum. Por outro lado, ROH mais curtos provavelmente sdo originarios de
ancestrais mais remotos, todavia também podem incluir alguns segmentos que néo
séo IBD. Desta forma, os comprimentos de ROH podem ser esclarecedores quanto a
ancestralidade da endogamia (FERENCAKOVIC et al., 2013a).

A extensdo e a frequéncia dos ROH podem informar a respeito dos niveis de
endogamia de um individuo ou populacdo, porém € possivel o surgimento de ROH
através de diferentes mecanismos, como selecdo natural ou artificial, deriva genética
ou aleatoria, gargalos populacionais e acasalamento entre individuos aparentados
(ZAVAREZ et al., 2015). Por outro lado, algumas vezes os ROH podem aparecer em
individuos nao-endogamicos, talvez devido a mutagdes, desequilibrio de ligacdo (LD)

ou recombinacfes em certas regides gendmicas. Nesse sentido, a endogamia a partir
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dos ROH (FROH) pode ser identificada por meio do comprimento dos ROH
(PURFIELD et al., 2012).

o .
~

Figura 4 - llustracao representando a formacao de uma ROH. O individuo “F” possui
uma ROH (verde) que foi formada devido ao pareamento de trechos em
homozigosidade provenientes do cromossomo homdlogo do ancestral
comum “A” (Fonte: REBELATO, 2018).

1.3.1 Histérico dos estudos em ROH

McQuillan et al. (2008) forneceram a base mais sdlida para o uso dos ROH na
genética de populacdes ao analisar populacdes européias, definindo um novo
coeficiente de endogamia gen6mica baseado no comprimento dos ROH (FroH). Os
autores encontraram forte correlacédo entre FroH € a endogamia a partir de dados do
pedigree (Frep), com valores variando de 0,74 a 0,82. A partir deste trabalho, o
conceito de ROH tem sido utilizado em estudos de gendémica de popula¢des (KIRIN
et al., 2010), depressao endogamica, genes deletérios (KELLER et al.,, 2011) e
recombinacdo (BOSSE et al., 2012).

A utilizagdo dos ROH em estudos com animais domésticos € relativamente
recente. Os primeiros a aplicar o conceito de ROH em bovinos foram Sdélkner et al.

(2010) e Ferencakovi¢ et al. (2011), e foram seguidos por Purfield et al. (2012) e
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FerenCakovi¢ et al. (2013a, 2013b). Estes estudos focaram principalmente na
comparacao entre FroH e Frep em termos de comprimento, profundidade e qualidade

de pedigree, algoritmos de célculo e densidade de marcadores.

A endogamia a partir dos ROH mostrou-se ser mais acurada uma vez que: i) O
Frep descreve o status de IBD levando em conta uma geragéo de animais fundadores
consideravelmente mal definida, assumindo esta como nao aparentada, portanto esse
método ndo é eficiente em capturar a influéncia de consanguinidade entre os
fundadores da populagdo de base; ii) O Frep é a propor¢édo esperada do genoma que
€ idéntica por descendéncia, ndo levando em consideragdo a natureza estocastica da
recombinacdo (CAROTHERS et al., 2006); iii) Varios estudos confirmaram que os
erros de pedigree em bovinos sdo comuns devido a problemas de interpretagao,
identificacdo e registro; iv) Um estudo conduzido por Curik et al. (2002) demonstrou
gue o Frep considera 0 genoma inteiro como neutro a selecao e ndo leva em conta as
potenciais influéncias causadas pela selecdo. Assim sendo, os efeitos da selecao
eram ignorados na era pré-gendmica e a endogamia era incorporada na genética
guantitativa na forma de um modelo infinitesimal que considerava que a sele¢cdo néo
afetava a autozigosidade de um locus (FERENCAKOVIC et al, 2013a, CURIK et al,
2014).

Diferentes racas bovinas foram estudadas por Purfield et al. (2012), que encontrou
diferencas claras nos niveis e variagdes na frequéncia de ROH entre as mesmas, além
de padrbes discerniveis em relacdo a origem de cada raca. As amostras das racas
britAnicas (Angus, Guernsey, Hereford e Jersey) apresentaram a maior soma
individual de ROH por animal, enquanto que as racas européias tiveram niveis
variados de ROH e as zebuinas apresentaram niveis intermediarios. Além disso, racas
africanas mostraram uma tendéncia a baixos niveis de ROH, e as de paises ao Sul
da Africa (Baoule, Lagune, N'Dama e Somba) tiveram alta variabilidade nos niveis
individuais de ROH entre as amostras de cada raca. Os autores concluiram que 0s
ROH séao frequentes em todas as racas e que algumas categorias de extensao de
ROH podem ser usadas como indicadores de consanguinidade. Podem, ainda, ser
informativas quanto ao histérico de populacbes, pelo fato de que efeitos como
gargalos populacionais, presséo de sele¢do e programas de melhoramento tém o

potencial de deixar marcas no comprimento dos ROH.
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A mesma variabilidade na distribuicdo e frequéncia de ROH entre as racas foi
observada por Ferenc€akovic et al. (2013a), que estudaram a autozigosidade nas racas
bovinas Pardo Suico, Simental, Norwegian Red e Tyrol Grey. Os animais da raca
Pardo Suico tiveram a maior média em quantidade de ROH (98,9) e a maior cobertura
do genoma por ROH. A menor média de comprimento de ROH foi dos animais
Simental, cujo genoma era composto em sua maioria por segmentos curtos de ROH.
Os animais Pardo Suic¢o tinham, na maioria, poucos segmentos grandes de ROH. Os
exemplares da raca Norwegian Red apresentaram um padrao similar aos Simental, e
alguns animais Tyrol Grey tinham poucos segmentos em ROH, porém estes cobriam

mais de 630Mb do genoma.

Segundo os autores, o grande numero de ROH longos observados no Pardo
Suico esta relacionado com a importacao de sémen de um namero pequeno de touros.
Os exemplares Simental apresentaram uma pequena propor¢do do genoma em
autozigose, 0 que é consistente com uma populacéo efetiva maior. O padrdo de ROH
encontrado nos animais Norwegian Red € atribuido a maior heterogeneidade

resultante dos cruzamentos histéricos na raca.

Da mesma forma, Mastrangelo et al. (2016), em estudo conduzido com racas
leiteiras locais, encontraram padrdes similares. A raca Modicana apresentou o maior
namero medio de ROH por individuo e o maior valor de FroH, enquanto a raca
Reggiana apresentou o0s valores mais baixos. Diferencas entre racas foram
observadas para os comprimentos de ROH, com a raca Holandesa Italiana
apresentando alto numero de segmentos curtos de ROH, que estéo relacionados a
endogamias mais remotas. Resultados similares foram observados na Reggiana, com
alguns animais extremos cujos segmentos cobriam mais de 400Mb do genoma. Por
outro lado, as racas Modicana e Cinisara apresentaram resultados proximos entre si,

com a cobertura total de ROH caracterizada pela presenca de segmentos mais longos.

1.3.2. Ilhas de ROH

O termo “ilhas de ROH” ¢ utilizado por Karimi (2013) para descrever regiées do
genoma onde varios individuos de uma populacdo compartilham ROH. Em estudo
realizado em taurinos e zebuinos, a autora encontrou algumas llhas de ROH nas duas

subespécies, e muitas ilhas de ROH em comum entre elas, que podem ser um sinal
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tanto de selegao natural como artificial. Por exemplo, as ilhas de ROH encontradas
em comum no cromossomo 6 somente nas racas Pardo Suico e Simental séo,
supostamente, sinal de uma forte selecdo artificial nestas racas. Notadamente, a
funcionalidade dessas racas € a mesma, tendo a producdo de leite como uma
caracteristica importante para ambas. Além disso, foram observadas ilhas de ROH no
cromossomo 16 apenas na raga Angus, onde 0s genes estavam associados com
QTLs importantes para producgdo de carne; como ganho médio diario, maciez, area
muscular etc., o que provavelmente é sinal de forte pressdo de selecdo para
caracteristicas de producdo de carne. Para ilhas de ROH comuns entre todas as
racas, como as localizadas no cromossomo 21, a autora considera a hipotese de que
essas sejam apenas conjuntos de haplétipos localizados no genoma em regiées com
baixa diversidade haplotipica. Essa possibilidade é mais aplicavel para estes padroes,
pelo fato dos genes presentes nessas ilhas de ROH serem, em sua maioria, de fungéo
desconhecida com nenhuma associa¢cao a QTLs. Outra possibilidade poderia ser um
fendmeno historico que tenha sido vivenciado por todas as subpopula¢des, como por
exemplo um gargalo populacional que tenha ocorrido antes que essas subpopulacdes
tivessem se separado. Também foram encontradas ilhas de ROH no cromossomo 10,
observadas apenas nas racas zebuinas, fato que a autora relacionou a uma possivel
selecdo natural para caracteristicas favoraveis as condicGes tropicais, como
adaptabilidade ao calor ou a infec¢des parasitarias, levando a fixacdo dos melhores

alelos para caracteristicas relevantes nessas racas.

Zavarez et al. (2015), em estudo com amostras da raca Nelore, identificou trés ilhas
de ROH, indicando regifes candidatas que muito provavelmente estdo sob selegéo
desde antes da formacdo do rebanho Nelore brasileiro. Segundo os autores, as
supostas assinaturas de selecdo nos cromossomos 4, 7 e 12 podem estar envolvidas
na resisténcia a doencas infecciosas e na fertilidade, e devem ser objeto de

investigacoes futuras, segundo os autores.

Quatorze regides compartilhando segmentos por mais de 50% dos individuos foram
identificadas e classificadas como ilhas de ROH por Peripolli et al. (2016). Nessas
regides, foram relacionados genes associados com o contetdo de gordura no leite,
involucao da glandula mamatria, lactacao e adaptacdo. Os autores concluiram que os
genes contidos nas ilhas de ROH sugerem uma forte selecdo para caracteristicas

leiteiras e adaptagcdo ambiental.
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1.3.3. Estudos ROH em racas zebuinas

Zavarez et al. (2015) investigaram a distribuicdo dos niveis de autozigosidade com
base nos ROH em uma mostra de 1.278 animais da raca Nelore. Foram encontrados
segmentos de ROH maiores que 10Mb em mais de 70% das amostras, representando
assinaturas relacionadas provavelmente ao uso massivo de poucos touros no
passado recente. Porém, a média de cobertura do genoma por ROH (>1Mb) foi menor
do que as médias reportadas em outras racas bovinas (4,58%). Apesar de 99,98%
dos SNPS estarem incluidos nos ROH em ao menos um individuo, somente 19,37%
dos marcadores estavam englobados nos ROH em comum, sugerindo que a selecéo
atual para caracteristicas de peso, carcaca e reprodutivas nessa populacao € muito

recente para ter criado assinaturas de selecéo na forma de ROH.

Peripolli et al. (2016) analisaram padrbes gendmicos de ROH para a estimacao
dos coeficientes de endogamia em 2.908 animais da raca Gir, identificando segmentos
em homozigose em todos os individuos, com média de 55,12+10,37 segmentos por
animal e um comprimento meédio de 3,17 Mb. Segmentos pequenos (ROH1-2Mb)
foram encontrados abundantes nos genomas dos animais, totalizando
aproximadamente 60% de todos os ROH identificados, entretanto, a proporgao total
do genoma coberto pelos mesmos foi relativamente pequena. Os resultados sugerem
gque em média 7,01% (175,28Mb) do genoma dessa populacdo € autozigético.
CorrelacOes baixas a moderadas foram observadas entre Fpep-FroH € FGrRM-FroH, COM
valores variando de -0,16 a 0,59. Correlacdes entre Fron de diferentes tamanhos e
Fpep aumentaram com o comprimento da ROH. As baixas correla¢des (r<0,44) entre
Frep-FroH para segmentos pequenos indicam que o Feep ndo € adequado para
capturar eventos remotos de endogamia. Correlacdes moderadas (r>0,44) entre
segmentos grandes indicam que os niveis de autozigosidade derivados das ROHs

podem ser utilizados como uma estimativa acurada dos niveis de endogamia.

Assim sendo, fica evidente que a identificacdo das ROHs permite a
caracterizacdo gendmica de um rebanho, sendo eficiente no célculo da estimativa
genbmica de endogamia através do indice FroH. Nosso objetivo foi estudar a
distribuicdo dos alelos idénticos por descendéncia no genoma de bovinos da raga
Nelore em um rebanho fechado, para estimacao das relagcdes de parentesco entre

animais visando a manutencao da variabilidade genética.
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CAPITULO 2: ARTIGO

O artigo foi redigido de acordo com as normas da revista Animal (ISSN 1751-7311).

Corridas de Homozigose Para Caracterizacdo da Endogamia em um Rebanho

Fechado de Bovinos da Raca Nelore

Resumo

O objetivo deste estudo foi comparar a endogamia estimada por pedigree (Frep), que
e tradicionalmente usada para controle interno nos rebanhos e programas, com a
endogamia genbmica estimada através das corridas de homozigose (ROH),
caracterizada como Fron. Foram genotipados 1.229 animais da raca Nelore,
provenientes de um rebanho fechado, utilizando o SNP chip GGP-LD Indicus
(Geneseek® Genomic Profiler Indicus 30K) que contém mais de 35.000 marcadores.
Apos aplicados os filtros de controle de qualidade, 26.331 SNPs foram mantidos
para as analises. Foi identificada a presenca de segmentos em ROH em todos os
animais analisados, com quantidade média de 14,95 e comprimentos de em média
12,44Mb. A maior quantidade encontrada foi de segmentos entre 4 e 8Mb, porém a
maior propor¢ao de cobertura encontrada no genoma estudado foi de segmentos
mais longos (Fron>16Mb). Em média, 6,85% (186,19Mb) do genoma da populacéo
foi identificado como autozigético. As estimativas de Frep variaram de 0,000 a 0,305
e as de Fron de 0,001 a 0,2407. Foram observadas correlagdes baixas a moderadas
entre as estimativas de Frep-Frox (0,1071 a 0,4893) e baixa correlacdo entre Fpep-
Ferm (0,1751). A correlagdo moderada (r>0,48) encontrada entre Frep-FroH para
segmentos longos indica que os niveis de autozigosidade derivados dos ROH
podem ser utilizados como uma estimativa acurada dos niveis de endogamia

recente, todavia, para investigacao de eventos de endogamia mais remotos e
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histérico de populacdes, a utilizacdo de painéis de marcadores mais densos (HD) se
faz necesséria.
Palavras-chave: Autozigosidade, Bos indicus, Corrida de Homozigosidade,

Endogamia, Selecao, SNP

Abstract

The aim of this study was to compare the inbreeding estimated from pedigree data
(Frep), traditionally used for internal monitoring by herds and breeding programs, with
the genomic estimates through runs of homozygosity (ROH), characterized as FroH.
1,230 animals from a closed herd of the Nelore breed have been genotyped with the
GGP-LD Indicus (Geneseek® Genomic Profiler Indicus 30K) SNP chip, that contains
more than 35,000 markers. After applying quality control filters, 1,229 animals and
26,331 SNPs remained for the analysis. Presence of ROH segments were identified
in all analysed animals, with an average number of 14.95 and average length of
12.44Mb. The higher frequency was of segments between 4 and 8Mb, however, the
biggest proportion of coverage found was of longer segments (FroH>16Mb). In
average, 6.85% (186.19Mb) of the population’s genome was identified as
autozygotic. Estimates of Fpep ranged from 0.000 to 0.305 and of Fron from 0.001 to
0.2407. Low to moderate correlations were observed between Frep-Frox (0.1071 to
0.4893) and low correlation between Frep-Ferm (0.1751). The moderate correlation
(r>0.48) found between Frep-FroH for long segments suggests that autozygosity
levels derived from ROH can be used as an accurate estimate of recent inbreeding
levels, although for older inbreeding events and population history the use of denser

marker panels becomes necessary.
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Implicacdes

Este estudo apresenta novos comparativos envolvendo a utilizacdo de pedigree e da
tecnologia de marcadores moleculares para estimativas de endogamia na espécie
bovina em rebanhos considerados fechados. A intensificagdo da bovinocultura ao
redor do mundo torna imperativo o conhecimento a respeito das diferentes formas
de célculo da endogamia, bem como sobre as varias formas de se utilizar as
estimativas calculadas através das corridas de homozigose (ROH). Esta metodologia
€ de fundamental importancia para o estudo de populacdes, especialmente em
rebanhos mantidos fechados por longos periodos, onde se faz necessario o
monitoramento dos indices de endogamia visando a otimizacéo e controle sobre a
variabilidade genética, seja dentro de um programa de melhoramento genético ou
em rebanhos especificos. Este tipo de abordagem também demonstra ampla
utilizacdo em rebanhos/racas com numero restrito de animais ou com fins de

conservacao.

Introducéao

Desde Wright (1922), pesquisas tém considerado estimativas de endogamia
baseadas no pedigree (Frep), todavia estas sdo expectativas estatisticas da
proporcao gendmica provavel de identidade por descendéncia, enquanto as
estimativas baseadas no genotipo revelam o parentesco real entre individuos

(Visscher et al., 2006).
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Visando a fixa¢@o de determinadas caracteristicas de interesse econémico, alguns
rebanhos que trabalham com melhoramento genético fazem uso da endogamia
como ferramenta para este fim. Trabalhando com linhagens especificas e dando
prioridade a acasalamentos com reprodutores do proprio rebanho, procuram manter
suas populac¢des fechadas, com a minima influéncia externa possivel. Assim sendo,
o controle das taxas de endogamia se faz essencial, ressaltando a importancia de
uma estimativa mais sensivel e acurada de F.

Para tanto, o uso da tecnologia molecular para obtencéo de estimativas de
coeficiente de endogamia derivados de ROH (Fron) e da matriz gendmica de
parentesco (Ferm) (VanRaden, 2008) tem sido amplamente estudado. Por ter a
capacidade de capturar a influéncia do parentesco entre fundadores da populacéo
de base e considerar a natureza estocastica da recombinacéo, a Fron € valida para
estimar a autozigosidade ao longo do genoma (Keller et al., 2011). Além disso,
também leva em conta o potencial viés que pode surgir com a selecdo (Curik;
Solkner; Stipic, 2002).

Na atualidade, a F estimada por ROH (Fron) é considerada o método mais eficiente
para deteccao dos efeitos da endogamia dentre as varias estimativas alternativas
disponiveis (Keller et al., 2011, Mastrangelo et al., 2016).

No presente estudo, foi investigada a presenca de ROH, com base em marcadores
moleculares do tipo SNPs, no genoma de 1.229 machos da raca Nelore (Bos
indicus) provenientes de um rebanho predominantemente fechado ha mais de 5
décadas. O objetivo foi caracterizar a distribuicdo e comprimento de ROH e niveis de
autozigosidade e comparar as endogamias estimadas por pedigree (Frep), pela

matriz gendmica (Fcrm) e por ROH (FroH).
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Material e Métodos

Animais e genotipagem

Um total de 1.230 animais da raca Nelore foram genotipados utilizando o BeadChip
GGP-LD Indicus (GeneSeek® Genomic Profiler Indicus 30K), que contém mais de
35.000 marcadores SNP bialélicos. O grupo de animais genotipados € composto por
1.130 machos das safras 2011 a 2015 e 100 touros de safras anteriores, sendo
estes reprodutores influentes no rebanho, pais ou avds das safras mais recentes.
Todos os animais sédo provenientes do rebanho da Fazenda Mundo Novo, localizada
no municipio de Uberaba, MG , cuja selecéo se baseia em quatro pilares basicos: i.
Adaptacdo ao meio ambiente; ii. Fertilidade; iii. Aptiddo Econémica e iv. Padrao
Racial. Além disso, possui seu proprio programa de melhoramento genético, sendo
as analises conduzidas pela Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da
USP, e publica um sumério anual, onde séo relacionadas as DEPs (Diferencas
Esperadas da Progénie) das diversas caracteristicas avaliadas, para todas as
categorias de animais (ELER et al., 2019, FAZENDA MUNDO NOVO, 2008b).

O criatorio preconiza acasalamentos dentro da propria linhagem com um minimo de
influéncia de genética de outros rebanhos, para imprimir caracteristicas desejadas
na selegéo, controlando as taxas de endogamia para minimizar as perdas

ocasionadas por depressao endogamica.

Corridas de Homozigose

A analise dos dados foi realizada utilizando o software SNP & Variation Suite v8.8.3
(Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, USA. htttp://www.goldenhelix.com). SNPs néo
relacionados a nenhum cromossomo e mapeados em cromossomos sexuais e

mitocondriais foram removidos. Amostras e SNPs também foram editados para call
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rate (<95%), frequéncia alélica minima (MAF) (>0,03) e equilibrio de Hardy-Weinberg
(10-6). Seguindo a sugestéo de Purcell et al. (2007) de que a detec¢do de ROH que
nao sao verdadeiramente IBD pode ocorrer devido a altas taxas de desequilibrio de
ligacdo (LD), este filtro também foi aplicado previamente as andlises para aumento
da eficiéncia. Depois da edicao por filtros de qualidade, um total de 1.229 animais e
26.331 SNPs foram retidos para as analises.

As estimativas de autozigosidade sao fortemente influenciadas pela densidade do
painel de SNPs empregado para gerar os dados a serem usados para identificacao
de ROH (Mastrangelo et al., 2016). De acordo com Ferencakovi¢ et al. (2013b), o
uso de painéis de 50K resultou em abundéancia de segmentos curtos e superestimou
0 numero de segmentos com comprimento entre 1 e 4Mb, sugerindo que 0S mesmos
nao possuem sensibilidade suficiente para identificacao precisa de segmentos mais
curtos. O mesmo autor também observou que erros na genotipagem com SNP chips
podem ocorrer, portanto é pertinente permitir alguns genétipos heterozigotos,
especialmente em segmentos longos, que sao mais frequentes em populacdes
bovinas. Para minimizar tais problemas, os parametros e limites aplicados neste
estudo para definir um ROH foram: (i) comprimento minimo de ROH de 5Mb; (ii)
namero minimo de 50 SNPs consecutivos incluidos em uma ROH; (iii) intervalo
maximo de 100kb entre SNPs homozigotos consecutivos; (iv) densidade de 1 SNP a
cada 100 kb; e (vii) ma&ximo de cinco SNPs com gendétipos faltantes e maximo de
trés gendtipos heterozigotos em uma ROH. As ROH foram classificadas em quatro
classes de extensédo: Total, 4-8, 8-16 e >16Mb, identificadas como ROH Total, ROH

4-8Mb, ROH 8-16Mb e ROH >16Mb, respectivamente.
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Coeficientes de endogamia por pedigree e gendmicos

Foram estimados trés tipos de coeficientes de endogamia: Frep, FroH € Ferm. AS
estimativas de coeficiente de endogamia pelo Pedigree (Frep) foram estimadas para
todos os individuos a partir de um conjunto de dados de pedigree de 5.090 animais
nascidos entre 1985 e 2015. As informacdes de pedigree foram fornecidas pela
Fazenda Mundo Novo (Uberaba, Minas Gerais, Brasil).

As estimativas de Frep foram obtidas através do software INBUPGF90 (AGUILAR,;
MISZTAL, 2008), e os coeficientes de endogamia genémica (Frox), medidos com
base no percentual do genoma de cada animal coberto por ROH, foram calculados
de acordo com McQuillan et al. (2008):

Y, LROH]

FROH =
Ltotal

Em que: LROH;j representa o total de ROH acima do tamanho minimo determinado
(LROH), identificado em um individuo, e Ltotal é o tamanho total do genoma
autossémico coberto por SNPs. O Ltotal considerado foi baseado na montagem
ARS-UCD1.2, que totalizou 2,715,853,792bp.

As FroH (FRroH Total, FRoH4-8 Mb, FROH8-16 Mb € FrRoH>16 Mb) foram calculadas para cada
animal através do Software R (R Core Team, 2018), tomando como base as
distribuicbes de ROH em quatro comprimentos diferentes (ROHj): Total, 4-8, 8-16 e
>16 Mb. Apesar do parametro determinado para comprimento de corridas ter sido de
5Mb, o software faz uma aproximacao e algumas ROH abaixo deste podem ser

encontradas, assim optou-se por formar uma classe de Frox entre 4 e 8Mb.



38

Foi estimada ainda uma segunda medida de endogamia genOGmica, a partir da Matriz
de Parentesco Gendmica (G), apresentada como Fcrwm, calculada de acordo com

VanRaden (2008) utilizando a seguinte formula:

z7'

G=3 Y™ Pi(1— Pi)

Em que: Z é uma matriz genbmica que contém valores 0-2p para homozigotos, 1-2p
para heterozigotos e 2-2p para homozigotos opostos, e Pi é a frequéncia do alelo
referéncia no locus i. A diagonal dos elementos da matriz G representam a relacéo
do animal com ele mesmo, portanto foi usada para assessar o coeficiente de
endogamia gendmica.

Coeficientes de correlacao de Pearson foram calculados entre as estimativas de

endogamia de pedigree (Frep) e gendmicas (FroH € FGRrm).

Resultados e Discusséo

Distribuicdo gendémica das corridas de homozigose

Todos os 1.229 animais tiveram ROH identificados em seu genoma, e o total
encontrado em todas as amostras foi de 18.383 segmentos homozigoticos. A
guantidade de ROH encontrado em cada individuo variou entre 2 e 34, com média
de 14,95 e os comprimentos identificados variaram de 4,71 a 110,76 com média de
12,44Mb. Em estudo sobre ROH utilizando 2.908 animais da raca Gir, Peripolli et al.
(2016) encontraram de 17 a 121 segmentos ROH por animal, com tamanhos
variando entre 1Mb e 108,97Mb nos cromossomos BTA7 e BTAS8, respectivamente.
Considerando que o estudo citado utilizou SNP Chip de alta densidade (HD), é

justificavel a diferenca em nimero e comprimento dos segmentos encontrados, ja
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gue o mesmo € capaz de detectar segmentos mais curtos de ROH (<5Mb), enquanto
gue o utilizado no presente estudo (30K) é mais eficiente na deteccdo de segmentos
mais longos.

Analisando uma amostra contendo 1.278 animais da raca Nelore de diversos
rebanhos, Zavarez et al. (2015) identificaram comprimento médio de ROH de 6,75 +
9,20 Mb, com comprimento maximo encontrado em um animal de 43,79 Mb. A
diferenca contrastante entre os resultados de Zavarez et al. (2015), encontrados na
mesma raca analisada neste trabalho, pode ser relacionada com a diferenca entre
as populacdes, ja que os autores analisaram um grupo de animais provenientes de
diferentes rebanhos, enquanto que, neste estudo, o grupo em questao é proveniente
de um mesmo rebanho, que preconiza o uso de genética propria nos
acasalamentos. Desta forma, tende a apresentar maior endogamia e,
consequentemente, maiores segmentos de ROH por individuo.

As maiores quantidades de ROH por cromossomo foram encontradas no BTA1 (955)
e BTA2 (1025), e estes valores tenderam a decrescer de acordo com o tamanho do
cromossomo. Purfield et al. (2012), Neves et al. (2015) e Mastrangelo et al. (2016)
encontraram resultados semelhantes, com maior nimero de ROH presentes no
cromossomo BTAL. Ja Peripolli et al. (2016) observaram nimero maior de ROH no
cromossomo BTADS, diferindo dos nossos resultados, 0 que novamente pode ter
relagdo com as diferencas em densidade dos SNP Chips utilizados, bem como nos
parametros pré-definidos para detec¢édo dos ROH nos diferentes estudos.

A maior proporcao de cobertura de ROH foi encontrada no cromossomo BTA25
(25,74%) (Figura 1), contrastando com os 11,98% e 6% encontrados no mesmo

cromossomo por Peripolli et al. (2016) e Zavarez et al. (2015). Purfield et al. (2012)
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encontraram maior propor¢cao de ROH nos cromossomos BTA14 e BTAL6, de
13,71% e 14,16%, respectivamente, analisando diferentes racas taurinas.

Na Tabela 1 estdo apresentadas as estatisticas descritivas em relagdo ao numero
de ROH por classes de comprimento. No rebanho analisado, o comprimento total de
corridas de homozigose € composto em sua maioria por segmentos entre 4 e 8Mb, o
gue é equivalente a aproximadamente 39% de todos os ROH identificados, porém
ao compararmos com a cobertura total em ROH, estes segmentos contribuem com
apenas 20%. Resultados semelhantes foram encontrados por Purfield et al. (2012),
FerencCakovic et al. (2013b), Marras et al. (2014), Mastrangelo et al. (2016) e Peripolli
et al. (2016).

Por outro lado, os segmentos mais longos, acima de 16Mb, foram quase duas vezes
menos frequentes que os mais curtos (4-8Mb) e ainda assim representaram maior
cobertura do genoma total (45%) quando comparados aos segmentos curtos e
médios (Tabela 1). FerencCakovic et al. (2013b) observaram padréao semelhante na
raca Pardo Suico, em que o comprimento total de ROH € composto por um namero
menor de segmentos mais longos. De acordo com Howrigan et al. (2011),
segmentos acima de 10Mb séo referentes a eventos de endogamia que podem ter
ocorrido ao longo das ultimas 5 geragdes, 0 que sugere que, nesta populacao
especifica da raca Nelore, a eficiéncia maior foi na deteccdo de segmentos mais
longos, demonstrando presenca de endogamia mais recente. Isto fica ainda mais
evidente ao observarmos que, no total, 1.154 individuos (94%) apresentaram ao
menos 1 segmento de ROH >16Mb.

O animal que apresentou valor méximo de autozigosidade apresentou 34 ROH
>5Mb, totalizando 797,95Mb, que corresponde a 29,38% do comprimento total do

genoma coberto por marcadores (2.71 Gb), com comprimento médio de ROH de
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23,47 + 8,84Mb, e comprimento maximo de ROH de 110,77Mb (1.144 SNPs).
Purfield et al. (2012), ao analisar diferentes racas bovinas, observou que 0s
individuos com maior autozigosidade eram provenientes de racas leiteiras,
apresentando em média 700,3Mb cobertos por ROH. Valor similar também foi
encontrado por Mastrangelo et al. (2016), que verificaram 725,2Mb cobertos por
ROH na raga Reggiana. Peripolli et al. (2016) observaram resultados semelhantes
na raca Gir, com o animal de maior autozigosidade apresentando uma cobertura do
genoma por ROH de 730,21Mb, correspondendo a 29,20% do genoma bovino.
Contrastando com nossos resultados, o animal de maior autozigosidade encontrado
por Zavarez et al. (2015) na raga Nelore apresentou apenas 465,66 Mb cobertos por
ROH, representando 18% do comprimento total do genoma coberto por marcadores.
O animal com a menor ROH encontrada de (4,6Mb - 54 SNPs), apresentou 12 ROH
> 5 Mb, totalizando 164,45Mb (1,04% do genoma bovino), com comprimento médio
de 13,70 + 6,59Mb. Estes resultados mostram que o estudo dos ROH pode ser uma
ferramenta em potencial a ser utilizada na tomada de deciséo do processo de
selecdo dentro de um rebanho ou populacéo, por tornar possivel a observacéao dos
niveis individuais de endogamia por animal, facilitando assim a identificacao dos
chamados outliers, ou seja, individuos muito distantes da média em termos de
cobertura de ROH. Por exemplo, em uma populacéo fechada, que tende a ter baixo
Ne (tamanho efetivo da populacéo), esta informacao pode ser muito Gtil para
direcionamento dos acasalamentos, aumentando ou diminuindo o uso de um
reprodutor de acordo com seu nivel de autozigosidade.

A relacdo entre o numero total de ROH por animal e comprimento total do genoma
em ROH para cada individuo esta demonstrada na Figura 2. Em termos gerais, as

estatisticas sugerem que, em média, 6,85% (186,19Mb) do genoma da populacéo &
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autozigotico. Valores similares foram encontrados por Marras et al. (2014), de 7%
para a raca Marchigiana, e por Peripolli et al. (2016), de 7,01% para a raca Gir.

A maior autozigosidade ocorre pela selecéo artificial intensa e o uso recorrente de
touros provados como superiores (Kim et al., 2013), praticas que, aliadas ao fato da
populacdo avaliada ser proveniente de uma selecéo fechada, também podem
esclarecer a maior autozigosidade observada, quando comparada aos resultados

encontrados por Zavarez et al. (2015) na raca Nelore (4,58%).

Endogamia gendmica e de pedigree

A média do equivalente de geracdes foi de 7,2, o que indica boa profundidade e
preenchimento de pedigree para esta populacéo. A Tabela 2 apresenta as
estatisticas descritivas para Frep, Ferm € FroH. A Frep estimada variou entre 0,000 e
0,3050, com a média da populacéo sendo determinada em 0,0520, e a Fcerwm aferida
variou de -0,224 a 0,312, com média de 0,0520. O maior nivel de endogamia FroH
foi observado para a estimativa de FroH Total, que variou entre 0,0103 e 0,2938 e
média de 0,0685, seguido pela classe de Frow>16 Mb, cOom valores variando de 0,0059
a 0,2407. Nas demais classes de Frox 0s niveis foram consideravelmente mais
baixos, tendo sido o menor encontrado na classe rroHs-smb (0,0017) e 0 maior na
classe rrons-12mb (0,0479).

Peripolli et al. (2016) reportaram diferengas semelhantes entre os Fron de
segmentos menores (0,001 a 0,082) e na Fron>16mb (0,006 a 0,201) na raca Gir,
porém seus resultados diferiram quanto ao Frep, observando valores menores tanto
na média (0,019) quanto na maxima (0,327). O mesmo ocorreu nos resultados
reportados por Zavarez et al. (2015), que identificaram Fron>1mb cOm valores entre

0,0043 e 0,1855 com média de 0,0479 e Fron>16Mb com média de 0,44. Ja Rebelato
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(2018), analisando populacdo Nelore de 1.709 animais, reportou resultados
contrastantes de FroH, com valor minimo na classe Fron>1mb (0,0004) € maximo na
FroH>0,5mb (0,2336), e valores de Fron>16Mb variando entre 0,006 e 0,1132 com média
de 0,0167.

Tais contrastes podem ter relacdo com a densidade do chip utilizado pelos autores
(700K) e do presente estudo (30K), corroborando as evidéncias encontradas na
literatura recente sobre a eficiéncia maior na deteccdo de ROH mais curtas por chips
HD, indicadoras de endogamias mais remotas, e dos chips de menor densidade
para deteccao de endogamias mais recentes. Fatores como estrutura e origem das
populacfes Nelore analisadas nos trés estudos citados com a racga, aléem das
diferencas entre parametros como tamanho minimo de ROH, densidade de SNPs e
minimo de genadtipos heterozigotos permitidos nas ROH também devem ser
considerados ao comparar resultados.

Apesar das médias semelhantes, a correlagdo entre Frep e Ferwm foi baixa (0,1751).
Esta correlacéo difere dos valores moderados encontrados por Peripolli et al. (2016)
(0,37), e a disparidade € ainda mais contrastante ao compararmos com a correlacéao
encontrada por Hayes e Godard (2008) em populacdo de Angus Australiano (0,69).
Por outro lado, Marras et al. (2014) encontraram correlagdes similarmente baixas
para as racas Pardo Italiano e Holandés Italiano, de 0,134 e 0,128 respectivamente.
Uma explicacdo para a baixa correlagdo entre Frep e Ferm pode estar no fato de
gue, mesmo quando dados confiaveis e abrangentes de pedigree estédo disponiveis,
os coeficientes de endogamia ndo estimam parentescos mais remotos
(Ferencakovic et al., 2011). Além disso, geralmente os fundadores de uma
populacado séo considerados como tendo zero de endogamia, e 0 Frep ignora as

diferencas estocasticas na propor¢ao herdada de genoma IBD. Por sua vez, a FGrm
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tende a fornecer estimativas mais uniformes de endogamia. Portanto, estimativas de
endogamia por pedigree e por informacdes moleculares podem diferir (Marras et al.,
2014).

Foram observadas correlagbes baixas a moderadas entre Frep e FroH (Figura 3),
sendo a correlacdo mais baixa observada para FroHs-smb (0,1071) e as mais altas
para FroH Total (0,5209) e FroH>16mb (0,4789). A correlacdo mais elevada para as
estimativas de FroH Total € FroH>16Mb pode ser explicada pelos seguintes fatores: (i)
as ROH identificam tanto os parentescos remotos quanto os mais recentes (FrRoHs-
sMb, FrRoHs-16Mb € FrRoH>16Mb cOrrespondem a 12, 6 e 3 geracoes, respectivamente) e
FroH Total € COMpPOSto em sua maioria por corridas mais longas; (ii) as estimativas de
Frep s@0 baseadas em informacdes de pedigree, que nesta populagéo se estendem
em média a somente 7,2 geracdes; e (iii) ROH mais longos abrangem parentesco
recente (FerenCakovi¢ et al., 2013a; Marras et al., 2014).

Neste trabalho foram analisadas as relagdes entre corridas de homozigose com
SNPs ao longo do genoma e os niveis de endogamia em uma populacdo da raca
Nelore. Comparando as estimativas de endogamia Frep, Ferm € FroH, nota-se a
capacidade dos ROHs em demonstrar a ancestralidade da endogamia e de detectar
as regides do genoma com maior ou menor autozigosidade nos individuos em uma
populacao. Este diferencial faz destes uma estratégia mais efetiva para controlar os
niveis de endogamia, por possibilitar a identificacao de individuos ou conjuntos de
individuos que estejam acima ou abaixo da média da populacéo, otimizando o

processo de selecao.
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Concluséo

Conclui-se que as corridas de homozigose séo capazes de demonstrar a
ancestralidade da endogamia e detectar as regides do genoma com maior ou menor
autozigosidade em individuos de uma populagéo, o que as torna mais efetivas para
o controle dos niveis de endogamia pela identificacdo de individuos ou conjunto de

individuos acima ou abaixo da média da populacao.
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Tabela 1 Estatistica descritiva da quantidade de corridas de homozigose (ROH) e

comprimento (em Mb) por classes (Total, 4-8, 8-16 e >16Mb)

Cobertura

Gae Qualtde gy Comprmenio iy e Do G
(%)
ROH Total 18.838 100 12,44 461 110,76 8,78 8,42
ROH 4-8mb 7.115 38,7 6,37 4,61 7,99 0,85 1,67
ROH s-16 Mb 7.292 39,7 11,14 8 15,99 2,25 2,99
ROH >16 mb 3.976 21,6 25,71 16 110,76 10,05 3,76

Tabela 2 Numero de animais genotipados (N) e estatisticas descritivas para

coeficiente de endogamia por pedigree (Frep) e coeficientes de endogamia

gendmica baseados na matriz gendmica de parentesco (Ferm) e nas corridas de

homozigose (Fron) para diferentes comprimentos (FRoH Total, FROH 4-8mMb, FROH 8-16Mb €

FROH >16Mb).

Coeficiente Coeficiente
de Média Mediana Min Max o
, de Variacéo
Endogamia
Frep 0,0520 0,050 0,000 0,3050 2,2953 1.230
Ferm 0,0520 0,0512 -0,224 0,312 3,1568 1.230
FroH Total 0,0685 0,0657 0,0103 0,2938 39,52 1.229
FroH 4-8 Mb 0,0135 0,0133 0,0017 0,0368 43,5746 1.228
FroH 8-16 Mb 0,0244 0,0238 0,0029 0,0794 44 5249 1.223
FRrOH >16 Mb 0,0326 0,0283 0,0059 0,2407 67,9058 1.154
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Figura 1 Porcentagem de cobertura média de ROH por cromossomo com

comprimento minimo de 5Mb. As barras nas colunas indicam erro padréo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Além de se mostrar uma nova forma de estimar autozigosidade nos cromossomos, 0
uso das distribuicdes e comprimento das ROH também pode ser uma ferramenta para

investigar principios e conhecimentos estabelecidos no passado no estudo da endogamia.

Este trabalho analisou as relacdes entre corridas de homozigose em SNPs ao longo
do genoma e os niveis de endogamia, encontrando distribuicbes de ROH longos mais
frequentes quando comparado com estudos anteriores ha mesma raga e em outras racas
de corte. Se levarmos em conta o perfil do rebanho analisado, confirma-se o potencial do
estudo das ROH, por sua habilidade em explorar eventos histéricos de endogamia,
geralmente limitados pela falta de profundidade nos pedigrees. Além disso, as estimativas
de Fron podem ser Uteis no processo de melhoramento genético, por possibilitar a
identificacdo dos individuos que se destacam da média em termos de autozigosidade,
sendo esta uma informacdo valiosa no processo de selecdo e determinacdo da

intensidade de uso dos reprodutores e matrizes.

Os niveis de endogamia baseados em ROH mais longos, que se referem a geracdes
mais recentes, foram menores que os estimados por pedigree. Portanto, a concluséo
inicial a que se pode chegar é que, apesar do perfil de populacéo fechada, a conducéo do
processo de selecdo tem sido eficiente no controle da endogamia média da populacao.
Este fato pode ser explicado pelo rebanho possuir um programa de melhoramento
genético envolvendo teste de multiplos touros jovens buscando utilizar touros de familias

diferentes com grupos pequenos de matrizes.

As observacgdes preliminares deste estudo podem ser Uteis para o delineamento de
novas analises dentro de popula¢gbes participantes de programas de melhoramento
genético e submetidas a selecdo intensa. Demonstram ainda a importancia em se
investigar as discrepancias entre os niveis de endogamia por pedigree e por ROH em
mais detalhe, identificando grupos ou individuos distintos geneticamente dentro das
populacdes, informacdes que podem ser Uteis para delineamento dos acasalamentos e

tomada de decisdo no processo de selecao.

Por fim, vale ressaltar que a comparacao entre diferentes estudos de ROH néo é
precisa e deve ser realizada com muita cautela, pois as diferencas nos critérios adotados,
principalmente comprimento de ROH, densidade do SNP chip e nimero de SNPs por

ROH podem ter grande impacto nos valores encontrados.



	INTRODUÇÃO
	CAPÍTU LO 1: REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	REFERÊNCIAS
	CAPÍTULO  2: ARTIGO

