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Resumo

A industria leiteira brasileira passou por um aumento significativo em sua producéo na
ultima década, atingindo uma producao anual de 32,30 bilhdes de litros em 2012. Este
aumento é explicado em parte pelo melhoramento genético dos rebanhos leiteiros
submetidos a programas de selecdo genética. Cerca de 80% de todo o rebanho brasileiro
é constituido de animais zebuinos ou mesticos. A raca Guzera se destaca entre as outras
racas zebuinas devido a algumas importantes caracteristicas como resisténcia a parasitas,
como carrapatos, habilidade de consumir forragem bruta e resisténcia a temperatura.
Entretanto, as estimativas de diversidade genética da raca Guzera estdo proximas do
limiar em que é observada perda de variabilidade genética ocasionado pela deriva
genética e depressdo endogamica. Até o momento, 0s estudos que visam estimar a
variabilidade genética na raca Guzera foram baseados em dados de pedigree,
microssatélites e poucos SNPs, ndo permitindo uma estimativa em escala genémica da
diversidade genética da raca. O desenvolvimento de chips de alta-densidade para
genotipagem de SNPs para bovinos viabilizou os estudos de diversidade ou de associagdo
em escala gendmica. Estes métodos, em geral, assumem que a populacdo em estudo é
uma amostra homogénea. No entanto, as popula¢des naturais estdo ligadas em redes,
devido ao fluxo génico. Isto pode resultar em falsas representacbes da estrutura
populacional e/ou associa¢des espurias, caso isto ndo seja corretamente verificado antes
das andlises. Assim, estratégias para reduzir o nivel de parentesco em amostras, sao
fundamentais para evitar associacoes espurias e conclusdes erréneas. O presente trabalho
é composto de dois estudos. No primeiro, foi avaliado o desempenho da plataforma
Illumina Bovine SNP50 para a raca Guzera e a aplicacdo de uma metodologia baseada
analise de estatisticas de centralidade para a reamostragem de individuos baseado nos
valores do coeficiente de Kinship. O segundo € composto pela analise de estrutura
genética populacional da raca Guzera através de genotipagem em escala gendmica. Para
isso, foram avaliados individuos provenientes de rebanhos pertencentes ao Programa
Nacional de Melhoramento da raca Guzera. A amostra utilizada no presente estudo
representa a populacdo mais selecionada e um dos maiores repositérios genéticos da raca
Guzera no Brasil. Os resultados destes estudos indicaram uma 6tima aplicabilidade do
algoritmo de selecdo de nds baseados em graus de rede através de estatisticas de
centralidade, mostrando-se mais eficiente para a deteccdo de alguns parametros de
estimativas de diversidade genética como ROH e um numero maior de individuos na
amostra final quando comparado com outra estratégia de reamostragem. Além disso, o
estudo da estrutura genética populacional da raca Guzera indicou uma forte influéncia
dos gargalos de garrafa e aumento da endogamia, sofridos pela raca durante o processo
de estabelecimento da mesma no Brasil, na atual diversidade genética da raca. Estes
resultados reforcam resultados j& presentes na literatura que indicam a necessidade de um
monitoramento da diversidade genética da raca através de critérios de diversidade
populacional para garantir o sucesso dos programas de melhoramento.



Abstract

The Brazilian dairy industry had a significant increase in its production in the last decade,
reaching an annual production of 32.30 billion liters in 2012. This increase is explained,
in part, by the genetic improvement of the dairy herds subjected to genetic selection
programs. About 80% of all Brazilian cattle heads are Zebu animals or their crossbreeds.
The Guzera breed stands out among the other zebuine breeds due to some important
characteristics like resistance to parasites such as ticks, ability to consume gross forage
and heat tolerance. However, the genetic estimative for Guzera breed is close to the
threshold in which the loss of genetic variability by genetic drift and inbreeding
depression is observed. Until the present moment, the studies developed in the Guzera
breeds, which aim to estimate the genetic variability, are based on pedigree,
microsatellites and on few SNPs data, which do not make possible a Genome-Wide
estimative. The development of high-density genotyping chips for cattle permitted a more
precise approach to estimate the genetic variability. These methods, in general, assume
that the population studied is a homogeneous sample. However, natural populations are
connected in networks due to gene flow. This can lead to spurious representations of
population structure and/or associations, if they are not adjusted correctly before the
analyses. Thus, strategies to reduce the relatedness level in samples are important tools
to avoid spurious associations and erroneous conclusions. The present work is composed
of two studies. In the first, the performance of the platform Illumina Bovine SNP50 for
the Guzera breed and the applicability of a methodology based on centrality statistics
analysis to resampling individuals based on the Kinship coefficient was evaluated. The
second study is the analysis in Genomic scale of the population genetic structure of
Guzera breed. For this, individuals from herds belonging to the National breeding
programs of Guzera were evaluated. The sample used in the present study represents the
most selected and one of the largest genetic repositories of the Guzera breed in Brazil.
The results of these studies indicate a great applicability of the node selection algorithm
based on a network’s degree of centrality statistic, showing up more efficient for the
detection of some estimative parameters of the genetic diversity such as ROH and
resulting in a higher number of individuals in the final sample when compared to the other
strategy of resampling. Furthermore, the population genetic diversity study of Guzera
breed indicates a strong influence of the bottlenecks and increase of the endogamy,
suffered by the breed during the process of settlement in Brazil, in the current genetic
diversity of the breed. These findings reinforce the results already presented in other
studies, which indicate the need for monitoring the genetic diversity of the breed through
parameters of population diversity, to ensure the success of the breeding programs.



Introducéo Geral
Sobre a producéo de leiteno Brasil e as ragas leiteiras

A industria leiteira brasileira passou por um aumento expressivo de sua produgdo na
ultima década. Em 2000, a producéo leiteira era estimada em 19,76 bilhdes de litro ao
ano, alcancando uma producdo anual de 32,30 bilhGes de litros em 2012. Dentre os
estados brasileiros, Minas Gerais € o maior produtor de leite, sendo responsavel por
27,6% da producdo nacional [1]. Contudo, a produtividade, ou seja, a producdo por
vaca/ano praticamente ndo modificou durante este periodo (ADD REFS).

O rebanho leiteiro brasileiro é constituido de racas taurinas (Bos taurus), racas zebuinas
(Bos indicus) e de mesticos oriundos de cruzamentos entre essas ragas, principalmente
pelas ragas Holandesa,Gir e Guzeré. Os animais mesticos representam cerca de 70% de
todo o rebanho leiteiro nacional [2]. Dentre as ragas zebuinas, a Guzera destaca-se pelo
rapido crescimento, caracterizando-se como raga de dupla aptiddo e adequada para
programas de cruzamento [3].

Na ultima década, em funcdo do potencial produtivo da raga, deu-se inicio ao programa
de melhoramento do Guzera para leite baseado na utilizacdo de duas estratégias: o teste
de progénie e o esquema de selecdo em nicleo MOET (multiple ovulation and embryo
transfer) [4]. No teste de progénie, os touros em prova sdo avaliados principalmente pelo
desempenho de suas filhas; e no nacleo MOET pelas irmas completas. O esquema MOET
apresenta vantagem de antecipacdo da avaliacdo genética dos animais devido a reducao
do intervalo de geracdes.

Diversidade genética da raca Guzera

O sucesso dos programas de selecdo pode ser prejudicado pela baixa acuracia da selecdo
e pelo risco de aumento da endogamia, uma vez que um pequeno efetivo de animais €
selecionado a partir dos indices de familia, gerados pela matriz de parentesco, e submetido
intensamente ao processo de melhoramento genético [5, 6].

Este pequeno efetivo de animais submetidos aos processos de selecdo pode levar aos
efeitos deletérios da depressdo endogdmica. Esses efeitos, ja foram avaliados tanto em
rebanhos taurinos quanto em zebuinos, revelando que caracteristicas como o
desenvolvimento embrionario nas duas primeiras semanas pos-fertilizacdo [7] e idade no
primeiro parto, producdo diaria de leite e intervalo de partos tém seu desempenho
reduzido [7].

Até o presente momento, estudos que buscaram avaliar a diversidade genética na raca
Guzera baseiam-se em dados genealdgicos ou dados moleculares de microssatélites [8,
9]. No caso dos estudos baseados em microssatélites, o baixo nimero de individuos e loci
avaliados ndo permitem uma estimativa, em escala gendmica, da diversidade genética da
raca. Os estudos baseados em dados genealdgicos (Frep), geralmente utilizam o conceito
desenvolvido por Wright (1922) [10], porém, falham em detectar a influéncia de uma
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populacdo fundadora em relacdo & populagdo base do estudo, por considerar uma
baixissima relacdo entre estas populagdes e se basear em célculos de probabilidade de
semelhanca entre individuos. Além disso, estes estudos ndo levam em consideragédo a
natureza estocastica da recombinacdo, ocasionando as vezes resultados de dificil
compreensdo [11]. No caso do uso de dados genealdgia para a avaliacdo da diversidade
genética de animais envolvidos em processos de selecdo genética, existem dois pontos
que devem ser ressaltados: 1) Estudos demonstram que erros nos pedigrees devido a ma
identificacdo, interpretacdo e registros sdo comuns [12, 13], podendo assim, ocasionar
associagdes espurias; 2) Estudos baseados em Fpep assumem que todo o genoma esté sob
selecdo neutra, ndo abrindo espaco para os efeitos da selecéo artificial, podendo ocasionar
alguns vieses de avaliagéo [14].

Keller et al. (2011) [15] concluiu que coeficientes de endogamia derivados de Runs of
Homozygosity (ROH) sdo 6timas medidas para determinar os trechos de autozigosidade
ao longo do genoma, assim como os efeitos da endogamia. A defini¢cdo de um segmento
do DNA como sendo um ROH, utilizando-se de dados de genotipagem, pode ser
determinada como longos trechos ininterruptos de marcadores homozigotos [16]. Além
disso, longos trechos de autozigosidade sdao compartilhados entre individuos aparentados
[17]. Espera-se que trechos maiores sejam compartilhados entre individuos que possuem
ancestrais em comum mais préximos, da mesma forma que trechos compartilhados mais
curtos sao originados de ancestrais mais distantes. O tamanho esperado de um trecho em
ROH segue uma distribuicéo exponencial com uma média estimada em ¥2g Morgans[18],
onde g é o nimero de geracBes desde o ancestral comum. Assim, o tamanho esperado
para um trecho de ROH na prole derivada de um cruzamento entre irmdos completos
(9=2, levando-se em consideracdo os irmdos completos, que se reproduziram, e 0s pais
destes irmaos) é de ¥ Morgans, ou seja, 25cM.

Inimeros trabalhos ja foram conduzidos em humanos [11, 19, 20] e bovinos [21, 22] para
estimar o coeficiente de endogamia baseado em ROH (Fron). Inclusive, Ferencakovicet
al. (2012) [21], utilizando-se de dados de pedigree e genotipicos das racas Brown Swiss,
Fleckvieh, Norwegian Red e Tyrol Grey (todas taurinas), demonstraram que os dados
derivados de Fron apresentam uma correlacao elevada com os dados derivados de Fpep €
alta acuracia para estimar a probabilidade de depressdo endogamica. Desta forma, Fron
pode ser considerada uma étima alternativa para a estimativa do coeficiente de endogamia
nos rebanhos bovinos, tendo em vista os problemas relacionados a estimativa Fpep ja
citados anteriormente. Por este motivo, esta abordagem sera a utilizada no presente
trabalho.

O padrao de distribuicdo do desequilibrio de ligagcdo ao longo do genoma da raca Guzera
ainda nao foi avaliado. A auséncia destes estudos dificulta o processo de selecéo
genbmica baseada em QTLs (quantitative trait locus), método altamente utilizado nos
processos de melhoramento genético em bovinos [23, 24]. Esta analise assume que o
efeito de um determinado segmento cromossémico € homogéneo para toda populagdo
desde que o valor de desequilibrio de ligagdo entre o marcador utilizado e o locus seja o
mesmo em toda a populacdo. Assim, é necessario o desenvolvimento de um complexo
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mapa de desequilibrio de ligacdo ao longo do genoma para garantir a associagdo entre o
QTL e a caracteristica de interesse [25]. Além disso, a comparacdo de mapas de
desequilibrio de ligagdo entre diferentes rebanhos, com diferentes atributos de producéo,
auxilia na identificacéo de regides genémicas sujeitas a diferentes tipos de selecédo [26].

Outras medidas de acesso a variabilidade genética de uma populacéo sdo a presenga de
estruturacdo e o tamanho efetivo da populacdo (Ne). O Ne e os dados de estruturagéo
populacional, auxiliam nas analises da variabilidade genética observada em uma
populacdo sob um ponto de vista retrospectivo, além de possibilitar a predicdo da perda
de variabilidade genética e da sobrevivéncia de pequenas populacdes [27]. Estas medidas
ja foram averiguadas para a raca Guzera através de dados de pedigrees [9]. Contudo,
estudos ainda ndo foram realizados para avaliar estas medidas utilizando-se de
marcadores moleculares em escala gendmica, 0 que nos propusemos a fazer.

Além disso, o grau de parentesco € um dos fatores que podem alterar a confiabilidade de
estudos, que visam a estimativa da diversidade genética e aosestudos de associa¢do. Uma
série de estudos ja demonstrou que SNPs utilizados para a selecdo gendmica podem, além
de detectar os niveis de desequilibrio de ligacdo entre SNPs e QTLs, podem identificar
relacfes familiares entre individuos [28, 29]. Além disso, Wientjes et al. (2013) [30]
demonstraram que a confiabilidade das predi¢cdes gendémicas é mais afetada pelo nivel de
parentesco genético presente na amostra do que pelos niveis de desequilibrio de ligacao.
Desta forma, o desenvolvimento de estratégias para reducdo do nivel de parentesco
genético, em amostras que sdo oriundas de populacdes endogamicas, se torna uma
ferramenta fundamental para evitar associagdes espurias e conclusdes errbneas em
estudos de associacdo e estimativas da variabilidade genética.

O desenvolvimento de chips de genotipagem em escala genémica para bovinos [31]
permitiu uma abordagem mais precisa da variabilidade genética nas ragas bovinas.
Trabalhos avaliando o padrdo de desequilibrio de ligacdo, heterozigosidade média,
estrutura de blocos haplotipicos e coeficientes de endogamia em rebanhos taurinos ja
foram desenvolvidos [21, 32-34]. Contudo, os trabalhos de McKay et al.(2007) [26] e
Espigolan et al. (2013) [35], foram os Unicos a utilizar chips de genotipagem em escala
genémica em zebuinos, ambos determinando o mapa de desequilibrio de ligacdo na raca
Nelore. McKay et al.(2007) empregou 2670 marcadores derivados da montagem Btau3.1
e Espigolan et al. (2013), o High Density Bovine SNP BeadChip contendo 777.962
marcadores.

A auséncia de trabalhos que utilizem plataformas mais abrangentes para avaliar a
estrutura genética e a variabilidade populacional na raca Guzera torna mais dificil o
processo de selecdo assistida por marcadores moleculares e a prevencao da endogamia,
por exemplo. Além disso, as estimativas da real variabilidade genética séo prejudicadas,
0 que pode ocasionar conclusoes e aplicacbes equivocadas para a definicdo de estratégias
de manutencéo da variabilidade genética.

Desta forma, o presente trabalho visou desenvolver um estudo, em escala-gendmica, de
avaliacdo da estrutura e da diversidade genética da ragca Guzera. Para isso, foram
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avaliados individuos oriundos de rebanhos pertencentes do Programa Nacional de
Melhoramento do Guzera, de forma que a amostra representassea populacdo selecionada
para leite, que constitui um dos repositorios genéticos da raca Guzera no Brasil.

Neste contexto, o primeiro capitulo deste trabalho, descreve a comparagdo de duas
estratégias de reamostragem, feitas com o intuito de se identificar a melhor estratégia para
diminuicao/excluséo do efeito da relagdo familiar em estudos de avaliacdo da diversidade
genética e estudos de associacao. A partir da definicdo da melhor estratégia, foi realizada
a analise da estrutura e diversidade genética da raca Guzera, que sao descritas no segundo
capitulo. Na sessdo Anexos, sdo listados todos os produtos gerados durante os dois anos
do mestrado, inclusive os oriundos de colaboracdo em projetos de pesquisa, que ndo
pertencem ao escopo desta dissertacao.
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CAPITULO 1: Reducing cryptic relatedness in genomic datasets via a
central node exclusion algorithm
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Abstract

Cryptic relatedness is a confounding factor in genetic diversity and genetic association
studies. Development of strategies to reduce cryptic relatedness in a sample is a crucial
step for downstream genetic analyzes. The present study uses a node selection algorithm,
based on network degrees of centrality, to evaluate its applicability and impact on
evaluation of genetic diversity and population stratification. 1,036 Guzera (Bos indicus)
females were genotyped using lllumina Bovine SNP50 v2 BeadChip. Four strategies were
compared. The first and second strategies consists on a iterative exclusion of most related
individuals based on PLINK kinship coefficient (¢ij) and VanRaden’s oij, respectively.
The third and fourth strategies were based on a node selection algorithm. The fourth
strategy, Network G matrix, preserved the larger number of individuals with a better
diversity and representation from the initial sample. Determining the most probable
number of populations was directly affected by the kinship metric. Network G matrix was
the better strategy for reducing relatedness due to producing a larger sample, with more
distant individuals, a more similar distribution when compared with the full dataset in the
MDS plots and keeping a better representation of the population structure. Resampling
strategies using VanRaden’s ¢ij as a relationship metric was better to infer the
relationships among individuals. Moreover, the resampling strategies directly impact the
genomic inflation values in Genome-wide association studies. The use of the node
selection algorithm also implies better selection of the most central individuals to be
removed, providing a more representative sample.

Keywords: Bovine, Inbreeding, Genetic diversity, Population genetic structure, Cryptic
relatedness

Disponivel em: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/1755-0998.12746

DOI: https://doi.org/10.1111/1755-0998.12746

14



CAPITULO 2: Retelling the recent evolution of genetic diversity for
Guzerd: inferences from LD decay, runs of homozygosity and Ne over

the generations
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Abstract

Genetic diversity is the one of the most important issues in conservation studies of
livestock breeds or endangered species. In the present study, we tested the feasibility of
describing the recent evolution in genetic diversity through genome-wide SNP
genotyping and estimates of linkage disequilibrium decay patterns, effective population
size, inbreeding coefficient based on runs of homozygosity and population structure. We
choose the bovine indicine breed Guzera because it has suffered recent bottlenecks which
have been registered historically. A sample of 1,036 females was genotyped using
Illumina BovineSNP50. A resampling strategy was applied to correct for sampling biases
caused by the population structure in herds, and by the extensive use of some sires for
artificial reproduction. A subsample of 210 animals and 32,806 markers with MAF>0.01
was used. Very low linkage disequilibrium was detected for distances greater than 120Kb
between two markers. Furthermore, three points of decrease in effective population size
between generations were detected, which coincide with the historically registered
bottlenecks. The inbreeding coefficient, based on runs of homozygosity, confirmed a
strong contribution of the last 20-30 generations to current inbreeding. In the population
structure analysis, the most probable number of sub-populations is 2, reflecting selection
purpose (beef or dual-purpose). Taken together, these results allow a retelling of the
recent evolution of this breed. The strategy described here will be useful for other breeds
or even species for which a careful historical registry is not available for conservation
proposals.

Keywords: Genetic Diversity, Genome-wide Genotyping, Genetic structure, Bovine,
Guzera

Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141316302268

DOI: https://doi.org/10.1016/j.livsci.2016.10.006
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Discussao Geral

Os resultados obtidos no presente trabalho reforcam a necessidade do monitoramento da
diversidade genética da raca Guzerd através de parametros populacionais. Além disso, 0s
mesmos destacam a influéncia do nivel de parentesco genético presente na amostra nos
resultados obtidos, desta forma, indicando a necessidade da utilizacao de estratégias para
reduzir ou eliminar estes efeitos em estudos de monitoramento da diversidade genética e
em estudos de associacao.

No presente trabalho, foi testada a aplicabilidade de um algoritmo de selecdo de nos
baseados em graus de rede através de estatisticas de centralidade utilizando como
conector os valores de coeficiente de Kinship entre os individuos [36]. Esta metodologia
mostrou-se extremamente util, uma vez que os dados obtidos no presente trabalho
indicam uma interferéncia significativa do grau de parentesco em estimativas de
diversidade genética, corroborando os ja existentes na literatura [37-39].

Além disso, neste trabalho foi avaliado o desempenho do chip Illumina bovine SNP50
para a raca Guzerd. Os resultados de avaliacdo desta plataforma indicaram que a raga
Guzerda apresenta valores médios de MAF e proporcao de loci polimdrficos semelhantes
as racas zebuinas utilizadas na construcdo do chip (Nelore e Gir). Contudo, um nimero
elevado de marcadores fixados foi observado, aproximadamente 25% da plataforma. Isto
pode ocasionar uma baixa densidade de marcadores em determinadas regides do genoma
e consequentemente ocasionar estimativas equivocadas. Apesar disto, esta plataforma
apresentou resultados satisfatorios nas analises desenvolvidas no presente trabalho.

Até ao presente momento, nao ha estudos que avaliaram o padréo LD ao longo do genoma
da raca Guzera. No presente estudo, também foi observado um padréo inconsistente de
decréscimo de LD até intervalos intermarcadores de 20Kb, o que pode ser explicado pela
baixa densidade de pares de marcadores nestas distancias (a distdncia média entre 0s
marcadores apés a filtragem de controle de qualidade foi 76.265Kb). Estes resultados
aqui obtidos, foram muito semelhantes aos observados por O'Brien et al. (2014) [40].
Além disso, O'Brien et al. (2014) [40] também avaliaram o padrdo de queda do LD para
outras racas zebuinas (Nelore, Gir e Brahman), observando valores abaixo de 0,1 em
distancias maiores que 200Kb. No presente estudo, foi observado um padrao similar, onde
valores de r2<0,1 foram atingidos em distancias entre 120 e 140Kb.

A analise de LD por cromossomo apresentou 0s cromossomos 6, 7 € 14 como 0s
possuidores das maiores médias entre autossomas para r2 e | D '|. Outros estudos também
encontraram estes cromossomos como 0s possuidores das maiores médias de LD, tanto
em ragas zebuinas quanto em ragas taurinas [35, 41]. Os maiores valores de LD
observados nesses cromossomos podem refletir a presenca de importantes loci de
caracteristicas quantitativas relacionados com importantes tragos de producéo, tais
como, a producéo de leite, a resisténcia a parasitas e caracteristicas reprodutivas [42-45].

O desenvolvimento de mapas desequilibrio de ligagdo podem aumentar o poder e a
precisdo de estudos de associagdo e ocasionar uma melhoria dos processos de selecdo
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genética. Apesar da baixa densidade de marcadores em algumas distancias, 0 numero
total de marcadores obtidos no presente estudo, ap6s a filtragem de controle de qualidade,
esta de acordo com o numero de marcadores sugeridos por McKayet al. (2007) [26] para
estudos de desenvolvimento de mapas de LD (cerca de 30 mil).

A estrutura genética da populacéo e a distribuicdo das ROH ao longo do genoma foram
comparadas entre a amostra inicial (constituida pelos 1.036 animais incialmente
coletados) e as duas subamostras obtidas ap0s a filtragem de individuos pelos valores do
coeficiente de Kinship (“IBD sample” e “Centrality sample”). Os resultados da anélise de
estrutura populacional, conduzida através dos valores de Cross-validation error no
software Admixturel.23 [46], determinaram K=2 como o valor mais provavel para “IBD
Animals subsample” ¢ “Centrality Animals subsample”, enquanto para a amostra total o
valor mais provavel de K foi igual a 75. Estes resultados corroboraram os resultados
obtidos por Kehdi et al (2014) [47], onde o software Admixture 1.23 foi sensivel o
suficiente para detectar relagdes de parentesco existentes na amostra.

Os resultados da andlise de distribuicdo, niUmero e comprimento total das ROH entre os
individuos salientaram as vantagens da utilizacdo do algoritmo de selecdo de noés
baseados em graus de rede através de estatisticas de centralidade. A amostra “IBD
Animals subsample” apresentou cerca de metade do nimero de corridas e do
comprimento total das ROH quando comparado com a amostra total (1.036 animais) e a
subamostra “Centrality Animals subsample”. Este resultado pode ser explicado pelo fato
de que a estratégia de re-amostragem baseada selecdo de nos através de estatisticas de
centralidade ndo exclui todos os membros de uma rede familiar pertencente a amostra,
diferentemente do que ocorre na estratégia utilizada para a formacgao da amostra “IBD
Animals subsample”. Como animais aparentados compartilham longos segmentos
autozigotos [17], a exclusdo de todos os membros de uma familia reduzird a média geral
do nimero e comprimento das ROH na amostra. Além disso, 0 maior nimero de
individuos presente na amostra “Centrality Animals subsample” em relagdo a amostra
“IBD Animals subsample” (210 animais e 158 animais, respectivamente), também pode
ser responsavel pelo maior nimero de ROH observado na primeira. Além disso, a amostra
“Centrality Animals subsample” apresentou estimativas como o padrdo de desequilibrio
de ligacdo e proporcao de loci polimdrficos mais semelhantes a amostra total em relacéo
as estimativas obtidas na amostra “IBD Animals subsample”. Desta forma, a amostra
obtida através do algoritmo de selecdo de n6s baseados em graus de rede através de
estatisticas de centralidade (“Centrality Animals subsample”), foi selecionada como a
amostra alvo para as analises de diversidade genética e estrutura populacional da raca
Guzera que foram conduzidas no presente trabalho.

Na ultima década, um programa de Multipla Ovulagdo e Transferéncia de Embrides
(MOET) foi implementado, no Brasil, para a raca Guzera. Neste programa sao formadas
grandes familias de irmas e meias-irmas, assim, permitindo avaliar o potencial produtivo
de um touro pelo rendimento de suas irmas [4]. No entanto, o nicleo MOET exige uma
avaliacdo constante da diversidade genética, para seja evitado o uso de apenas um
pequeno numero de animais, que séo selecionados pelos indices de producédo da familia
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e submetidos a intensivos processos de selecdo. A preservacdo da diversidade genética €
crucial, uma vez que o sucesso do melhoramento genético pode ser prejudicado pela baixa
acurécia da selecdo e pelo risco do aumento da endogamia resultante deste pequeno
namero efetivo de animais utilizados na reproducgéo. Os efeitos deletérios da depressao
endogamia ja foram descritos, tanto em rebanhos taurinos quanto em zebuinos, afetando
caracteristicas como o desenvolvimento embrionario nas duas primeiras semanas pos-
fertilizacdo [7] e ocasionando baixa performance na producédo diaria de leite, idade no
primeiro parto e intervalo entre partos [48].

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram outros estudos que previamente
indicaram preocupantes estimativas de parametros genéticos, como baixo Ne e elevados
coeficientes de inbreeding, para a raca Guzera [8, 9, 48]. Alem disso, os resultados aqui
obtidos proporcionam uma analise retrospectiva dos eventos de reducdo populacional e
aumento de endogamia da raca Guzerd. Estes resultados permitiram observar,
possivelmente, a forte interferéncia de trés periodos durante o processo de
estabelecimento da raga no pais. O primeiro deles constitui a entrada da raga no pais no
final do século 19, periodo em que um pequeno efetivo populacional foi importado da
india e utilizado para a formagao de rebanhos. Esta hipotese é reforcada pela reducéo do
Ne observada entre 24 e 22 geracBes passadas e pela estabilidade dos valores de
contribuicdo de cada geragdo ao Fron até 20 geracOes passadas. Estas geragOes
correspondem a aproximadamente 120 anos atras, retomando o periodo de importacéo e
formagdo do primeiro rebanho Guzera no pais. Além disso, os outros dois eventos que
contribuiram drasticamente para a constituicdo populacional atual da raca também sédo
indicados pelas redugdes no Ne. Estes periodos correspondem a 12 e 8 geracGes atras, o
que corresponde as décadas de 1940 e 1970, respectivamente. Estes dois momentos sao
de grande importancia no estabelecimento da populacdo da raca Guzera. Por volta de
1940, existiu uma forte tendéncia do uso das fémeas da raca Guzera para a formacéo da
raca mestica Indulbrasil, o que contribuiu para uma forte reducdo do seu efetivo
populacional. Na década de 70 ocorreu a formagao dos “herd books” e os registros em
“livro fechado”, exigindo assim provas de paternidade do animal a ser registrado como
prole do cruzamento entre animais da raca Guzera (neste periodo, o exame de DNA ndo
era disponivel, assim as provas constituiam-se de comunicacdo de cruzamento e
nascimento, ou tipagens de grupos sanguineos, dentre outras). Além disso, o exame
morfotipico e o registro junto & Associagdo Brasileira de Criadores de Zebu era necessario
para que um animal fosse reconhecido como constituinte da raca. Todo este processo
reduziu o nimero de animais mesticos, que anteriormente eram considerados como
constituintes puros da raca, reduzindo assim o efetivo de rebanhos puros que poderiam
ser utilizados como reservatorios genéticos.

Os tamanho efetivo populacional e Fron obtidos para as geragfes mais recentes (10-2
geragdes atrds) foram muito semelhantes aos obtidos por Peixoto et al. (2010)[9]. Esta
semelhanca de resultados salientam duas importantes observagdes. A primeira, sobre a
metodologia aqui utilizada, corroborando elevadas correlagdes entre as estimativas
genéticas derivadas de metodologias utilizadas neste trabalho e estimativas obtidas
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através de dados de pedigree ja descritas na literatura [14, 21]. A segunda, indica a
necessidade da utilizacdo de estratégias de manutencdo da diversidade genética da raga
Guzera através de critérios de monitoramento da estrutura genética populacional. Isto
deve ocorrer devido a proximidade das estimativas de diversidade genética obtidas para
a raca estarem proximas do limiar onde a perda de diversidade genética ocasionada pela
deriva genética e depressdo endogamica € observada [49, 50].

A existéncia de dois principais componentes populacionais presentes na amostra utilizada
no estudo, evidenciada pela analise realizada no software Admixture 1.23, pode ser de
grande valia para o desenvolvimento das estratégias de manutencdo da diversidade
genética da raca. A utilizacdo de diferentes reservatorios genéticos para 0s processos de
cruzamento e formacdo de rebanhos € uma importante etapa para evitar a ocorréncia de
processos endogamicos e posterior reducdo da diversidade genética populacional.

Conclusao Geral

O presente trabalho foi o primeiro a avaliar o desempenho do chip Illumina Bovine
SNP50 para a raga Guzera, indicando, uma elevada proporcao de marcadores fixados na
plataforma, assim como observado para outras ragas zebuinas. Estes resultados reforcam
a necessidade da construcdo de um chip de genotipagem customizado para racas zebuinas.
Além disso, também foi o primeiro a obter estimativas de diversidade genética utilizando
abordagens em escala genémica para a raca Guzera. Os resultados aqui obtidos reforcam
a necessidade da utilizacdo de estratégias de aumento da diversidade genética para a raca,
devido aos indices relativamente baixos de diversidade genética observados neste e em
trabalhos anteriores. Contudo, o presente trabalho destaca-se por ter conseguido inferir a
contribuicdo de geragdes passadas ao atual estado de diversidade genética da raga,
contribuindo assim, para uma melhor escolha dos passos que devem ser dados para o
desenvolvimento das estratégias de manutencdo da diversidade genética. Além disso, a
aplicacdo de um algoritmo de selecdo de nés baseados em graus de rede através de
estatisticas de centralidade utilizando como conector o valor do coeficiente de Kinship,
permitiu uma avaliacdo livre de interferéncia de estrutura familiar. Desta forma,
possibilitou resultados que refletem de forma mais fidedigna, a diversidade genética
presente na raca. Adicionalmente, a amostra utilizada no presente trabalho foi constituida
de animais oriundos das principais fazendas pertencentes ao Programa Nacional de
Melhoramento do Guzera para leite. Assim, os resultados aqui obtidos refletem as
estimativas genéticas do principal reservatdrio genético da raca no pais e
consequentemente, da populacdo mais selecionada para a producdo leiteira.
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1. Durante o desenvolvido deste projeto, foi desenvolvido, na linguagem C++, um médulo
de deteccdo de ROH em associacdo com o professor Ricardo Ventura da University of
Guelph (Canada). O modulo faz parte de um software que contém uma série de fungdes
para auxiliar no processo de selecdo gendmica. Este médulo permite ao usuario detectar
ROH ao longo do genoma através dos dados de genotipagem utilizando a critérios pré-
definidos. Estes critérios baseiam-se no tamanho da janela de leitura utilizada pelo
software; o niUmero minimo de marcadores presente em cada corrida; a distancia minima
entre SNPs consecutivos; numero maximo de marcadores heterozigotos; e numero
méaximo de gendtipos perdidos. O usuario tem a possibilidade de alterar cada um destes
critérios e molda-los em relacdo aos seus objetivos. Como output o médulo disponibiliza
ao usuario uma tabela por cromossomo contendo todas as ROH por individuo e os dados
de inicio e fim de cada trecho. Este output pode ser usado para diversas analises baseadas
em dados de ROH, como por exemplo, a identificacdo de hotspots e coldspots de
homozigosidade ao longo do genoma.
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