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“O poder da ciéncia ndo estd em suas descobertas, mas em sua
estrutura: trata-se da Unica atividade humana projetada para
reconhecer, revisar e aprender com 0s proprios erros”

Pasternak & Orsi
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Resumo

O genoma animal é caracterizado por extensas regides homozigoticas, em que haplotipos
idénticos foram herdados ao longo das geracbes. A extensdo de cada corrida de
homozigose é determinada, em parte, pelo nimero de geracfes analisadas e pela conexao
genética existente entre os animais avaliados. Por outro lado, extensas regides
heterozigoticas também podem ser observadas, as quais podem estar relacionadas ao
cruzamento entre ragas ou associadas ao desequilibrio de ligacdo. Com isso, entende-se
que um dos principais aspectos estudado no ambito da genética populacional é a
verificacdo da possivel diversidade existente entre espécies, racas e rebanhos. A
diversidade torna-se assim, um importante ponto de observacdo, visto que seu declinio
pode resultar em menores respostas a sele¢cdo. Com isso, nosso objetivo foi investigar a
estrutura populacional de diferentes racas bovinas, verificando a existéncia de regifes em
homozigoses e heterozigose no DNA bovino e altera¢fes nas frequéncias dos gendtipos
devido a pressbes seletivas, bem como compara-las com a finalidade de observar as
divergéncias e/ou semelhancas genéticas existentes. Para tal, bovinos de diferentes racas
e aptiddes foram genotipados com painéis de diferentes densidades, juntamente com
informacdes de sequéncias do genoma completo, e as informacdes adquiridas utilizadas
para verificar as regides do DNA autossomais dos bovinos. Essas regides também foram
utilizadas para verificagdo da existéncia de assinaturas de selecdo, endogamia,
desequilibrio de ligacdo, tamanho efetivo populacional, além da identificacdo dos genes
candidatos presentes nas regifes com alta homozigose e heterozigose. A caracterizacdo
uma nova raca bovina desenvolvida no sul do Brasil para sistemas de producédo a pasto
(Purund), o qual apresentou proximidade genémica com ragas utilizadas na formacdo,
porém com particularidades que ndo permitem uma avaliacdo multirracial. Os resultados
desse projeto permitiram caracterizar geneticamente algumas das principais ragas de
bovinos, possibilitando aprofundar o conhecimento genémico nas ragas estudadas, bem
como resultados que poderdo servir de guia em estudos futuros na area de diversidade

genética animal.

Palavras chaves: endogamia, frequéncia génica, haplotipos, similaridade genética



Abstract

The animal genome is characterized by long homozygous regions, in which identical
haplotypes had been inherited over generations. The extension of each run of
homozygosity is determined, in part, by the generations' number analyzed and the genetic
relationship among animals evaluated. Still, long heterozygous regions can be observed,
and it can be related to crosshbreeding or associated with linkage disequilibrium.
Therefore, it is understandable that one of the main aspects of genetic population studies
is the verification of possible diversity among species, breeds, and cattle. Diversity
becomes an important point of observation since the decrease in diversity can result in
lesser selection results. With this, our main goal was to investigate the population
structure of different bovine breeds, checking the existence of homozygous and
heterozygous regions at bovine DNA and possible changes in genotype frequencies due
to selection pressure, as well as comparing them to observe the genetic differences and/or
resemblances. Thus, bovines of different breeds and purposes were be genotyped with
different densities SNP panels, together with whole genome sequence, and the
information acquired used to check the bovine autosomal DNA regions. These regions
also were checked for selection signature, inbreeding, linkage disequilibrium, effective
population size, besides genes identification that appears in regions with high
homozygosity and heterozygosity. The characterization of a new bovine breed, developed
in Southern Brazil for production in pasture-based systems (Purund), which showed
genomic similarity with the breeds used in the formation of the breed, but with
particularities that do not allow a multi-breed evaluation. Besides, the characterization of
the impact of different parameters on the evaluation of the heterozygous-enriched region,
proves that different parameters regulated the detection of heterozygous-enriched regions.
The results of this project make it possible to genetically characterize some of the main
breeds of cattle, making it possible to deepen the genomic knowledge of the studied
breeds, as well as results that may serve as a guide for future studies in the area of animal

genetic diversity.

Keywords: genetic frequency, genetic similarity, haplotypes, inbreeding



19

INTRODUCAO

A intensificacdo do uso de selecdo gendmica, aliado a avancos de técnicas
reprodutivas tem facilitado a rapida dispersdao de animais com alto valor genético em
diversas populacdes de bovinos (ZANELLA et al., 2018). Com isso, grandes avancos na
producdo animal tém sido alcancados principalmente para caracteristicas de dificil
mensuracdo, mensuragdes somente em um dos sexos, ou ainda, que ndo pudessem ser
mensuradas em vida. Avancos produtivos mais rapidos também séo uma das vantagens da
utilizacdo de ferramentas genémicas, uma vez que selecdo pode ser realizada em animais
ainda jovens, conforme o mérito genético estimado precocemente. Porém, verifica-se que
um aumento nos niveis de endogamia ainda esta presente nas populagdes, mesmo com o
acesso ao conhecimento de segregacfes mendelianas com maior precisdo (BAES et al.,
2019), ocasionando algumas perdas na diversidade genética populacional pelo aumento
de homozigoses em determinadas regides do genoma.

Com a aumento da homogeneidade genética, além do ndo acompanhamento de
tal, resultados como baixas variagdes genéticas, baixas respostas a selecdo, ou ainda,
aparecimento de homozigoses deletérias podem surgir na populacdo (FORUTAN et al.,
2018) prejudicando a producgdo animal. Com isso, observar a estado da diversidade
genética da populacao, bem como modificagdes do genoma bovino, podem auxiliar no
direcionamento genético em selecbes de caracteristicas de interesse econémico e
potencializar ganhos das selecdes genéticas realizadas.

Dada a importancia da mantenca da variabilidade das populacdes na diversidade
genética, é imprescindivel o acompanhamento em conjunto das taxas de homozigose e
heterozigose como ponto importante da diversidade em programas de melhoramento
animal e o efeito das préaticas de domesticacdo e sele¢do sobre estas (FERREIRA DE
CAMARGO, 2019). A mensuragdo dos niveis de heterozigose podem fornecer fortes
indicios de como os individuos estdo relacionados em grandes populacGes, alem de
favorecer a diminuicdo de riscos de aparecimento de variantes deletéria, sendo possiveis
fontes de protecdo contra doengas ligadas a essas (SAMUELS et al., 2016). Porém,
poucos estudos ainda visam a utilizacdo dessa na verificagdo das estruturas
populacional, e no auxilio a mecanismos que venham a favorecer a variabilidade dentro de
programas de melhoramento animal.

A estimacdo dos niveis de homozigose e heterozigose revela importante
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informac&o sobre a diversidade animal, sendo a mantenga dos baixos niveis de endogamia
bem como variagdo genética existente na populacdo um desafio no setor pecuério,
principalmente com a intensificacdo dos sistemas de producdo (ZANELLA et al., 2018).
Sendo assim, 0 acesso a estrutura populacional bem como a andlise da diversidade
genética € uma importante parte da avaliacdo dos programas de melhoramento genético
(LI et al., 2020). Esse acesso as informacOes poderdo auxiliar nos sistemas de
acasalamento norteando selecdes mais eficazes, uma vez que havera a identificacdo da
diversidade existente entre e dentro de populaces.

Sabe-se que a diversidade genética ndo é estatica, sendo um processo continuo de
criagéo e perdas de acordo com os processos utilizados sob a populacdo. A mantenca de
suficiente diversidade genética € importante para a sustentabilidade dos diferentes tipos
de populacdo selecionados (FORUTAN et al., 2018), mesmos 0s processos aplicados
sobre as populagdes afetando essa. Muitos dos trabalhos realizados até entdo incorporam
as informacdes dos painéis de genotipagem de SNPs para identificar a atual situacdo da
diversidade existente, os quais sdo comumente usados em programas de selecdo gendmica
(SZMATOLA et al., 2016). Uma das diferentes abordagens ainda pouco utilizada nos
estudos de genética de populacdo em animais é a utilizacdo da sequéncia do genoma
completo para tais estudos. As abordagens baseadas no sequenciamento do genoma
completo fornecem possibilidades adicionais para a investigacdo da diversidade genética
de racas bovinas (WELDENEGODGUAD et al., 2019), essas informacdes podem melhor

caracterizar a populacao adicionando robustez e melhor acuracia aos dados encontrados.

REVISAO DE LITERATURA

Os diferentes objetivos de selecdo levaram a diferentes caracterizagOes entre as
racas bovinas. Ao longo do tempo, as racas distintas estabeleceram caracteristicas
proprias que definiriam uma especificidade as populagdes, como producéo, robustez,
padrdes raciais, aspectos qualitativos e quantitativos, entre outras. Para que fossem
atingidos tais objetivos, gendtipos superiores foram selecionados para as caracteristicas
desejadas, perpetuando-se ao longo das geraces.

Com a possibilidade de se avaliar o genoma animal, verificou-se que tal pratica
poderia propiciar a avaliacdo de regides que determinassem a homozigosidade de

hapl6tipos, distribuidos por todo o genoma (KIM et al., 2013), gerando longos trechos
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ininterruptos conhecidos como corridas de homozigose ou ROH. Esses longos trechos
homozig6ticos sdo em decorréncia da transferéncia de hapl6tipos pelos progenitores
idénticos aos seus descendentes (PURFIELD et al., 2012), normalmente relacionados a
aproximacdo genética desses devido a algum ancestral em comum.

As ROH’s tem sido estudadas como uma forma de verificar e distinguir a historia
das populacdes e suas estruturas em diversas espécies (PURFIELD et al., 2012). Através
do comprimento desses segmentos € possivel estabelecer se a homozigose € oriunda de
um processo endogamico recente, onde 0os comprimentos desses segmentos sdo maiores,
ou proveniente de um antigo ancestral em comum, onde curtos segmentos sao distribuidos
no genoma (FORUTAN et al., 2018). Outra propriedade da aplicagdo de estudos de
ROH’s, ¢ a verificagdo da composicdo genética populacional, na avaliacdo de possiveis
assinaturas de selecdo presentes nos rebanhos. Essas sdo tidas como alteracOes
genotipicas em populagdes submetidas a alguma forma de pressdo seletiva (natural ou
artificial), as quais podem ser caracterizadas pelo aumento da frequéncia de alelos em um
ou mais genes ou grupo de genes (BERTOLINI et al., 2018). Com isso, é possivel
verificar se houve algum tipo de reducdo, eliminacdo ou alteracdo na variacdo genética
populacional, ou ainda a identificacdo de genes envolvidos em processos relacionados a
produtividade dos animais.

O estudo das ROH’s também possibilitam avaliagdes secundarias do genoma,
permitindo analises genéticas mais profundas, como a verificacdo de taxas de
consanguinidades, mapeamento e identificacdo de alelos deletérios recessivos,
caracterizacdo da demografia, da estrutura e do historico das populagdes e ainda estimar
genomicamente o parentesco e a autozigosidade individual e populacional (REBELATO;
CAETANO, 2018a). Através dessas, avaliagbes mais acuradas da caracterizacdo e
diversidade da populagdo sdo possiveis de serem realizadas uma vez que o que se levaem
consideracdo os préprios genotipos dos animais como base das informac6es (FORUTAN
et al., 2018).

A distribuicdo e o padrdo com que as ROHs aparecem sob o genoma podem
indicar padrdes de eventos de sele¢do (seja natural relacionados a adaptabilidade da
populacéo ou artificial por selecdo de caracteristicas importantes por longo periodo) sendo
um ponto chave nos programas de melhoramento animal (NANDOLO et al., 2018). Com

isso, torna-se possivel visualizar e identificar padrées de haplo6tipos caracteristicos de
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racas ou espécies, fixados em consequéncia de pressdes seletivas (REBELATO;
CAETANO, 2018).

Dada a natureza aleatoria dos eventos de recombinagdo, a ocorréncia das ROH’s
é altamente heterogénea em todo 0 genoma, e 0s pontos de alta incidéncia de ROH’s em
um grande namero de amostras podem ser indicativos de pressdo seletiva (ZAVAREZ et
al., 2015), sendo essas pressoes estabelecidas conforme a especificidade da raga. Essas
regides com altas quantidades de homozigose podem ser definidas como ilhas de ROH’s
e sdo regides gendémicas com reducdo da diversidade genética e, consequentemente, alta
homozigose ao redor do locus selecionado que podem ter sido alvo de selecdo positiva e
forte presséo seletiva (MAIORANDO et al., 2018; PERIPOLLLI et al., 2018). Semelhante
as analises de ROH’s, as corridas de heterozigose (runs of heterozygosity — ROHet) ou
regides ricas em heterozigose (heterozygous-enriched regions — HER) sdo tidas como
regides do genoma com altos niveis de heterozigosidade alélica. Essas regides estdo ligadas
a diversidade genética da populacdo e podem contribuir com caracteristicas importantes
como fertilidade e taxas de sobrevivéncia (MC PARLAND; KEARNEY; BERRY, 2009), ou
ainda como saude e resisténcia a doencas (TSAIRIDOU et al., 2018).

Apesar do conhecimento dos beneficios e acompanhamento da heterozigose
dentro da producdo animal, pouco se tem feito para identificar essas regides com alta
diversidade genética. Como beneficio da aplicacdo dos estudos com HERs, esses podem
fornecer indicios sobre alguns parametros como selecdo negativa, introgressao e regides
com grande variacdo no genoma que podem estar atuando nas populacdes em estudo
(MARRAS et al., 2018), assim uma completa descri¢do da estrutura populacional pode
estar sendo realizada ao se unir as metodologias de identificacdo de homozigose e
heterozigose nos estudos de diversidade genética.

A diversidade genética é um dos principais pilares da biodiversidade dentro e
entre populagdes, sendo importante a sua analise em programas de melhoramento
genético devido a essa ser um indicativo da variagdo herdavel existente dentro e entre
populagdes (LI et al., 2020). As avali¢des por genotipagem permitem que haja a avaliagcdo
da diversidade populacional bem como a distancia genéticas entre popula¢des (PORTO-
NETO et al., 2013) identificando a estrutura genética existentes. Essa estrutura refere-se
as diferencas geneticas que existem entre grupos e/ou populacGes de diferentes regides

geogréficas e produtivas. Como resultado dessas diferencas genéticas podemos encontrar
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diferentes efeitos nas frequéncias de alelos de variantes genéticas entre populacfes e
quando essas ndo sdo levadas em consideragcdo potenciais erros e viés nas estimativas
podem acontecer nas respostas a selecédo (TEO, 2008).

Ao se mensurar a diversidade genética entre populacdo é possivel estabelecer a
situacdo genética populacionais e historico de selegdo estabelecido entre tais (MARTIN-
BURRIEL; GARCIA-MURO; ZARAGOZA, 1999). O conhecimento da distancia
gendmica entre rebanhos é util para se explorar a heterozigosidade entre populac6es
distintas, onde a homozigosidade pode estar estabelecendo algum efeito sobre
determinada populacdo (KELLEHER et al., 2017), influenciando os potenciais ganhos da
selecdo. O objetivo desse trabalho foi analisar a estrutura populacional de diferentes
populacdes de bovinos, contrapd-las e assim, melhor caracteriza-los para fins de
conservacao de recursos genéticos e melhoramento genético. Mais especificamente:

e ldentificar e comparar as ROHs e HERs dentro e entre populagdes,
caracterizando as diferencas no processo de selecéo a longo prazo;

e Analisar a assinatura de sele¢cdo no genoma bovino das diferentes racas e
as alteracdes em populacdes submetidas a pressao seletiva;

e Analisar a diversidade gendmica existente entre as populacdes de bovinos;

e Contrapor os resultados obtidos com painéis de menor densidade com as
sequencias completas do genoma bovino;

e Caracterizar genética e genomicamente a populacdo de bovinos da raca
Purund, identificando os niveis de endogamia, tamanho efetivo
populacional e estrutura e histérico da populacao.

e Caracterizar o efeito de diferentes pardmetros na identificagdo de HER em
sequéncias completas do genoma e painéis de SNP na populagdo de

bovinos Holandés.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE CORRIDAS DE HOMOZIGOSE, REGIOES RICAS
EM HETEROZIGOSE E ESTRUTURA POPULACIONAL DE POPULACOES
DE BOVINOS SELECIONADAS PARA DIFERENTES OBJETIVOS DE
SELECAO
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Resumo

O declinio nos niveis da diversidade genética em rebanhos pode resultar em reducéo a
resposta a selecdo, maior incidéncia de defeitos genéticos e depressdo endogamica. Nesse
contexto, varias medidas tém sido propostas para avaliar o nivel da diversidade genética
em populacOes selecionadas. Portanto, os objetivos deste estudo foram: 1) investigar a
estrutura populacional de 16 populagdes de bovinos de 15 diferentes racas puras ou
compostas, selecionadas para diferentes objetivos de selecdo; e, 2) identificar e comparar
corridas de homozigose (runs of homozigosity - ROH) e regides ricas em heterozigose
(heterozygous-enriched regions - HER) com base em diferentes painéis de polimorfismo
de nucleotideo Unico (single nucleotide polimorphism - SNP) e dados de sequéncia do
genoma completo (whole-genome sequence - WGS), seguidos por analises genémicas
funcionais. Um total de 24.187 ROH foram encontradas em todas as populacdes de
bovinos, com 55% classificados com o tamanho de 2-4 Mb. Quatorze ilhas de homozigose
foram encontradas em cinco populagdes, onde quatro ilhas de ROH localizadas nos
cromossomos BTAL, BTA5, BTAL16 e BTA19 se sobrepuseram entre as racas Brahman
(BRM) e Gir (GIR). A analise funcional dos genes encontrados nessas ilhas revelou genes
candidatos conhecidos por desempenhar papeis nas vias da melanogénese, sinalizacéo de
prolactina e vias de sinalizacdo de célcio. As correlagBes entre as medidas de endogamia
variaram de 0,02 a 0,95, onde os métodos com base em gendtipos homozigotos (Fxom ),
unido de gametas (Funi ) e variancia aditiva genotipica (Ferm ) apresentaram fortes
correlacgdes entre si. Todos os métodos apresentaram correlacdes baixas a moderadas com
o coeficiente de endogamia com base na corridas de homozigose (Fron ). Para a HER,
3.576 corridas e 26 ilhas, distribuidas sobre todo o genoma autossomal, foram
encontradas em regiGes contendo genes relacionados principalmente ao sistema
imunoldgico, indicando possivel balanco de sele¢cdo. Embora as analises com WGS nao
tenham permitido a detec¢do dos mesmos padrdes das ilhas, elas revelaram novas regides
ndo capturadas ao usar dados de painel de SNP. As populac¢Ges bovinas que apresentaram
maior quantidade de ROH e HER foram Senepol (SEN) e Montana (MON),
respectivamente. Ilhas ROH sobrepostas foram identificadas entre as racas GIR e BRM,
indicando uma possivel conex&o historica entre as populacdes. A distribuicdo e o padréo
de ROH e HER foram especificos de cada populacdo, indicando que diferentes racas

experimentaram processos de selecdo divergentes ou diferentes processos genéticos.
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Abstract

A decline in the level of genetic diversity in livestock can result in reduced response to
selection, greater incidence of genetic defects, and inbreeding depression. In this context,
various metrics have been proposed to assess the level of genetic diversity in selected
populations. Therefore, the main goals of this study were to: 1) investigate the population
structure of 16 cattle populations from 15 different pure breeds or composite populations,
which have been selected for different breeds goals; and 2) identify and compare runs of
homozygosity (ROH) and heterozygosity-enriched regions (HER) based on different
single nucleotide polymorphism (SNP) panels and whole-genome sequence data (WGS),
followed by functional genomic analyses. A total of 24,187 ROH were found across all
cattle populations, with 55% classified in the 2-4 Mb size group. Fourteen homozygosity
islands were found in five populations, where four ROH islands located on BTA1, BTA5,
BTA16, and BTA19 overlapped between the Brahman (BRM) and Gyr (GIR) breeds. A
functional analysis of the genes found in these islands revealed candidate genes known
to play a role in the melanogenesis, prolactin signaling, and calcium signaling pathways.
The correlations between inbreeding metrics ranged from 0.02 to 0.95, where the methods
based on homozygous genotypes (FHOM), uniting of gametes (FUNI), and genotype
additive variance (FGRM) showed strong correlations among them. All methods yielded
low to moderate correlations with the inbreeding coefficients based on runs of
homozygosity (FROH). For the HER, 3,576 runs and 26 islands, distributed across all
autosomal chromosomes, were found in regions containing genes mainly related to the
immune system, indicating potential balancing selection. Although the analyses with
WGS did not enable detection of the same island patterns, it unraveled novel regions not
captured when using SNP panel data. The cattle populations that showed the largest
amount of ROH and HER were Senepol (SEN) and Montana (MON), respectively.
Overlapping ROH islands were identified between GIR and BRM breeds, indicating a
possible historical connection between the populations. The distribution and pattern of
ROH and HER are population specific, indicating that different breeds have experienced

divergent selection processes or different genetic processes.

Keywords: autozygosity; runs of heterozygosity; inbreeding coefficient; signature of

selection
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Introducéo

Desde a domesticacdo dos bovinos, que ocorreu ha cerca de 10.000 anos (PITT et
al., 2019), mais de 1.000 racas (FELIUS et al.,, 2011; FELIUS, 1995) foram
desenvolvidas por meio da selecdo para diferentes caracteristicas e objetivos de criacao.
Portanto, bovinos sdo um valioso modelo animal para estudar mudangas genémicas em
resposta a processos como selegéo, cruzamento e domesticacdo (MASTRANGELO et al.,
2018b). A selecdo genética para caracteristicas especificas pode resultar em assinaturas
de selecdo, que se caracterizam por regides gendmicas com reduzida variabilidade
genética, ou seja, maior concentracdo de alelos homozigotos (MARCHESI et al., 2018).
Nesse contexto, varios estudos tém revelado que uma das consequéncias da selecdo
intensiva € o aumento da homozigose (BAES et al., 2019), resultando na perda da
diversidade genética dentro das populacées (FORUTAN et al., 2018; PURFIELD et al.,
2012). Aléem disso, altos niveis de endogamia estdo diretamente relacionados a uma maior
incidéncia de ROH, que, se ndo for controlada, pode resultar em outros problemas, como
anomalias congénitas (FORUTAN et al., 2018) e depressdo endogamica (CURIK;
FERENCAKOVIC; SOLKNER, 2014).

Um efeito dessas concentragdes de alelos homozigotos € o surgimento de ROH.
Uma ROH é definida como o comprimento continuo de gen6tipos homozigotos que estdo
presentes no genoma de um individuo devido aos progenitores transmitirem hapl6tipos
idénticos aos seus descendentes (PURFIELD et al., 2012). A identificacdo de ROH
permite estimar parametros relativos a estrutura genética e histérico da populacéo,
incluindo autozigosidade e coeficientes de endogamia (REBELATO; CAETANO,
2018b). Dada a natureza aleatdria da recombinacéo, a ocorréncia de ROH é altamente
heterogénea em todo 0 genoma, onde regides com alta incidéncia de ROH em um grande
numero de amostras é indicativo de uma pressdo de selecdo sofrida por essa populacao
(ZAVAREZ et al., 2015). Estudos anteriores foram realizados para avaliar a incidéncia
de ilhas ROH em populagdes bovinas (e.g., DIXIT et al. (2020) , PERIPOLLI et al.
(2018)), bem como em muitas outras espécies (e.g., ONZIMA et al. (2018)).

Regides ricas em heterozigose, também conhecidas como corridas de
heterozigose, consistem na identificacdo de regibes gendmicas com alta variabilidade,
podendo fornecer informacdes sobre a diversidade populacional e historico evolutivo
(SAMUELS et al., 2016). Por exemplo, Biscarini et al. (2020), Marras et al. (2018), e
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Santos et al. (2021) identificaram HER em bovinos, aves e equinos, respectivamente. Este
método visa identificar regides gendmicas com alta variabilidade genética, fornecendo
informacdes sobre o nivel de diversidade genética da populacdo e histérico evolutivo
(SAMUELS et al., 2016), bem como identificar segmentos especificos no genoma onde
a manutencao de maior diversidade genética pode ser benéfica (BISCARINI et al., 2020).

A diversidade genética ndo é estatica, sendo um processo continuo de criagdo e
perda de acordo com as mudancas evolutivas e de selecdo de uma populacdo. A
manutencdo de suficiente diversidade genética € importante para a sustentabilidade a
longo prazo das populacdes (FORUTAN et al., 2018; PERIPOLLI et al., 2017,
PURFIELD et al., 2012). Grande parte dos estudos de diversidade genética foram
realizada com base em dados de painéis de SNP, que sdo comumente usados em
programas de melhoramento gendmico (SZMATOLA et al., 2016). Alternativamente,
WGS oferece uma oportunidade para avaliar com mais precisao a diversidade genética
em racas bovinas (WELDENEGODGUAD et al., 2019). Isso é possivel devido a maior
cobertura do genoma ao usar dados WGS. Além disso, o uso de dados de WGS pode
revelar variantes raras e comuns em ROH/HER que ndo foram identificadas ao usar
apenas dados de painéis de SNP. Portanto, novas possibilidades para entender melhor a
estrutura genémica envolvida nas regides em ROH/HER podem ser reveladas para novas
populacBes ou caracteristicas (CEBALLOS; HAZELHURST; RAMSAY, 2018).

Os principais objetivos deste estudo foram: 1) caracterizar a estrutura
populacional de 16 populacGes de bovinos de 15 racas puras ou cruzadas selecionadas
para diferentes objetivos de selecdo; 2) quantificar e classificar ROH e HER em cada
populacdo com base em seu comprimento e parametros alternativos de deteccéo; 3)
realizar analises de anotacgdo funcional para identificar genes candidatos e vias envolvidas
nas regides gendmicas com maior concentracdo de ROH e HER; 4) estimar coeficientes
de endogamia e tamanho efetivo da populagdo com base em informac6es gendmicas; e,
5) comparar os resultados obtidos nas analises de SNP e WGS.



34

Material e Métodos

Gendtipos

Um conjuntos de dados genémicos de 16 populacdes de bovinos (n = 2.415)
espalhados pelo mundo todo selecionados para diferentes propositos foram usados neste
estudo. O tamanho amostral de cada raca e a densidade dos painéis SNP utilizados s&o
apresentados na Tabela 1. Esses conjuntos de dados foram fornecidos por: Universidade
de Purdue (West Lafayette, IN, EUA) — dados do cruzamento Angus x Simental
(ANGSIM - populacdo F1); Universidade de Sdo Paulo ( Pirassununga , SP, Brasil) —
dados da populagdo composta Montana Tropical (MON); Pecuéria Katayama Ltda
(Guararapes, SP, Brasil) — forneceram os dados da raca Nelore com dois painéis SNP:
35K (NEL35) e 50K (NEL50); o banco de dados WIDDE ( (SEMPERE et al., 2015)-
http://widde.toulouse.inra.fr/widde/ ) dados de Angus (ANG), Borgou (BOR), Brahman
(BRM), Creolo de Guadalupe (CGU), Charolés (CHL), Gir (GIR), Hereford (HFD),
Holandes (HOL), Jersey (JER), Limousin (LMS), Senepol (SEN) e Santa Gertrudis

(SGT). Para aumento do tamanho amostral em algumas ragas, conjuntos de dados de

painéis SNP de alta densidade e 50K foram mesclados, como o caso das racas ANG,
BRM, GIR, HFD, JER e LIM. Isso feito através da plataforma WIDDE antes do download
dos dados. Todas as coordenadas dos SNP foram atualizadas para 0 genoma de referéncia
ARS-UCD 1.2 (ROSEN et al., 2020) antes da realizacdo das analises.
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Tabela 1 - Rebanhos utilizados no estudo com as respectivas amostragens (N), sigla
referente ao rebanho, densidade do chip de genotipagem e o banco de dados
ao qual se encontram 0s genotipos

Populacgao N Abreviacdo Densidade BASE DE DADOS
ANGUS 99 ANG 46.989 WIDDE
ANGUS x SIMENTAL 487 ANGSIM 52,597 Purdue
BORGOU 158 BOR 52.497 WIDDE
BRAHMAN 70 BRM 46.989 WIDDE
CRIOLO DE GUADALUPE 140 CGU 52.497 WIDDE
CHAROLES 62 CHL 46.989 WIDDE
GIR 50 GIR 46.989 WIDDE
HEREFORD 61 HFD 46.989 WIDDE
HOLANDES 137 HOL 46.989 WIDDE
JERSEY 84 JER 46.989 WIDDE
LIMOUSINA 87 LMS 46.989 WIDDE
MONTANA 271 SEG 51.084 USP
NELORE 35K 209 NEL35 35.237 Katayama
NELORE 50K 192 NEL50 54.791 Katayama
SENEPOL 153 SEN 52.497 WIDDE
SANTA GERTRUDIS 55 SGT 46.989 WIDDE

Controle de qualidade

O controle de qualidade (CQ) dos gendtipos foi feito separadamente para cada

analise. Para ROH e HER, SNPs com call-rate inferior a 0,90, posicdes duplicadas,

presente em cromossomos ndo autossomais ou sem posicao definida foram removidos.

Para as demais andlises, a frequéncia do alelo menor (MAF < 0,05) e os parametros de

equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE < 107) também foram usados para filtrar os SNPs.

A densidade dos painéis de genoétipos e a quantidade de SNP descartados em cada QC

séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Estatisticas descritivas dos conjuntos de dados gendmicos ap0os 0

controle de qualidade do gendtipo

Racas N SNP  Call-rate dup NA/SPD Totall MAF HWE Total?2
ANG 99 46.989 260 0 0 46.729  10.399 19 36.311
ANGSIM 487 52597 0 0 4.014 48583 9.633 31 38.919
BOR 158 52.497 1.315 0 0 51.182 16.525 161 34.496
BRM 70 46.989 1.047 0 0 45,942  19.456 44 26.442
CGU 140  52.497 3.435 0 0 49.062 10.428 130 38.504
CHL 62 46.989 401 0 0 46.588 9.352 18 37.218
GIR 50 46.989 1.260 0 0 45729  24.289 33 21.407
HFD 61 46.989 252 0 0 46.737 8.816 105 37.816
HOL 137 46.989 1.350 0 0 45639 9416 16 36.207
JER 84 46.989 1.377 0 0 45.612 13.163 56 32.393
LMS 87 46.989 243 0 0 46.746  9.925 37 36.784
SEG 271 51.084 0 0 0 51.084 142 127 50.815
NEL35 209 35.237 780 16 1.624 32817 2529 1.385 28.903
NEL50 192 54.791 942 9 3.647 50.193 9.895 1.804 38.494
SEN 153  52.497 1.633 0 0 50.864 12.635 91 38.138
SGT 55 46.989 619 0 0 46.370  9.768 28 36.574

N: nimero de animais utilizados nas analises; dup: SNPs duplicados; NA / SPD: SNPs ndo autossémicos

ou SNPs sem posicBes definidas; Total 1: nimero de SNPs usados para anélises de ROH e HER; Total 2:

nimero de SNPs usados na endogamia e analises de tamanho efetivo da populacdo realizadas; MAF:

frequéncia do alelo menor; HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg; Todas as abreviaturas de raga séo

definidas na Tabela 1

Corridas de homozigose

O software PLINK v1.9 (PURCELL et al., 2007) foi utilizado para a identificacéo
de ROH com base nos seguintes critérios:

a) 1 SNP heterozigoto e 1 ausente foram permitidos;

b) A sobrebosi¢éo de janelas utilizada foi de 0,05;

c) A distancia entre dois SNPs consecutivos ndo poderia ser superior a 1.000 kb;

d) O comprimento minimo de uma ROH de 500 kb;
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e) O nudmero minimo de SNPs consecutivos que criam uma ROH deve ser igual ou
superior a 30;
f) A densidade de 1 SNP a cada 50 kb;
g) Uma janela gendmica de 50 SNPs.
As ROHs foram classificadas nas seguintes classes: <2 Mb, 2-4 Mb, 4-8 Mb, 4-16 Mb e
>16 Mb. As regides de ROHs presentes em pelo menos 50% mais um dos individuos
foram consideradas como ilhas de ROH, e foram utilizadas para posteriores analises

funcionais.

Regides Ricas em Heterozigose
O pacote detectRUNS (BISCARINI et al., 2019) foi utilizado para a detec¢éo de

HER seguindo dois métodos — a metodologia baseada em janelas de SNP e a metodologia
baseada em SNPs consecutivos. O método com janelas é usado para escanear 0 genoma
e 0s parametros da janela selecionados para determinar se 0 SNP esté incluido ou ndo em
uma HER. A metodologia baseada em SNPs consecutivos verifica SNP por SNP no
genoma. Para as analises das janelas de SNP, os seguintes parametros foram
considerados:

a)  Uma janela de 50 SNPs;

b)  Um minimo de 20 SNPs consecutivos que constituem uma ROH,;

c)  Comprimento minimo de 500 kb;

d) A densidade de 1 SNP a 100 kb;

e)  Permitindo o nUmero minimo de dois SNP homozigotos e um ausente; e,

f)  Ointervalo maximo entre SNPs consecutivos ndo pode ser maior que 1.000 kb.
Para a analise de SNPs consecutivos, foram considerados 0s seguintes parametros:

a)  Um numero minimo de 20 SNPs consecutivos constitui um HER;

b)  Comprimento minimo de 500 kb;

c)  permitido um minimo de dois SNP homozigotos e um ausente; e,

d) O intervalo maximo entre SNPs consecutivos ndo pode ser superior a 1.000 kb.
As regides gendmicas que apresentaram pelo menos 10% da populagdo com HER foram
incluidas nas andlises funcionais subsequentes.

Para entender melhor o impacto das modificacGes de parametros na identificacdo

de HER, analises adicionais usando diferentes parametros foram realizadas para 0s
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principais parametros utilizados na determinagdo de HER, incluindo: a distancia entre
SNPs consecutivos (500 a 5.000 kb), e numero de SNPs homozigotos permitidos em uma
HER (0 a 5) e nimero de SNPs ausentes permitidos em uma HER (0 a 5). Neste caso, as
duas populagdes com maior quantidade de HER foram utilizadas para testar o impacto de

alteracdes de parametros nos resultados de HER (MON e NEL50).

Estrutura genémica da populacéo

Coeficiente de endogamia gendmico

Cinco modelos de estimativas de coeficientes de endogamia foram analisados. O
primeiro método foi baseado nos gen6tipos homozigotos observados e esperados (Fromz),
calculados como (PURCELL et al., 2007):

_ Hexp — Hops
FHOMl - H
exp

onde, H,,, € 0 valor esperado para genotipos homozigotos e H,,s € 0 valor observado
para gendtipos homozigotos.

O segundo método foi baseado na variancia aditiva do genotipo (Ferm), usando o
seguinte modelo (VANRADEN, 2008):

[xih_i%li] no qual h; = 2p;(1 — p;)

Ferm =
onde, x i é o niumero de copias do alelo de referéncia do i SNP, pi é a frequéncia do alelo
de referéncia na populacdo. Semelhante ao primeiro método, a metodologia From2 foi

baseada nos genotipos homozigotos seguindo o modelo:

x; * (2 —x;)
FH0M2:1_—l - l
14

Os modelos acima séo todos dependentes da frequéncia alélica dos genotipos, por
esta razdo, um quarto modelo foi aplicado com base na correlacdo entre unido de gametas
(Funi) usando o seguinte modelo (YANG et al., 2010):
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[x? — (1 + 2p;) * x; + 2p7]
Fyni = .
L

O ultimo método foi baseado na soma do comprimento individual de ROH
dividido pelo comprimento total do genoma autossdmico (Fron) Usando a seguinte
equacdo (MCQUILLAN et al., 2008):

R = i—i f (ROH;)
RO 34 h(j)

onde f(ROH;) é o comprimento ROH do individuo i'", n ¢ o total de regides gendmicas
homozigoticas de cada individuo, h(j) é o comprimento do cromossomo j, e A é o
namero de cromossomos autossémicos (A = 29). Ainda, para cada classe de ROH (<2
Mb, 2-4 Mb, 4-8 Mb, 4-16 Mb, >16 Mb, <8 Mb e >8 Mb), as estimativas de endogamia
foram feitas dividindo a soma total dos segmentos de ROH pelo comprimento total do
genoma autossomico bovino. Todos os coeficientes de endogamia gendmicos foram
calculados usando o software PLINK v1.9 (PURCELL et al., 2007). A opgdo PROC
CORR do software estatistico SAS (SAS INSTITUTE INC., 2013) foi usada para
correlacionar as estimativas dos coeficientes de endogamia. Um mapa de calor foi criado

para melhor visualizacdo dos resultados através do pacote ploty (SIEVERT, 2020).

Tamanho efetivo populacional

O tamanho efetivo populacional (Ne) foi investigado com o método de relagédo
entre as variancias do desequilibrio de ligacdo e o tamanho efetivo da populagédo usando
o software SNeP (BARBATO et al., 2015) e a seguindo a seguinte formula (CORBIN et
al., 2012):

N = (476e0 (B - )

onde Ne é o tamanho efetivo populacional na geragéo T, c: é a taxa de recombinacdo para

a distancia fisica entre os marcadores, o € a probabilidade de ocorréncia de mutagao € radj
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é o valor do desequilibrio de ligagdo calculado pela correlagdo entre dois alelos em loci

separados, assumindo o seguinte modelo:

(Pab — PaPp)?
Pa(1 — pa)pp(1 — Dp)

Tadj (Pa’ pb,pab) =

onde pa € a frequéncia do haplotipo-a, ps € a frequéncia do haplotipo-b e pas € a frequéncia

do hapl6tipo com o alelo a no primeiro locus e o alelo b no segundo locus.

Anélises Funcionais

As regides genémicas consideradas como ilhas ROH e HER foram usadas para
anotacfes genémicas. O pacote GALLO (FONSECA et al., 2020) foi utilizado para a
anotacdo de genes nessas regides, com os dados anotados para Bos taurus do banco de
dados Ensembl (https://www.ensembl.org/Bos_taurus/Info/Index ), versao ARS-UCD1.2
(ROSEN et al., 2020). Posteriormente, o pacote WebGestalR (WANG et al., 2020) foi

usado para as analises de ontologia génica (Gene Ontology - (GO)) para identificar

processos bioldgicos, funcdes moleculares e componentes celulares nos quais 0s genes

candidatos estdo envolvidos.

Comparacdao entre paineis de SNP e WGS

Os resultados da andlise do painel de SNP, tanto para analises ROH quanto HER,
foram comparados com os resultados usando dados WGS. Os dados do WGS foram
obtidos através do banco de dados do “The 1000 Bull Genomes Project — Run 8"
(HAYES; DAETWYLER, 2019). Um total de 1.842 animais de 138 racas entre Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus e seus cruzamentos. Nas analises, foram consideradas
apenas ragas em comum com os panéis de SNP, o que configurou um total de 914 animais.
Marcadores com call-rate menor que 0,90, posic¢Ges duplicadas, ndo autossomais ou sem
posicdo definida para foram removidos. As analises foram realizadas separadamente por
cromossomo. Os parametros usados para identificar ROHs e HER nos dados WGS foram
0s mesmos usados nas analises de painel SNP, exceto o numero de SNPs
heterozigotos/homozigotos (3) e SNPs ausentes (5), onde tais parametros foram

adaptados do trabalho de Ceballos, Hazelhurst e Ramsay (2018).
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Resultados
Corridas de homozigose

O grupo que apresentou maior nimero de ROH foi a raca SEN (Figura 1) com
4.198 ROHs distribuidos por todo o cromossomo autossomal. A popula¢do com menor
quantidade de ROH foi o grupo Nelore genotipado com o painel 35K (NEL35), que
também apresentou o menor percentual de individuos com pelo menos uma ROH por
animal (63,16%). A maioria 0s animais de todas as populac@es apresentaram pelo menos
uma ROH, exceto alguns casos em animais das ragas Angus x Simental (ANGSIM),
MON, NEL35 e SEN.

Figura 1 - Classificacdo das corridas de homozigose (ROH) de acordo com o
comprimento e as racas bovinas

Cl- 4
v‘e‘&&@@6’6‘@@\39'@»@‘@"@’@;%&

Ragas

4000+
36001

32001

2800 Comprimento

>16MB
[ s-16m8
B some
| RG]
B -2e

o 2400
I
o]
o 2000
c
16004
12004

800

=

400

=

=
L

No total, foram identificados 24.187 ROHs, distribuidos por todo o cromossomo
autossomal. A maioria das ROHs foram classificadas como 2-4 Mb, representando 55%
de todas as ROHs encontradas. Em resumo, apenas 14% das ROHs eram maiores que 8

Mb; destes, 24% eram maiores que 16 Mb.

Coeficientes de endogamia genémica e tamanho efetivo da populagao
A populacdo ANGSIM apresentou a menor taxa de endogamia (-0,026), exceto
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pelo método Fron (Tabela 3). Para Frow, a populacdo NEL35 apresentou a menor taxa de
endogamia genémica (0,001). A populacéo Hereford (HFD) apresentou a maior taxa de
endogamia para as metodologias Fxom: (0,086), Ferm (0,087), Fromz (0,087) e Funi
(0,087), enquanto a populacdo SEN apresentou a maior taxa de endogamia (0,075)
quando Fron foi usado.

Forte correlacdo (>0,75) foi encontrada entre Fromi € FHom2, Fromi € Funi, €
Ferm e Funi (Figura 2). Todos os métodos apresentaram correlagdes fracas a moderadas

com Fron, sendo a menor correlacdo encontrada com o método Ferm.

Figura 2 - Correlagdo entre os métodos de estimativa de endogamia
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Tabela 3 - Média dos coeficientes de endogamia estimados para as cinco metodologias de calculo de endogamia

Fromi  FGrm From2  Funi F roH <2MB 2-4MB 4-8 MB 8-16 MB >16 Mb <8MB >8Mb
ANG -0,003 -0,003  -0,003 -0,003 0,043 0,000 0,014 0,015 0,010 0,004 0,029 0,014
ANGSIM -0,026 -0,024  -0,024 -0,024 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
BOR 0,002 0,002 0,002 0,002 0,012 0,001 0,006 0,001 0,001 0,002 0,008 0,004
BRM 0,014 0,011 0,011 0,011 0,036 0,001 0,020 0,007 0,006 0,002 0,028 0,008
CGU 0,024 0,024 0,024 0,024 0,018 0,000 0,005 0,003 0,004 0,006 0,009 0,009
CHL -0,004 -0,004  -0,004 -0,004 0,018 0,000 0,005 0,005 0,004 0,004 0,011 0,008
GIR -0,011 -0,011  -0,011 -0,011 0,043 0,002 0,027 0,007 0,005 0,003 0,036 0,008
HFD 0,086 0,087 0,087 0,087 0,061 0,001 0,016 0,019 0,016 0,009 0,037 0,024
HOL -0,012 -0,012  -0,012 -0,012 0,026 0,000 0,006 0,008 0,008 0,004 0,014 0,012
JER 0,023 0,030 0,030 0,030 0,047 0,001 0,015 0,017 0,010 0,004 0,033 0,015
LMS -0,007 -0,006  -0,006 -0,006 0,015 0,000 0,005 0,004 0,004 0,002 0,009 0,006
SEG -0,017 -0,018  -0,018 -0,018 0,006 0,000 0,002 0,002 0,001 0,001 0,004 0,002
NEL35 -0,019 -0,019  -0,019 -0,019 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000
NEL50 -0,014 -0,013  -0,013 -0,013 0,030 0,001 0,007 0,010 0,008 0,004 0,018 0,012
SEN 0,003 0,003 0,003 0,003 0,075 0,001 0,013 0,019 0,021 0,021 0,033 0,043
SGT -0,010 -0,010 -0,010 -0,010 0,030 0,001 0,010 0,010 0,007 0,003 0,021 0,009

Fromi: Coeficiente de endogamia baseado no nimero de gendtipos homozigotos observados e esperados; Ferm : Coeficiente de endogamia baseado na variancia
genotipica aditiva; From2: Coeficiente de endogamia baseado na homozigose dos gendtipos (semelhante a F1); Funi: Coeficiente de endogamia baseado na correlagdo
entre gametas unidos; Frow : Coeficiente de endogamia baseado no comprimento dos ROH e no comprimento total do genoma autossémico
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O tamanho efetivo da populagdo (Ne) para cada populacdo da 542 a 13? geracdo
mais recente é apresentado na Figura 3 e, como esperado, 0 Ne de cada populacao teve
uma reducéo ao longo dos anos. A populacdo com maior Ne, na geracdo mais recente, foi
a Crioula de Guadalupe (CGU - 443), e o menor Ne foi encontrado em HFD (101). Em
média, as estimativas de Ne diminuiram cerca de 59,6% nas Gltimas geracdes, sendo as
populagdes GIR, Limousin (LMS), Charolés (CHL), BRM, Holandes (HOL) e NEL a

apresentarem as maiores reducdes de Ne.

Figura 3 - Comportamento do tamanho efetivo da populagdo (Ne) ao longo das ultimas
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Ilhas de homozigose

A mais longa ilha de ROH foi encontrada no cromossomo BTA16 na raga BRM
(Tabela 4), com tamanho aproximado de 14 Mb, incluindo 146 SNPs e 229 genes (Tabela
S1). A menor ilha de ROH (3 Mb e 63 SNPs) foi identificada na populacdo ANGSIM
presente em mais de 75% dos animais ANGSIM incluidos nas anélises. Essa regido é

conhecida por codificar 35 genes.
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Tabela 4 - Ilhas de homozigose encontradas em diferentes cromossomos e grupos de
individuos

n animal: nimero de animais avaliados; n ROH: nimero de ROHSs encontrados na posicao; %: percentagem

da populacdo gue apresentou esta ilha; CHR: cromossomo, inicio: inicio da ROH; fim: fim da ROH;

Raca nanimal nROH % CHR comegar fim comprimento n SNP
ANGSIM 487 369 75,77 16 62.578.656  66.253.552  3.674.896 62
BRM 70 36 5143 1 78.237.770  84.586.062  6.348.292 58
BRM 70 36 5143 5 105.576.062 117.735.828 12.159.766 171
BRM 70 39 55,71 8 56.051.150 63.444.254  7.393.104 58
BRM 70 36 5143 16 44.071.454  58.289.347 14.217.893 146
BRM 70 39 55,71 19 42.110.400 46.627.006 4.516.606 74
GIR 50 31 62,00 1 80.333.027 84.911.107 4.578.080 80
GIR 50 46 92,00 5 110.192.579 116.240.339 6.047.760 110
GIR 50 30 60,00 14 21.914.329 26.212.648 4.298.319 56
GIR 50 26 52,00 16 45.727.235 52.149.496 6.422.261 111
GIR 50 31 62,00 19 42.054.880 46.678.246  4.623.366 82
JER 84 43 5119 6 100.066.570 110.600.517 10.533.947 180
SEN 153 99 64,71 1 776.231 10.605.227  9.828.996 160
SEN 153 82 5359 20 36.135.896 42.174.483  6.038.587 78

comprimento: comprimento ROH; n SNP: nimero de SNPs que o ROH cobre; Todas as abreviaturas de
raca sdo definidas na Tabela 1.

A ilha de ROH presente em maior proporc¢do da populagéo (92%) foi encontrada
no cromossomo BTADS para a raca GIR. Essa ilha também esta presente na raca BRM, em
menor proporcdo dos animais (51,43%). Uma sobreposicdo de ilhas de ROH foi
observada nos cromossomos BTA1, BTA16 e BTA19 em ambas as racas GIR e BRM.
Essas racas também apresentaram o maior nimero de ilhas de ROH (5 ilhas em cada
raca). No total, as ilhas de ROH nessas ragas contém 556 e 863 genes nas racas GIR e
BRM, respectivamente, que estdo envolvidas nos principais processos biolégicos,

componentes celulares e fungdes moleculares.

Regides ricas em heterozigose

Dois métodos foram usados para detectar HERs: o método de janelas e 0 método
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de SNP consecutivos (BISCARINI et al., 2019). Apesar de ser utilizado, 0 método de
janela ndo detectou nenhuma corrida como o método de SNPs consecutivos. Portanto,

serdo apresentados apenas os resultados obtidos pelo método consecutivo (Figura 4).

Figura 4 - Numero de regides ricas em heterozigose (HER) por raga estudada.
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No total, foram encontrados 3.576 HERSs para todas as populacGes, sendo o maior
namero de HERs encontrado na populacdo MON (1.702 corridas). O menor nimero de
HERs foi encontrado na populacdo CGU (2 HERSs). Em geral, o maior percentual de HER
foram classificados como comprimento de 0,5-1 Mb (45,13%) e 1-1,5 Mb (41,11%). Os
percentuais de HER maiores que 2 Mb foram detectados apenas em 1% dos HER. A
distribuicdo de HER por cromossomo, em cada populagdo, mostram que 0 cromossomo
BTAS apresentou o0 maior nimero de HER, com 12% de todos as HER (Figura S2).

As regibes de ilhas de HER presentes em pelo menos 10% dos animais dentro de
cada populacdo podem ser observadas na Tabela 5. A maior HER foi encontrada em
20,3% da populacdo MON com comprimento de 4,25 Mb (Tabela 5). Esta HER foi
encontrada no cromossomo BTAD, mesma regido considerada como uma ilha ROH nas
racas BRM e GIR. Esta regido abriga 114 genes, onde 71 deles sdo genes codificadores
de proteinas. A menor regido com concentracdo de HER foi encontrada no cromossomo
BTA23 da populacdo Nelore genotipada com painel 50K (NEL50), com comprimento
aproximado de 0,7 Mb. Esta regido abriga apenas um gene: KHDRBS2.
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Tabela 5 - Regibes ricas em heterozigose (HER), nas diferentes populacGes, que
aparecem em pelo menos 10% dos individuos da populacéo

Raca nanimal nHER % CRM inicio fim comprimento nSNP

ANG 99 20 20,20 13 40.318.645 41.433.750 1.115.105 21
HFD 61 8 1311 1 32.091.115 33.034.361 943.246 23
HFD 61 9 14,75 1 101.195.925 104.830.589 3.634.664 47
HFD 61 9 14,75 3 75.829.200 76.986.902 1.157.702 27
HFD 61 9 14,75 3 89.652.649 90.628.822 976.173 25
HFD 61 13 21,31 6 78.147.926 79.620.230 1.472.304 25
HFD 61 12 19,67 14 50.316.790 52.240.902 1.924.112 25
HFD 61 7 11,48 20 46.124.910 46.912.182 787.272 20
HFD 61 7 11,48 24  28.353.262  29.204.162 850.900 20
SEG 271 67 24,72 5 48.569.574 50.434.637 1.865.063 37
SEG 271 62 22,88 5 05.248.428 96.123.569 875.141 22
SEG 271 55 20,30 5 110.220.384 114.471.702 4.251.318 36
SEG 271 52 19,19 12 44.975.037 46.232.946 1.257.909 21
SEG 271 50 18,45 16 58.037.089 59.263.750 1.226.661 24
SEG 271 35 12,92 19 60.384.670 61.177.248 792.578 23
SEG 271 38 14,02 27 42506.836 43.575.359 1.068.523 30
NEL35 209 38 18,18 23 103.505 1.712.734 1.609.229 22
NEL50 192 83 43,23 1 63.642.322 65.584.086 1.941.764 37
NEL50 192 24 12,50 2 36.202.336  37.386.478 1.184.142 23
NEL50 192 30 15,63 5 75.447.962 76.805.229 1.357.267 29
NEL50 192 26 13,54 6 77.309.507 78.206.076 896.569 24
NEL50 192 33 17,19 11 16.880.546 18.643.939 1.763.393 24
NEL50 192 23 11,98 18 23.656.888 24.920.756 1.263.868 24
NEL50 192 47 24,48 23 588.741 1.284.183 695.442 22
SEN 153 26 16,99 8 49.323.954 50.336.594 1.012.640 27
SGT 55 14 25,45 5 76.209.127 76.942.872 733.745 22

n animal: nimero de animais avaliados; n HER: nimero de HER encontrado na posicao; %: percentagem

da populagdo que apresentou esta ilha; CRM: cromossomo; comego: comego da HER; fim: fim da HER;

comprimento: comprimento HER; n SNP: nimero de SNPs que o HER cobre; Todas as abreviaturas de

raca sdo definidas na Tabela 1.
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O HER com maior proporcao (43,23%) foi encontrado no cromossomo BTA1 em
NEL50. Esta regido abriga 28 genes. Ilhas de HER sobrepostas entre os grupos foram
observadas no cromossomo BTAS para as populacdes NEL50 e Santa Gertrudis (SGT)
(proximo a regido de 76 Mb) e para HFD e NEL50 (regido de 78 Mb). Também foram
avaliados o impacto de diferentes parametros na detec¢do de HER, conforme mostrado
na Figura 5. O principal pardmetro que afetou a quantidade de HER foi o nimero de SNPs

homozigotos permitidos dentro das HERSs.

Figura 5 - Numero de regides ricas em heterozigose (HER) e classificacdo pelo
comprimento, com base em diferentes valores de parametros nas racgas
Montana (MON) e Nelore (NEL50)
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Quando zero SNPs homozigotos foram permitidos nas analises de HER, 870 e 539
HERs foram encontrados para as populacées MON e NEL50, respectivamente. Quando
cinco SNPs homozigotos foram permitidos, 148.233 HERs foram encontrados para MON
e 60.155 para NEL50. Assim, a modificacdo de zero a cinco SNPs homozigotos
permitidos nas analises representaram um aumento no nimero de HERs de 17.039% e
11.160%, para MON e NEL50, respectivamente. No entanto, nenhum efeito relevante foi
observado quando a distancia maxima entre dois SNPs consecutivos foi aumentada,
demonstrando que o aumento no parametro nao afetou o nimero de HERs obtidos. Por
fim, outro pardmetro testado foi 0 nimero de SNPs ausentes permitidos nas analises de
HER, que para MON néo foi observado nenhum efeito relevante, mas para NEL50 foi

detectado um aumento de 8% do HER encontrado quando o parametro foi alterado de
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zero para cinco SNPs ausentes permitidos.

Comparacéao entre os resultados do painel SNP e WGS

As ilhas apresentadas na analise com painel SNP para as racas GIR e BRM néo
foram encontradas na anélise com WGS (Figura 6). Esse resultado também se repetiu nos
demais grupos avaliados. Um ponto interessante foi observado no cromossomo BTA20,
onde os animais HOL, com base na analise com WGS, tiveram ROHs proximos a ilha
encontrada no SEN nas analises usando o painel de SNP (Figura 7). Para as analises HER,
o padrdo foi semelhante ao que ocorre na andlise ROH onde ndo houve repeticao das ilhas
na analise com WGS.

Figura 6 - Comparacdo entre corridas de painel SNP de homozigose e anélises WGS para
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Figura 7 - Comparacéo entre corridas de painel SNP de homozigose e analises WGS para
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Em resumo, 1.662 genes foram encontrados nas ilhas de ROH e 850 genes nas de
HER. Os genes encontrados nas ilhas de ROH estdo relacionados a 379 vias, 389
componentes celulares, 400 processos biolégicos e 319 fungdes moleculares. Os genes
encontrados nas ilhas de HER estdo relacionados a 217 vias, 180 componentes celulares,
373 processos bioldgicos e 224 fungdes moleculares. As ilhas de ROH das populacdes
GIR e BRM contém genes relacionados a via da melanogénese como DVL3 no BTAL,
EP300 no BTA5, CREB3 no BTAS8 (somente para os animais BRM), DVL1 em BTA16
e FZD2 e WNT3 no BTAL9.

A via de sinalizacdo da prolactina foi outra importante via observada neste estudo.
Quatro genes identificados na raca BRM estdo envolvidos nesta via (CCND2, STAT5B,
STAT5A e STAT3); naraca GIR, trés genes estdo envolvidos (STAT5B, STAT5A e STAT3),
enquanto que para Jersey (JER) e SEN, apenas os genes MPK10 e PRLR foram
envolvidos, respectivamente. Outra via em comum entre 0s grupos foi a via de sinalizagéo
de calcio em ANGSIM e JER, onde foram encontrados os genes CACNALE e DRD5
relacionados a esta via.

Em relagcdo ao HER, a maioria dos genes encontrados estdo envolvidos com o
sistema imune como ANXA1, INFG, KLRD1, RAC2 e NKG2C. Para SEN, o gene

identificado ANXA1 ¢é conhecido por influenciar processos biolégicos como resposta
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imune do tipo 2 e resposta a antibioticos, proliferacdo, migragdo de leucdcitos, respostas
de imunidade adaptativa e desenvolvimento do sistema imunol6gico. Na populacdo
MON, foram identificados seis genes conhecidos pela via de processamento e
apresentacdo de antigenos: IFNG, ENSBTAGO00000046268, NKG2C, KLRD1,
ENSBTAG00000000966 e CD4. Ainda, em NEL50, a via de migracdo transendotelial
leucocitéria é influenciada por trés genes: NCF4, RAC2 e MMP2, ou por genes que estdo

envolvidos na proliferacdo leucocitaria como CD80, MARCHF7 e RAC2 .

Discussao

H& uma grande variabilidade na literatura sobre os parametros utilizados para
identificar as ROH, o que dificulta a comparacdo dos resultados de diferentes estudos,
conforme reforcado por Peripolli, et al. (2017) e mostrado na Tabela 6. Além dos
parametros ROH, também avaliamos o impacto da densidade do painel SNP na detec¢do
de ROH.

Tabela 6 - Parametros para identificacdo de corridas de homozigose em diferentes
estudos com diferentes densidades de painéis de genotipagem

_ Gap min Densidade
Estudos Painel SNP het hom trhs nSNP janela
(kb) (kb)
snp kb

Presente estudo 35K, 50K 1 1 0,05 1000 500 30 1 50 50

20K, 30K, 50K,
PERIPOLLI et al. (2018a) 1 5 - 500 1000 100 1 50 50

70K EHD
MASTRANGELDO et al. (2018)) 50K 1 1 - 1000 4000 30 1 100 -
ZAVAREZ et al. (2015)) HD 2 5 - 500 100 30 1 100 -
PERIPOLLI et al. (2020) 30K 0 2 - 1000 500 15 1 120 40
PERIPOLLI et al. (2018b) HD 1 5 0,05 500 1000 100 1 50 50
DE SOUZA FONSECA et al. (2016)) 50K 0 5 - 1000 - 15 - - -
ZANELLA et al. (2018) HD 1 1 - - 1000 - - - 50
VENTURA et al. (2020) HD 1 5 0,05 500 1000 100 1 50 50

het: nimero de SNPs heterozigotos permitidos em uma ROH; miss: nimero de SNPs ausentes permitidos
em uma ROH; trhs : sobreposicéo de janela; min: tamanho minimo de uma ROH; nSNP : nimero minimo
de SNP que compdem uma ROH.
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Conforme demonstrado na Tabela 6, a diversidade de parametros escolhidos entre
0s estudos leva a uma dificuldade na comparacédo de estudos e/ou ragas (PERIPOLLI et
al., 2017). Conforme mencionado por Biscarini et al. (2020), poucos estudos objetivaram
avaliar o impacto de diferentes parametros na deteccdo de ROH, sendo que tais
parametros ainda ndo estdo bem estabelecidos. Esta definicdo é de fundamental
importancia, pois tem efeito direto nos resultados obtidos (MACCIOTTA et al., 2021);
ndo apenas na deteccdo de ROH, mas também nas andlises secundarias (por exemplo,
coeficiente de endogamia baseado em ROH).

Foram avaliadas 16 populacgdes de bovinos selecionados para diferentes objetivos
de selecéo, comparando ROHs e HERs. A maioria das ROHs foram definidas como sendo
de 2-4 Mb e levando em consideracdo que 0s eventos de recombinacdo que acontecem a
cada geracdo quebram os segmentos homozigotos em haploblocos menores, essas
corridas provavelmente foram formadas em gera¢des mais antigas. Howrigan, Simonson
e Keller (2011) estimaram que os comprimentos de ROH de 10 Mb, 5 Mb e 2,5 Mb seriam
correlacionados com 5, 10 e 20 geracGes atras, respectivamente. Além disso, Cardoso et
al. (2020) estimaram que o comprimento de ROH maior que 16 Mb foram formados ha
menos de trés geracdes e a ROH menor que 8 Mb foi formado h& mais de seis geracdes
atrés.

SEN apresentou 0 maior nimero de ROHs e o maior niumero de segmentos de
ROHSs maiores que 16Mb. Isso sugere que eventos recentes de endogamia ocorreram com
mais frequéncia nessa populacdo. Como esperado, as populacdes mesti¢as ou compostas,
como ANGSIM e MON, apresentaram a menor quantidade de ROHSs. A verificacdo da
incidéncia de ROH em ragas compostas e mesticas € um fator importante, pois uma alta
incidéncia de ROH pode indicar uma diminuicdo da heterose (PERIPOLLI et al., 2020).

As populacbes com alta pressdo de selecdo, como ANG, NEL50, HOL e JER,
apresentaram maiores nimeros de ROHs. E bem conhecido que a selecdo aumenta a
autozigosidade, embora ainda haja uma falta de informacdes sobre os efeitos da selegcédo
em relacdo a distribuicdo de ROH ao longo do genoma (FORUTAN et al., 2018). A
prevaléncia de ROHs é mais comum em regides com maior desequilibrio de ligacéo e
baixa recombinacéo, ou regides de baixa diversidade genética (CEBALLOS et al., 2018).
No entanto, sabe-se também que a selecdo pode causar uma pressdo substancial em

regibes genémicas especificas, resultando em um aumento dos numeros de ROHs e
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determinando um padrdo de aparecimento na populacdo (FLEMING et al., 2018;
NANDOLO et al., 2018).

A diferenca na densidade do painel de SNP afetou o niUmero de ROHSs detectados.
Para NEL35 e NEL50 (mesma raca, mas genotipada usando diferentes painéis SNP),
houve uma discrepancia consideravel entre a quantidade de ROH detectada (Figura 1).
Conforme discutido por Hillestad et al. (2017), painéis de SNP mais densos tendem a
resultar na identificacdo de um maior nimero de segmentos ROH. Isso acontece porque
uma densidade crescente de marcadores permite a detec¢do de marcadores heterozigotos
que ndo sdo apresentados nos painéis SNP de menor densidade. No entanto, esta pode
ndo ser a Unica razdo neste contexto, uma vez que o painel SNP utilizado para NEL35 foi
criado especificamente para as racas Bos taurus indicus (GGP indicus 35K), com a
selecdo de SNPs com maior MAF em populacdes de bovinos Zebu e projetado para
otimizar espagamento equidistante de marcadores (ALILOO et al., 2018). Esses fatores
podem ter afetado a deteccdo de ROHs com base nos parametros usados.

Alguns estudos relataram que a densidade do painel de SNP afeta a detec¢do de
ROH (ALILOO et al., 2018; CEBALLOS; HAZELHURST; RAMSAY, 2018;
PURFIELD et al., 2012). Segundo Ceballos, Hazelhurst e Ramsay (2018), a precisa
deteccdo de ROH ¢é afetada pela densidade de marcadores e sua distribuicdo ao longo do
genoma. Rebelato e Caetano (2018) relataram que ROHs sdo mais bem identificadas em
painéis SNP com mais de 50.000 SNPs. No presente estudo, o painel SNP de 35K foi
menos apropriado para detectar ROHs em comparacdo com 0s painéis SNP de maior
densidade. Uma possivel alternativa seria a imputacdo a painéis de SNP de maior
densidade, uma vez que a acurécia desse procedimento pode ser alta em animais Nelore
(ALILOO et al., 2018).

Coeficientes de endogamia genémica e tamanho efetivo da populagao

Em geral, as estimativas de endogamia das quatro primeiras metodologias
mostraram resultados semelhantes. Cada uma das metodologias utilizadas no presente
estudo tem suas particularidades quanto a estimativa de endogamia e dependem de alguns
fatores. Por exemplo, os trés primeiros metodos (Fromi, From2, Ferm) S80 dependentes
da frequéncia alélica dos gendtipos diferente da metodologia por unido de gametas

(YANG et al., 2011). Essas particularidades devem ser levadas em conta na defini¢do dos



54

conceitos de endogamia, por exemplo, 0 método UNI que leva em consideracdo os
métodos de Wright (1922) e Malécot (1948) ou os métodos HOM que levam em
consideracdo a reducdo da heterozigosidade. As metodologias HOM e ROH pesam todos
os alelos igualmente, enquanto os métodos UNI e GRM d&o mais peso aos alelos raros
(ALEMU et al., 2021).

A maioria das informagdes moleculares medidas na estimativa dos coeficientes de
endogamia é baseada na identidade do alelo marcador e ndo separa diretamente as regites
que sdo idénticas por descendentes e aquelas que séo idénticas por estado (MEUWISSEN
et al.,, 2020). A vantagem da estimativa de endogamia por ROH, além de ndo ser
dependente da frequéncia alélica, é a capacidade de diferenciar endogamia recente e
antiga (GHOREISHIFAR et al., 2020). No entanto, 0 método de estimativa de ROH ¢
altamente dependente dos parametros de deteccdo utilizados nas analises.

Correlagbes baixas a moderadas foram observadas entre 0s quatro primeiros
métodos com base nas analises de ROHs (Figura 2). A correlagdo entre as quatro
metodologias e 0s grupos de comprimento de ROH diminui para segmentos de ROH mais
curtos, reforcando que alguns métodos de estimativa de endogamia tém menor poder de
deteccdo da endogamia mais antiga (DOEKES et al., 2019). Esses resultados corroboram
com achados anteriores em estudos com bovinos, como Gurgul et al. (2016) que
avaliaram a correlacdo das metodologias GRM e ROH, ou Zhang et al. (2015) que
avaliaram a correlacdo das metodologias HOM e UNI com o método ROH.

Em relacdo ao Ne, houve reducdo, ao longo das geracdes, para todas as populages.
No entanto, a maior redugdo de Ne foi detectada para as populagbes GIR e LMS. O
provavel efeito de uma diminuicdo de Ne € a reducdo da diversidade genética, afetando
as taxas de homozigotos e heterozigotos nessas populacoes. Essa reducdo de Ne pode ser
consequéncia de intensas praticas de selecdo e uso de tecnologias reprodutivas
(PERIPOLLI et al., 2017; PURFIELD et al., 2012; REBELATO; CAETANO, 2018).
Atencdo é necessaria no manejo da diversidade genética de populagfes com Ne menor
que 100 (MEUWISSEN, 2009). A redugéo nos valores de Ne pode resultar em aumento
do desequilibrio de ligagdo e taxas de fixagdo de alelos, causando uma reducdo na
variabilidade de certas regibes gendmicas. Todas as populacGes do presente estudo
apresentaram valores recentes de Ne superiores a 100, o que demonstra razoavel controle

da endogamia. No entanto, recomenda-se, especialmente para GIR, HFD, SGT, HOL e



55

JER, que as taxas de Ne sejam constantemente monitoradas para evitar perda de
diversidade nas proximas geracGes. EDEA et al. (2018) trabalhando com algumas das

mesmas racas (ANG, CHL, HFD, HOL e JER) encontraram um padrdo Ne semelhante.

Ilhas de homozigose

As ilhas de homozigose foram definidas como as regiées com incidéncia de ROHs
em pelo menos 50% mais um individuo da populacao. 1sso ocorre devido ao aumento da
frequéncia alélica em determinadas regibes como resposta a processos adaptativos ou
intensa selecdo de caracteristicas de alto interesse econémico (REBELATO; CAETANO,
2018b). Muitas das ilhas encontradas, estavam presentes em animais GIR e BRM.
Curiosamente, GIR contribuiu para a formacdo de BRM (KOUFARIOTIS et al., 2018),
sugerindo gue essas ilhas podem ter sido mantidas ao longo de geracdes e foram passadas
para BRM. Uma das vias metabdlicas encontradas com os genes nessas ilhas é a via da
melanogénese, que é responsavel por determinar o padréo de coloracdo da pelagem em
cada raca (RANDHAWA et al., 2016), mantendo o equilibrio entre a eumelanina
marrom-preta e a feomelanina amarelo-avermelhada (KIM; HWANG; YOON, 2014), e
estd associado a termorregulagdo, resultando em melhor adaptacdo a determinadas
condigdes ambientais (D’MELLO et al., 2016; SENCZUK et al., 2020).

Outra via encontrada em comum nas quatro populagdes que apresentaram as ilhas
de homozigose foi a via de sinalizacdo da prolactina, responsavel por diversos processos
bioldgicos. Varios genes nesta via foram previamente associados a caracteristicas
importantes em bovinos. Por exemplo, a familia de genes STAT (transdutor de sinal e
ativador da transcricdo) é responsavel pelo desenvolvimento e diferenciacéo das células
da glandula mamaria em diferentes fases da vida (OTTO et al., 2020). O gene MAPK10
(mitogen-activated protein kinase 10) esta relacionado com a resposta inflamatdria e
imunidade das células epiteliais da glandula mamaria. Segundo Silva et al. (2020),
MAPK10 é um gene candidato ao escore de células somaticas (SCS). O gene PRLR
(receptor de prolactina), também conhecido como gene SLICK, foi associado a tolerancia
ao calor (HANSEN, 2020), pois resulta em pelos curtos e lisos que resultam em melhor
adaptacdo a altas temperaturas (DIKMEN et al., 2014).

A via de sinalizagdo do calcio encontrada nas ilhas em comum, foi observada nas

populacbes ANGSIM e JER. Na raca ANGSIM, o gene relacionado a esta via é o
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CACNALE (calcium voltage-gated channel subunit alphal E). Hay e Roberts (2018)
relataram CACNALE como um gene candidato para crescimento e caracteristicas
relacionadas a carcaca. Na raca JER, o gene DRD5 (receptor de dopamina D5) foi
associado a via de sinalizacéo do céalcio, que tem sido relacionado a regulacdo do consumo

de racdo e homeostase energética (MSALYA et al., 2017).

Regibes ricas em heterozigose

Diferentemente das ROHSs, espera-se que as HER ocorram em regides sob balanco
de selecdo ou com alta taxa de recombinacdo, pois baixo desequilibrio de ligacdo leva a
alta diversidade de regides. Normalmente, as HER estdo concentradas em regides
gendmicas associadas a resisténcia a doencas, onde niveis mais altos de diversidade
podem ajudar a populacdo a lidar com novos (e mutéaveis) problemas potenciais de
enfermidades (BISCARINI et al., 2020). Apesar de estarem associados a regides de
interesse, as HER ndo sdo tdo amplamente estudadas quanto os ROHs (SANTOS et al.,
2021).

A populacdo que apresentou maior quantidade de HERs foi a MON (populagéo
composta), que representou mais de 47% do HER encontrado neste estudo. Este resultado
era esperado, pois a populagdo MON €é uma raga composta que combina diferentes grupos
bioldgicos, incluindo racas de Bos taurus indicus e Bos taurus taurus (PERIPOLLI et al.,
2020).

Também € importante ressaltar a diferenca encontrada entre os grupos NEL35 e
NEL50 para HER, principalmente pela diferenca na densidade entre os painéis SNP. A
classificacdo do comprimento do HER foi diferente entre os painéis SNP: o grupo NEL50
apresentou um comprimento menor do HER em comparacdo com o grupo NEL35. Como
as mesmas regides foram detectadas com base em ambos os painéis SNP, esse resultado
sugere que muitas das longas regides HER sdo compostas por pequenas HER, quebrados
por regides com SNPs homozigotos.

Apenas um gene foi encontrado na menor HER identificada nesse estudo —
KHDRBS2 (KH RNA Binding Domain Containing, Signal Transduction Associated 2).
Este gene tem sido associado com fertilidade e desempenho reprodutivo em bovinos (DE
LEON et al., 2019). No entanto, a maioria dos genes encontrados nas ilhas de HER

apresentaram alguma relacdo com a imunidade animal, demonstrando uma relacdo das
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respostas bioldgicas aos desafios ambientais. Outro gene importante é o IFNG
(interferon-gamma), que foi encontrado na ilha HER para a raca MON. IFNG foi
previamente associada a resisténcia a carrapatos em bovinos taurinos e zebuinos
(MARYAM et al., 2012). O gene ANXA1l (Anexina Al), proteina regulada por
glicocorticéides, identificada para SEN, desempenha papel inibitorio na sintese do &cido
araquidonico, precursor de processos inflamatorios.

Essas altas concentracGes de heterozigose em regides de controle a resposta imune
sd0 um ponto interessante a ser investigado nessas populacdes, pois podem contribuir
para a resiliéncia a doencas (SAMUELS et al., 2016). Além disso, as regides gendmicas
onde h& maior variabilidade em caracteristicas-chaves ¢ um ponto importante a ser
verificado em estudos que estimam a diversidade genética das populacdes (BISCARINI
et al., 2020), pois a manutencdo da diversidade pode ser uma vantagem para
caracteristicas adaptativas e selecdo (WILLIAMS et al., 2016).

Embora poucos estudos tenham focado na identificacdo de ilhas HER, parece que
0 uso da abordagem consecutiva € 0 mais utilizado, como o caso de Biscarini et al. (2020),
Marras et al. (2018) e Santos et al. (2021). Nesse trabalho, o uso da janela deslizante ndo
capturou nenhuma corrida de HER. Considerando a abordagem consecutiva, as analises
demonstraram um bom poder de deteccdo de HER. Nesse contexto, o nimero de
homozigotos e ausentes permitidos e a méaxima distancia entre dois SNPs consecutivos
estdo diretamente relacionados a flexibilidade nos critérios para identificacdo de HER.
Quando testados diferentes parametros de identificacdo do HER, a modificacdo na
maxima distancia e SNPs ausentes ndo pareceram interferir na deteccdo das HERs. No
entanto, a quantidade de homozigotos permitida dentro de um HER é um parametro
importante que afeta o nimero de HER detectados, como também observado por Biscarini
et al. (2020). Mesmo com impacto no numero de deteccdo de HER, é importante afirmar
que a maioria das HER identificadas nesse estudo continuaram sendo classificadas como
pequenas (<1MB), independentemente do nimero de homozigotos permitido nas analises
(de 0 a5). Portanto, se recomenda em estudos futuros que se permita um pequeno nimero

de alelos homozigotos na detec¢do de HER.

Painéis SNP e comparacdo WGS

Atualmente, alguns estudos de WGS tém sido usados para detectar a estrutura
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populacional e identificar as regides que influenciam caracteristicas economicamente
importantes na pecuaria (X1A et al., 2021). O presente estudo ndo encontrou semelhancas
entre painéis de SNP e resultados com WGS em nenhuma das populagdes avaliadas. A
maioria das ROHSs de longas sequéncias homozigoticas sdo, na verdade, muitas ROHs
curtas distribuidas lado a lado sobre o genoma. Além disso, como nos painéis de SNP,
assume-se que os loci entre dois SNPs homozigotos também estdo em homozigose, a
ROH tende a ser mais longa, superestimando os comprimentos de algumas ROHSs. Por
outro lado, o uso de painéis de SNPs de baixa densidade pode ser suficiente em alguns
casos, considerando que estimar ROH usando WGS néo é facil devido aos obstaculos
como os altos valores da técnica, erros ocasionais de sequenciamento, e novas mutagdes
individuais. Os resultados de ROH com painéis SNP comerciais podem ser consistentes
com analises WGS quando um hapl6tipo aparentemente longo esta presente em certas
regides gendmicas.

Uma observacdo interessante na comparagdo entre racas e painéis de SNP, que nao
foi identificada anteriormente com a analise apenas com painéis SNP, foi uma pequena
concentracdo de ROH observada na analise WGS para a raca Holandesa (HOL) proxima
a uma regido encontrada na analise com painel de SNP na populacdo SEN. Esta regido
contém o gene SLICK, ja discutido anteriormente e originalmente encontrado em animais
SEN. Estudos recentes ja demonstraram que o gene SLICK foi introduzido em algumas
populacdes HOL em um processo de selecdo para controlar o estresse térmico (DIKMEN
etal., 2014).

Conforme encontrado nesse estudo, o nimero de regibes de ROH e HER difere
entre as populagdes e fornece informagdes sobre suas diferengas no processo seletivo e
na historia evolutiva. Essas diferencas sdo esperadas uma vez que 0s eventos que atuaram
em cada populacdo sdo diferentes ou apresentam intensidades diferente (EDEA et al.,
2018). Algumas particularidades deste estudo devem ser levadas em consideragéo, como
0 desbalanceamento do nimero de animais entre as populagdes. 1sso poderia afetar o
namero total de ROH e HER identificados para cada populagdo e a comparagdo dos
resultados obtidos. Além disso, 0s conjuntos de dados de WGS nédo foram obtidos nos
mesmos animais genotipados para painéis de SNP e, portanto, a falta de regides comuns
ndo pode ser atribuida apenas a plataforma de genotipagem.

A comparagdo entre os painéis de SNP 35K e 50K na raca Nelore evidenciou
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divergéncia na identificacdo e classificacdo de ROH e HER. Conforme relatado
anteriormente (ALILOO et al., 2018; CEBALLOS; HAZELHURST; RAMSAY, 2018;
PURFIELD et al., 2012) , 0 uso de pelo menos um painel de 50K na anélise de ROH e
HER ¢ recomendado. A utilizacdo de painéis de menor densidade pode subestimar o
namero de ROH/HER e a classificacdo, onde segmentos de menores comprimentos séo
menos identificados. Essa situacdo ocorre principalmente devido & maior distancia entre
0s marcadores e menor nimero de marcadores distribuidos ao longo do genoma,
resultando em menos informacdes disponiveis para as analises.

Vale ressaltar que esse trabalho traz informag0es substanciais sobre a diversidade
genética em diferentes racas bovinas, apresentando novas regiées genémicas com ilhas
de homozigose e regides ricas em heterozigose, onde esta localizado muitos genes. Um
dos principais desafios do manejo da diversidade genética de populacdes pecuarias €
saber quais regibes gendmicas estdo em homozigose/heterozigose, uma vez que sé&o
altamente heterogéneas em todo o genoma. Essa administracdo e caracterizacdo da
estrutura genética de uma populacdo é essencial para acessar a diversidade e ajudar a
entender a acdo do tempo sobre ragas especificas. Com o avangco das tecnologias
moleculares, novos insights sobre o genoma animal podem ser acessados e as populacoes
comparadas, para verificar quais regides estdo em alta ou baixa diversidade em cada

populacéo e, assim, gerenciar melhor as geragdes futuras.

Conclusdes

Os numeros de ROHs e HERs diferem para cada populacdo sugerindo que
diferentes eventos atuaram nas distintas populac6es ao longo do tempo. A populagdo com
maior nimero de ROH foi a SEN e para HER foi a populacdo MON. llhas sobrepostas
foram identificadas entre GIR e BRM sugerindo que essas regides podem ter sido
compartilhadas durante sua formacdo. As diferentes metodologias de estimativas de
endogamia apresentaram correlagdo de baixa a moderada com o método ROH,
principalmente com um menor comprimento de ROH, sugerindo que a endogamia antiga
ndo foi bem capturada para essas populagOes. Ilhas de HER foram identificadas em
regides relacionadas a resposta imune dos animais. Por fim, na comparagdo entre 0s
paineis SNP e WGS, observou-se que as longas ROH e HER identificadas nos painéis de

SNP sdo trechos mais curtos lado a lado. Observou-se incidéncia de ROH em analises de
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WGS para animais HOL em uma regido contendo uma ilha de ROH, em analises de
painéis de SNP, para animais SEN relacionados a tolerancia ao calor, indicando que uma

possivel selecdo para tal caracteristica foi aplicada nesta populacao.
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Resumo

Purund é uma raga composta de bovinos de corte, desenvolvida no sul do Brasil através
do cruzamento das racas Angus, Charolés, Canchim e Caracu. O objetivo deste trabalho
foi realizar a primeira caracterizacdo genetica da raca Purund, com base tanto no
pedigree quanto nas informacbes gendmicas. Para isso, 100 animais selecionados
aleatoriamente foram genotipados e 11.205 animais nascidos entre os anos 1997 a 2019
com informacbes de pedigree foram utilizados. As principais analises genéticas
realizadas foram Anélise de Componentes Principais (PCA), Admixture, Filogenética,
estimativas de endogamia via pedigree e gendmica, desequilibrio de ligagdo (LD),
tamanho efetivo populacional (Ne), consisténcia da fase gamética, corridas de
homozigose (ROH), regibes ricas em heterozigose (HER) e analises funcionais das
regibes de ROH e HER identificadas. Os achados indicam que Purunda é mais
relacionado geneticamente com as ragas Charolés, Canchim e Angus do que Caracu ou
Nelore. Os niveis de endogamia mostraram-se pequenos em todas as métricas avaliadas
e variaram de -0,009 a 0,029. Observou-se uma correlacdo baixa (-0,12 a 0,31) da
endogamia baseada em pedigree em relacdo a todos os coeficientes de endogamia
gendbmica avaliados. A média de LD foi de 0,031 (+ 0,0517) e a consisténcia da fase
gamética mostrou-se baixa para todos os pares raciais, variando de 0,42 a 0,27 a
distancia de 20 Mb. O Ne com base no pedigree e nas informacdes genémicas foi de
158 e 115, respectivamente. Um total de 1.839 ROHs foram encontrados e a maioria
delas sdo de pequeno tamanho (<4Mb). Uma importante regido homozigotica foi
identificada no BTA5 com vias significativas relacionadas a caracteristicas
comportamentais (por exemplo, percepcdo sensorial, deteccdo de estimulo, resposta a
estimulo extracelular e atividade do receptor olfativo), bem como genes candidatos
relacionados a tolerancia ao calor (por exemplo, MYO1A), taxa de conversao alimentar
(por exemplo, RDH5) e reproducéo (por exemplo, AMDHD1). Um total de 1.799 HERs
foram identificados na raca Purund com 92,3% delas classificadas no grupo de
comprimento 0,5-1Mb, e 19 ilhas de HERs foram identificadas no genoma autossémico.
Essas ilhas de HERs abrigam genes envolvidos em vias de crescimento, peso da carcaca
(por exemplo, SDCBP), carne e qualidade da carcaca (por exemplo, MT2A) e deposicéo
de marmoreio (por exemplo, CISH). Apesar da relacdo genética entre Puruna e as racas

fundadoras, uma avaliagdo gendmica multirracial ndo é viavel devido a estrutura
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populacional e baixa consisténcia da fase gamética entre eles.

Palavras-chave: coeficiente de endogamia, corridas de heterozigose, corridas de

homozigose, diversidade genémica, persisténcia da fase gamética



Abstract

Purund is a composite beef cattle breed, developed in Southern Brazil through crossing
of the Angus, Charolais, Canchim, and Caracu breeds. The goal of this study was to
perform the first genetic characterization of the Puruna breed, based on both pedigree
and genomic information. For this, 100 randomly-selected animals were genotyped and
11,205 animals born from 1997 to 2019 had pedigree information. The main genetic
analyses performed were Principal Component Analysis (PCA), Admixture, Phylogenic
Tree, pedigree and genomic inbreeding, linkage disequilibrium (LD), effective
population size (Ne), consistency of gametic phase, runs of homozygosity (ROH),
heterozygosity-enriched regions (HER), and functional analyses of the ROH and HER
regions identified. Our findings indicate that Purund is more genetically related to the
Charolais, Canchim, and Angus breeds than Caracu or Nellore. The levels of inbreeding
were shown to be small based on all the metrics evaluated and ranged from -0.009 to
0.029. A low (-0.12 to 0.31) correlation of the pedigree-based inbreeding compared to
all the genomic inbreeding coefficients evaluated was observed. The LD average was
0.031 (+0.0517) and the consistency of gametic phase was shown to be low for all the
breed pairs, ranging from 0.42 to 0.27 to the distance of 20 Mb. The Ne based on
pedigree and genomic information was 158 and 115, respectively. A total of 1,839
ROHs were found and the majority of them are of small length (<4Mb). An important
homozygous region was identified on BTA5 with significant pathways related to
behavioral traits (e.g., sensory perception, detection of stimulus, response to
extracellular stimulus, and olfactory receptor activity), as well as candidate genes related
to heat tolerance (e.g., MYO1A), feed conversion rate (e.g., RDH5), and reproduction
(e.g., AMDHD1). A total of 1,799 HERs were identified in the Purund breed with 92.3%
of them classified within the 0.5-1Mb length group, and 19 HERSs islands were identified
in the autosomal genome. These HERs islands harbor genes involved in growth
pathways, carcass weight (e.g., SDCBP), meat and carcass quality (e.g., MT2A), and
marbling deposition (e.g., CISH). Despite the genetic relationship between Puruna and
the founder breeds, a multi-breed genomic evaluation is likely not feasible due to their

population structure and low consistency of gametic phase among them.

Keywords: beef cattle, genomic diversity, inbreeding coefficient, persistency of
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Introducéo

A caracterizacdo da estrutura populacional e da diversidade genética é essencial
para a compreensao da base genética de adaptacdo ambiental e conservagédo dos recursos
genéticos bovinos (XIA et al., 2021). Essa caracterizacdo e avaliacdo da diversidade
precisam ser consideradas ao projetar ou atualizar programas de melhoramento e
estratégias de conservacdo que possam ser aplicadas em populagGes de ragas puras e
mesticas.

A raca Puruna é uma populacdo composta desenvolvida no sul do Brasil pelo
cruzamento de Angus, Charolés, Canchim e Caracu, em propor¢oes idénticas. Isso feito
para melhorar as principais caracteristicas de interesse e explorar a complementaridade
entre as racas (OTTO et al., 2021), especialmente para producdo em sistemas a pasto. As
pesquisas para a cria¢do da raca Purund comecaram no Instituto Agrondémico do Parana
(IAPAR; Ponta Grossa, Parana, Brasil) no inicio da década de 1980, quando
pesquisadores do IAPAR estimaram a heterose nas progénies mesticas de Charolés x
Caracu e Angus x Canchim (PEROTTO et al., 2000; PEROTTO; MOLETTA; CUBAS,
2000). Quase 15 anos depois, foram obtidos os primeiros resultados desse experimento,
onde a heterose mantida desses cruzamentos resultou em maior peso de carcaga quente,
rendimento de carcaca quente, area de olho de lombo, melhor conformacéo de carcaca
Charolés x Caracu (PEROTTO; MOLETTA; CUBAS, 2000), e maior ganho de peso
médio diario em diferentes idades com os cruzamentos de Angus x Canchim (PEROTTO
et al., 2000).

Com base nos primeiros resultados, os pesquisadores do IAPAR realizaram um
segundo acasalamento para gerar outro conjunto de animais usando as progénies
resultantes da populacdo F1 anterior. O objetivo naquele momento era reunir todas as
caracteristicas favoraveis em um composto que apresentasse um peso elevado e
produzisse uma carcaca de alta qualidade. A hipotese de uso das ragas citadas acima foi
captar uma contribuigéo particular de cada raga para criar uma populagdo composta com
maior desempenho produtivo e adaptada as regides tropicais e subtropicais do Brasil. A
raca Angus forneceu caracteristicas relacionadas a precocidade, temperamento mais docil
e alta qualidade da carne (CRISTIANA; MIRELA, 2018; TAYE et al., 2018); Charolés
proporcionou maior ganho de peso e rendimento de carcaca (JAHUEY-MARTINEZ et

al., 2019) e, finalmente, Caracu e Canchim contribuiram com rusticidade, tolerancia ao
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calor e resisténcia a parasitas (PIRES et al., 2021; URBINATI et al., 2016). Esses animais
sdo muito bem adaptados as condi¢Ges ambientais tropicais e apresentam bom potencial
para ganho de peso (ITO et al., 2010). A caracterizagdo do Purund, definida pela
Associacdo Brasileira de Criadores de Gado Purund (Ponta Grossa, Parana, Brasil), € que
0s animais devem apresentar pelagem curta com aspecto brilhante, admitindo variacéo na
cor da pelagem (vermelho, branco, preto e baio), tamanho médio a grande e boa
distribuicdo muscular. Além disso, espera-se que os animais sejam ddceis e prolificos,

com precocidade sexual e rapido acabamento de carcaca.

Figura 1 - Animais Puruna do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR, Ponta Grossa,

Parana, Brasil)

Alguns estudos no Brasil avaliaram o desempenho da ragca Purund para
caracteristicas de carcaca (ITO et al., 2010), producéo de carne e qualidade (MISSIO et
al., 2015), crescimento (MOURA et al., 2014) e peso em diferentes estagios de vida
(OTTO et al., 2021). Esses estudos indicam animais abatidos aos 24 meses de idade, com
peso médio de 460 kg, espessura de gordura proxima a 3 mm e concentragao substancial
de &cidos graxos na carne. Alem disso, estimativas de parametros genéticos para

caracteristicas de crescimento demonstraram estimativas de herdabilidade (0,05-0,21)
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para pesos corporais medidos em diferentes idades (OTTO et al., 2021). No entanto,
nenhuma pesquisa anterior até o momento avaliou a diversidade genética e a estrutura
populacional da raca Purund. Apesar da premissa de que 0 cruzamento aumenta a
variabilidade genética de uma populacgdo, seu histérico de desenvolvimento e manejo
populacional ao longo das geracfes pode ter impactado na diversidade genética da
populacdo formada (PERIPOLLI et al., 2020). Os estudos de diversidade genética
desempenham um papel importante na constituicdo de um programa de cruzamento, pois
a forma como a variabilidade é controlada pode interferir na heterose produzida e
impactar no vigor hibrido esperado.

Os estudos de diversidade genética sdo cruciais na fase inicial, chamada de pré-
melhoramento, na qual é possivel regenerar, caracterizar, explorar e promover a
conservacdo da variabilidade da populacdo (PONTES et al., 2020). Os parametros
estimados incluem coeficientes de endogamia individuais, relacdo genética entre os
animais e niveis de regides em homozigose e heterozigose no genoma, bem como sua
distribuicdo ao longo dos cromossomos (BISCARINI et al., 2020). Além disso, o
desequilibrio de ligacdo precisa ser estimado para melhor implementar a selecdo
gendmica e para identificar segmentos conservados do genoma entre as ragas (LARMER,;
SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2014). Todas essas métricas contribuem para um melhor
entendimento dos eventos genéticos que ocorrem na populacdo, do impacto de decisdes
tomadas no passado e das estratégias que serdo tomadas no futuro. Nosso objetivo com
este estudo foi caracterizar a diversidade genética e gendmica e a estrutura populacional
de uma nova raca composta de bovinos de corte — Purund, com base em informagdes

gendmicas e de pedigree.

Material e métodos

Cem animais da raca Puruna foram amostrados aleatoriamente e genotipados
usando o painel GGP Bovine 100K (NEOGEN) contendo mais de 100.000
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs). O material genético foi cedido pelo
Instituto Agronémico do Parana (IAPAR, Ponta Grossa, Parana, Brasil). Para o controle
de gqualidade do gendtipo (QC), apenas 0s cromossomos autossémicos foram retidos e
um QC foi feito separadamente para cada analise. Para as corridas de homozigose

(ROH) e regides ricas em heterozigose (HER), removeu-se SNPs com call-rate a 0,90,
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posicdo duplicada, ndo autossomais ou sem posicdo conhecida (BISCARINI et al.,
2020; FERENCAKOVIC; SOLKNER; CURIK, 2013). Para as demais analises, 0s
parametros de frequéncia do alelo menor (MAF <0,05) e afastamento extremo do
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE <107%) também foram usados para filtrar os SNPs.

Para 0 banco de pedigree foram consideradas informacdes de 11.205 animais
nascidos entre 1997 e 2019, sendo 5.224 machos e 5.981 fémeas, sendo a populagédo
base formada por 3.999 animais. Esses dados foram usados para criar o banco de dados

de pedigree, incluindo informacdes sobre animais, pai, mée, sexo e data de nascimento.

Estratificacdo da populagdo

Analise de componentes principais

Para avaliar as semelhancas entre a raca Purund e as ragas Angus, Canchim,
Charolés e Nelore, foi realizada uma anélise de componentes principais (PCA) usando
o software PLINK v1.9 (PURCELL et al., 2007). Os genotipos da raca Angus, Charolés
e Canchim foram fornecidos pela plataforma de dados WIDDE (SEMPERE et al.,
2015), e os gendtipos da raca Nelore foram fornecidos pela Katayama Agropecuéria
Ltda. Os PCAs foram estimados com base na variancia padronizada da matriz de
relacionamento gendmico (G) onde a covariancia de cada SNP foi dividida pela
respectiva variancia, utilizando apenas os SNPs em comum para todas as ragas (ap6s o

QC), conforme a seguinte equacao proposta por VanRaden (2008):

(M —2P)(M - 2P)’
o 2ipi(1-py)

onde M é uma matriz de contagens do alelo A, pi s a frequéncia do alelo A do i"" SNP e

P é uma matriz com cada linha contendo os valores de pi.

Analise de Admixture
A andlise de admixture foi realizada por meio do software ADMIXTURE
(ALEXANDER et al., 2015) para avaliar a histdria evolutiva entre a raga Purund e suas

racas fundadoras (Angus, Charolés, Canchim e Nelore). Esta andlise estima a
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ancestralidade através probabilidade mé&xima em um modelo paramétrico como
(ALEXANDER; LANGE, 2011):

L(Q,F) = Z{nijlnpij + (2 —npn(1 - py)}

i

onde, o pij € a probabilidade de sucesso na distribuicdo binomial ni; ~ Bin(2, pij)
dependendo da fracéo gik da ancestralidade de i atribuivel a populagéo k e da frequéncia
f«jdo alelo 1 na populacéo k. As matrizes Q = (qik) e F = (fij).

O sucesso da analise depende da escolha correta de K, que representa o nimero
de populagdes ancestrais. Foram avaliados K igual a 1 até 20, mas apenas K= 2 e 3
foram escolhidos para serem mostrados aqui, que tém uma maior interpretacdo bioldgica
e K=3 o menor erro de validagdo cruzada. O pacote “pong” (BEHR et al., 2016) foi

usado para agrupar os resultados e visualizar a estrutura da populagéo.

Arvore de filogenética

Para estimar a distancia entre as populacdes, foi utilizado o software hapFLK
(FARIELLO et al., 2013) com base na abordagem descrita por Bonhomme et al. (2010).
A arvore de juncdo foi construida a partir das distancias genéticas de Reynolds, Weir e
Cockerham (1983) entre pares de populacdes. A distancia de Reynold foi estimada
usando o coeficiente de co-ancestralidade, onde esse coeficiente é a probabilidade de
que um par aleatorio de genes no mesmo locus dentro de uma populacdo escolhida
aleatoriamente seja idéntico por descendéncia, fornecendo uma medida natural da deriva

genética. Assumindo que a frequéncia do alelo € igual a:

. 1'nF~1p
Po = TmF-11,,

Onde, p é a frequéncia, Fé a matriz de co-ancestralidade e p, é a estimativa linear

imparcial com variancia minima, com 1'n denotando a matriz de n-vetor é feita de 1's.
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Estrutura da populagao

Medidas de endogamia

Seis estimadores de coeficientes de endogamia foram analisados. O primeiro
modelo foi baseado em informacdes de pedigree (Frep), utilizando o software ENDOG
v4.8 (GUTIERREZ; GOYACHE; CERVANTES, 2010), seguindo 0 método proposto
por Meuwissen e Luo (1992) em que a média de F de uma determinada geragéo t(F:) foi

calculado como:
F,=1—-(1—AF)!

em que AF é a mudanga na taxa de endogamia de uma geragdo para outra, como a

seguinte equacéo:

A= Fe = Fio)
(1—=Fe_q)
em que Fre Fr.1 representam as estimativas médias de endogamia para a geracao atual e
anterior (FALCONER; MACKAY, 1996).
O segundo método teve como base 0s genotipos homozigotos observados e
esperados (FHom1), calculados como (PURCELL et al., 2007):

_ Hexp - Hobs
FHOMl - H
exp

onde, H,,, € 0 valor esperado (propor¢do) para genétipos homozigotos e H, € 0 valor
observado para genétipos homozigotos.

O terceiro método foi baseado na variancia aditiva dos genotipos (Ferm), usando
0 seguinte modelo (VANRADEN, 2008):

Ferm = baz2pil no qual h; = 2p;(1 — p;)

h;i—-1



84

onde xi é 0 nimero de copias do alelo de referéncia do i SNP, pi é a frequéncia do alelo
de referéncia na populagdo. Semelhante ao segundo método, a metodologia From2 foi

baseada em gendtipos homozigotos seguindo o modelo:

x; * (2 —x;)
Fromz =1 - — h l
l

Os modelos acima sdo todos dependentes da frequéncia do alelo do genotipo e,
por esse motivo, um quinto modelo foi um teste baseado na correlacédo entre unido de

gametas (Funi) usando o seguinte modelo (YANG et al., 2010):

[x? — (1 + 2p;) * x; + 2p7]
Fyni = .
l

O ultimo método foi baseado na soma do comprimento individual de ROH
dividido pelo comprimento total do genoma autossomico (Fron) usando a seguinte
equacdo (MCQUILLAN et al., 2008):

p. - Zisf (ROH)
X h()

onde f(ROH,) é o comprimento da ROH do individuo i*", n é o nimero total de regides
gendmicas homozigéticas de cada individuo, h(j) é o comprimento do cromossomo j*,
e A é o nimero de cromossomos autossdmicos (A = 29). Ainda assim, para cada classe
de ROH (<2 Mb, 2-4 Mb, 4-8 Mb, 4-16 Mb, >16 Mb, <8 Mb e >8 Mb), as estimativas
de endogamia foram obtidas dividindo a soma total de segmentos ROH pelo
comprimento total do genoma autossémico bovino coberto por SNPs. Todos 0s
coeficientes de endogamia gendmica foram calculados usando o software PLINK v1.9
(PURCELL et al., 2007). A opcdo PROC CORR do software estatistico (SAS
INSTITUTE INC., 2013) foi utilizada para correlacionar as estimativas dos coeficientes
de endogamia. Foi criado um mapa de calor para melhor visualizagdo dos resultados
através do pacote plotly (SIEVERT, 2020).
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Desequilibrio de ligacdo

O desequilibrio de ligagéo (r?) foi estimado usando o software PLINK v1.9. Para
observar a diminuicdo de r2 com o aumento da distancia dos marcadores, utilizamos a
abordagem de bins estimando a média de r2 de cada distancia de 10 kb a 100 kb a cada
10 kb, e apo6s a distancia de 100 kb a cada 100 kb até a distancia de 1.000 kb (1 Mb).
Em analise preliminar, foram definidos que os bins relatados neste estudo deveriam ter

pelo menos 50 marcadores pareados para estimar a média de r2.

Tamanho efetivo da populacéo
Duas metodologias foram usadas para estimar o tamanho efetivo da populacéo
(Ne). O primeiro método utilizava informacdes de pedigree por meio da seguinte

equacao:

Ne = 1AF, onde AF = FeFiza)
2 (1-F¢-1)

onde F te F 1 é aendogamia média da prole e seus pais, respectivamente (FALCONER;
MACKAY, 1996). A estimativa foi realizada por meio do software POPREP
(GROENEVELD et al., 2009).

O segundo método foi realizado usando informacGes gendmicas, investigadas
com 0 método de relacdo entre as variancias LD e Ne por meio da seguinte formula
(CORBIN et al., 2012):

Ne(r) = <4f<ct)-1 ([ - a))

onde Ne é o tamanho efetivo da populagéo na t**™ geracéo, cté a taxa de recombinagéo
para a distancia fisica entre os marcadores, a € a probabilidade de ocorréncia de mutacao

er?é o valor de LD.

Consisténcia da fase gamética

A consisténcia da fase gamética (CGP) foi tomada pela raiz quadrada dos valores
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de r2 somando o sinal da medida de desequilibrio (D), como:

D = p(ab) — p(a)p(b)

onde p(a) é a frequéncia do hapldtipo-a, p(b) é a frequéncia do haplotipo-b e p an € a
frequéncia do hapl6tipo com o alelo a no primeiro locus e o alelo b no segundo locus.
O CGP foi assumido como a correlagdo de Person entre cada raca fundadora e Purund
usando os valores de raiz quadrada sinalizada. Para estimar o CGP, apenas 0s SNPs em
comum (apds o controle de qualidade) entre cada par de racas foram usados para estimar

0 CGP com base na mesma distancia e bin descrito na sec¢éo LD.

Proporcdo de SNPs polimorficos e distribuices de SNPs por intervalo de MAF

A proporcdo de SNPs polimorficos, apos QC, foi calculada com base no MAF.
As distribuicdes de SNPs foram calculadas em 10 intervalos MAF de 0 até 0,5 definidos
a cada 0,05 pontos no MAF.

Corridas de homozigose
O software PLINK v1.9 (PURCELL et al., 2007) foi utilizado para a

identificacdo da ROH com base nos seguintes critérios:

o Um SNP heterozigoto e um ausente foram permitidos;

o A sobreposicéo de janelas utilizada foi de 0,05;

o A distancia entre dois SNPs consecutivos ndo poderia ser superior a
1.000 kb;

o O comprimento minimo de uma ROH era de 500 kb;

o O nimero minimo de SNPs consecutivos que criam uma ROH deve ser

igual ou superior a 30;

o A densidade de 1 SNP usado em pelo menos 50 kb;

o Uma janela gendmica deslizante foi usada com 50 SNPs.

As ROHs foram classificadas nas seguintes classes: <2 Mb, 2-4 Mb, 4-8 Mb, 4-
16 Mb e >16 Mb. Uma regido encontrada em 36% da populagéo foi considerada para

analise futura (analise funcional e filogenética).
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Regides ricas em Heterozigose
O pacote detectRUNS (BISCARINI et al., 2019) foi usado para a detecgéo de
HER seguindo o método de SNPs consecutivos. Para a analise consecutiva dos SNPs,

foram considerados os seguintes parametros:

o Um namero minimo de 20 SNPs consecutivos constitui um HER,;

o Comprimento minimo de 500 kb;

o E permitido um minimo de dois SNP homozigotos e um ausente; e,

o O intervalo maximo entre SNPs consecutivos nao pode ser superior a
1.000 kb.

As regides gendmicas que apresentaram pelo menos 10% dos animais com HER foram

incluidas nas posteriores analises funcionais e de arvore filogenética.

Andlises funcionais

As regides gendmicas consideradas como ilhas de ROH e HER foram usadas
para anotacdes genémicas. Para a anotacdo dos genes dessas regifes foi utilizado o
pacote GALLO (FONSECA et al., 2020b) para Bos taurus da base de dados Ensembl (
www.ensembl.org/Bos_taurus/Info/Index ), versdo ARS- UCD1.2 (ROSEN et al.,
2020). Posteriormente, o pacote WebGestaltR (WANG et al., 2020) foi utilizado para

as analises ontologia génica (GO) para identificar processos bioldgicos, funcbes
moleculares e componentes celulares nos quais 0s genes candidatos posicionais estéo

envolvidos.

Resultados

Estratificacdo da populagdo

Analise do componente principal

A PCA entre as populagdes de Purund, Angus, Canchim, Charolés e Nelore ¢é
apresentado na Figura 2A. O primeiro componente principal (PC1) explicou 20,2% da
variacdo entre as populagdes, enquanto o segundo componente principal (PC2) foi
responsavel por 3,2%. Conforme mostrado na Figura 2, 0s animais sdo agrupados dentro
de racas, ndo havendo clara mistura entre os grupos, mesmo para populagdes compostas

como Purund. As racas mais proximas do Purund sdo Charolés, Canchim e Angus.
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Figura 2 - Estratificagdo Populacional da raca Purund. A Analise de Componentes
Principais (PCA) incluindo animais das racas Purund, Angus, Canchim,
Charolés e Nelore. B Andlise de Admixture das Ragas Purund, Angus,
Canchim, Charolés e Nelore. C Arvore de filogenética usando a distancia
de Reynolds para as populagdes Puruna (PUR), Angus (ANG), Canchim
(CAN), Charolés (CHL) e Nelore (NEL).

PUR

e CAN
ANG
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PC1 (202%) ' 0.00 005 0.10 0.15

Anélise de admixture

Figura 2B apresenta a andlise de miscigenacdo para as populacdes Puruna,
Angus, Canchim, Charolés e Nelore para K = 2 e 3. Para K=2, foram observados dois
grupos e a mistura entre esses indicam que duas populac¢des fundadoras distintas (Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus) foram utilizados no desenvolvimento da raca
Purund. Em média, Angus teve 99,2% e 0,9%, Canchim 60,6% e 39,4%, Charolés
89,6% e 10,4%, Nelore 99,8% e 0,2%, e Purund teve 80,8% e 19,2% da populacdo
ancestral 1 e 2, respectivamente. Para K = 3, trés grupos foram observados afetando a
miscigenacdo para a populacdo em estudo. Este resultado (K = 3) indica maior
contribuicdo do Charolés e Canchim na raga Purund, seguindo para a raga Angus e uma

pequena proporcao da raca Nelore.

Arvore de filogenética

Figura 2C mostra a &rvore populacional das racas Purund (PUR), Angus (ANG),
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Charolés (CHL), Canchim (CAN) e Nelore (NEL). H& uma divisdo em grupos na arvore,
mas a distancia de um grupo para outro ndo é grande (0,05). Nelore aparece em uma
secdo separada enquanto Purund, Canchim, Charolés e Angus estdo situados em outros

trés nos, agrupando-se de acordo com clados de proximidade racial.

Estrutura da Populagdo

Endogamia

As médias dos coeficientes de endogamia séo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Estimativas do coeficiente de endogamia com diferentes metodologias para
animais da raga Puruna

N média D.P. Minimo Maximo
Frep1 11.205 0,002 0,019 0,000 0,375
Frep2 100 0,007 0,023 0,000 0,125
From1 100 -0,009 0,027 -0,052 0,163
Ferm 100 -0,009 0,041 -0,092 0,095
From2 100 -0,009 0,032 -0,060 0,171
Funi 100 -0,009 0,023 -0,052 0,133
FroH 100 0,029 0,024 0,004 0,190
F<2ms 100 0,004 0,002 0,000 0,010
F2-amB 100 0,007 0,003 0,001 0,023
Fa-svs 100 0,007 0,005 0,000 0,021
Fs-16mB 100 0,006 0,007 0,000 0,032
F>16mB 100 0,005 0,016 0,000 0,127
F<svs 100 0,018 0,007 0,002 0,045
F>svB 100 0,011 0,020 0,000 0,145

N: namero de individuos analisados; média: média do coeficiente de endogamia; D.P.: desvio padrao;
Feep1 : Coeficiente de endogamia baseado no pedigree para todos os individuos da raga Purund; Fpepa:
Coeficiente de endogamia baseado no pedigree para individuos genotipados Purund; Fuomi: Coeficiente
de endogamia baseado no nimero de gen6tipos homozigotos observados e esperados; Ferm : Coeficiente
de endogamia baseado na variancia genotipica aditiva; From2: Coeficiente de endogamia baseado na
homozigose dos gendtipos; Funi: Coeficiente de endogamia baseado na correlagdo entre unido de gametas.
Fron: Coeficiente de endogamia baseado no comprimento dos ROH e no comprimento total do genoma
autossémico.

A média do coeficiente de endogamia estimado com base no pedigree para todos
os individuos Puruna (Fpep2) foi de 0,002. Os métodos From1, FHomz, Funi € Ferm foram
0s métodos que apresentaram 0s menores valores de media (-0,009), enquanto a maior

média do coeficiente de endogamia foi obtida por Frow (0,029). As correlagdes entre o



90

método dos coeficientes de endogamia s&o apresentadas na Figura 3.

Figura 3 - Correlacdo entre métodos de estimativa de endogamia
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Fortes correlagdes foram encontradas entre os métodos: Fromi-From2 (0,97),
From1-FroH (0,93), FHomi-Fs16mg (0,85), FHomi-Fssme (0,89), FHom2 -Fror (0,90), Frome-
Fs1eme (0,79) e Fromz-F>sme (0,85). Valores baixos foram encontrados para todas as
correlac@es entre Fpep € 0s outros métodos. O método Ferm apresenta correlagdo muito
fraca para quase todos os métodos, exceto para o Funi, 0 qual a correlagdo foi classificada
como moderada (0,74). CorrelacBes negativas foram encontradas para os métodos:
Ferm-Fromz2 (-0,21), Ferm-F<ame (-0,24), Form-F2-ame (-0,08), Form-Fa-sme (-0,01),
Ferm-Fs-16ms (-0,21), Ferm-F<sms (-0,11) e Ferm-Frep (-0,12).

Desequilibrio de ligacdo
O LD médio variou de 0,43 a 0,04, com distancia entre dois marcadores de 10 a
1.000 kb, respectivamente. A média geral de LD foi de 0,031 (£ 0,0517) na distribuicao
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média dos marcadores 4,856 (+2,8890) Mb.

Tamanho Efetivo da Populacao

O tamanho efetivo da populacdo com base no pedigree foi de 158 para a geracéo
atual. Por outro lado, o Ne de base gendmica diferiu com base na geragéo e no software
utilizado. O software PLINK possibilitou a estimativa de Ne até a 13% e 5% geracéo,
respectivamente. Para 0 SNeP, na 132 geracdo, o Ne foi de 229, enquanto para o PLINK,
o resultado para a mesma geracéo foi de 207. O Ne estimado para a 5% geracdo no PLINK

foi igual a 115.

Consisténcia da fase gamética
A consisténcia da fase gamética entre Purund e Angus, Canchim, Charolés e Nelore

séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Consisténcia da fase gamética baseada na correlagdo Person, entre a raca
Puruna e suas racas fundadoras: Angus, Canchim, Charolés e Nelore

Distancia (kb) Angus Canchim Charolés Nelore
20 0,40 0,42 0,43 0,27
30 0,36 0,40 0,42 0,18
40 0,30 0,36 0,41 0,17
50 0,29 0,33 0,39 0,14
60 0,29 0,33 0,39 0,13
70 0,26 0,33 0,35 0,11
80 0,24 0,30 0,33 0,08
90 0,24 0,30 0,33 0,04
100 0,20 0,27 0,31 0,04
200 0,18 0,24 0,25 0,04

300 0,12 0,20 0,18 0,03
400 0,10 0,16 0,16 0,02
500 0,10 0,13 0,12 0,02
600 0,10 0,13 0,12 0,02
700 0,09 0,11 0,11 0,01
800 0,09 0,11 0,10 0,01
900 0,08 0,11 0,10 0,00

1.000 0,07 0,09 0,10 0,00
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A maior correlagéo, a 20 kb entre pares de SNP, entre Purund e as demais racgas
foi encontrada com Charolés (0,43), seguido de Canchim (0,42), Angus (0,40) e Nelore
(0,27). A distancia de 10kb apresentou menor namero pares de marcadores do que 0

limiar (<50) utilizado como critério. Portanto, esses resultados ndo foram apresentados.
Proporcdo de SNPs polimorficos e distribuicdo de SNPs por faixa de MAF
A proporcdo de SNPs polimérficos com base nas classes de MAF é apresentado

na Tabela 3

Tabela 3 - Proporcao de SNPs polimérficos classificados pela frequéncia do menor alelo

(MAF)

MAF NSNP %
0,00 - 0,05 3.232 3,67
0,05-0,10 2.967 3,37
0,10-0,20 5.792 6,59
0,20-0,25 7.255 8,25
0,25-0,30 9.314 10,59
0,30-0,35 11.287 12,83
0,35-0,40 13.283 15,10
0,40-0,45 14.932 16,98
0,45-0,50 15.652 17,80

MAF:frequéncia do menor alelo, NSNP: nimero de SNP na classe; %: porcentagem de SNP na classe.

Corridas de homozigose

Um total de 1.839 ROHs foram encontradas na raca Puruna. A distribuicéo de
ROHs ao longo de todo 0 genoma autossémico e a divisdo do tamanho do comprimento
de ROH, podem ser observadas na Figura 4A. O comprimento de ROH observado pode
ser classificado como 37,4% para < 2 Mb; 25,3% como 2-4 Mb; 17,1% como 4-8 Mb;
7,6% como 8-16 Mb; e apenas 2,6% ROHs maiores que 16 Mb. O cromossomo que
apresentou maior quantidade de ROHs foi BTAS5, seqguido do BTAL, onde a
concentracdo de ROHs >16Mb foi superior em relacdo a todos 0s outros cromossomos
autossomais. Os cromossomos que apresentaram o menor nimero de ROHs foram o

BTA27 e 0 BTA25, representando uma pequena fracédo de regides de ROH.
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Figura 4 - Classificacdo das corridas de homozigose (ROH - A) e regides ricas em heterozigose
(HER - B), por cromossomo, de acordo com o tamanho na raga Purund e a
porcentagem média dos cromossomos cobertos por ROHs/HERs.

150+ 15

1004

iy
[=]

Comprimento

>16Mb
[ 8-16Mb
B 4-smb
B 2-4mp
. <2Mb

nimero de ROHs

12 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Cromossomo

(%) wabejusoaiod

501

(4]

(=]

100

ey
o

Caomprimento

Wis5-20mB
Mio-15v8
Mos-1.0mB

(o) wabeyusoiod

50

'
o

namero de HERs

12 3 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Cromossomo

Regides ricas em heterozigose

No total foram encontrados 1.799 HERs na raga Purund. A distribuicdo do
padrdao HER ao longo de todo o0 genoma autossdmico é apresentado na Figura 4B. Cerca
de 92,3% dos HERs encontrados foram classificados no comprimento de 0,5-1,0 Mb;
7,0% como 1,0-1,5 Mb; e 0,7% como 1,5-2,0 Mb. Nenhum HER maior que 2 Mb foi
encontrado na populagdo Purund. O cromossomo que apresentou maior quantidade de
HER foi 0o BTA1 enquanto o BTA25 apresentou 0 menor nimero de HER.
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Na anélise de ROH, encontrou-se uma regido em homozigose presente em 36%

dos animais, apesar de o Puruna ser uma raga composta e recentemente desenvolvida.
Essa regido estéa localizada no BTAS entre 54.304.681 pb e 62.031.799 pb, e tem um

comprimento de 7,73 Mb, onde 131 SNPs estdo presentes nessa regido. Essa regido é

responsavel pela codificacdo de 220 genes, sendo 181 genes codificadores de proteinas,

sete pseudogenes, cinco RNAs longos ndo codificantes, nove microRNAs, dez RNAs

miscelaneos, seis RNAs nucleolares pequenos e dois RNAs nucleares pequenos. Os

termos significativos da ontologia génica (GO) (p<0,05) em que esses genes fazem parte

sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Termos significativos (p<0,05) da ontologia génica (GO) para 0s genes
localizados em corridas de regides de homozigose na raca Puruna

Descricéo

p-valor

genes

Processo Bioldgico

G0O:0043648

G0O:0007600

G0O:0043473

G0:0006520

G0O:0006091

G0O:0044282

Processo metabdlico do acido

dicarboxilico

Percepcéo sensorial

Pigmentacao

Processo metabdlico de
aminoéacidos celulares
Geragdo de metabolitos
precursores e energia

Processo catabdlico de moléculas

0,001

0,004

0,008

0,014

0,015

0,019

SHMT?2; GLS2; AMDHDL1 ; HAL

MIOZ1A; MIP; RDH5; OR10P1;
ENSBTAG00000047825;
ENSBTAG00000046778;
ENSBTAG00000048295;
ENSBTAG00000002913;

OR10A7;
ENSBTAG00000037629
DCTN2; PMEL; CD63

MARTEL; SHMT2; GLS2;
AMDHD1; HAL

NDUFA4L2; SHMT2; PTGESS3;

CS; COQ10A; BLOC1S1
CYP27B1; SHMT2;
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GLS2; AMDHD1; HAL

OR10P1;
ENSBTAG00000047825;
ENSBTAG00000046778;
GO0:0051606 Detecgdo de estimulo 0,022 ENSBTAG00000048295;
ENSBTAG00000002913;
OR10A7;
ENSBTAG00000037629
500007422 Desenvolvimento do sistema 0023 NAB2: ERBE3
nervoso periférico
GO:0006766 Processo metabolico da vitamina 0,041 CYP27B1; SHMT2
500009991 Resposta a estimulos 0.047 CYP27B1; DDIT3; MARTEL;
extracelulares SLC39A5
Funcéo Molecular
OR10P1;
ENSBTAG00000047825;
ENSBTAG00000046778;
G0:0004984 Atividade do receptor olfativo 0,005 ENSBTAG00000048295;
ENSBTAG00000002913;
OR10A7;
ENSBTAG00000037629
GO-0016741 Atividade de transferase, 0.018 EEF1AKMTS;
transferindo grupos de um carbono METTL1; SHMT2; METTL7B
G0:0000049 ligacdo tRNA 0,032 METTL1; MARTE1
Componente Celular
G0:0009295 Nucleoide 0,017 SHMT2; ATP5F1B
G0:0016328 Membrana plasmatica lateral 0,018 MIO1A; ERBB3
GO:0045177 Parte apical da célula 0,022 MIO1A; MIP; ERBB3; NEDD1
GO:0005759 matriz mitocondrial 0,031 TSPV SHMT2; ATPSFLS;
CS; BLOC1S1
G0:0098687 regido cromossémica 0,034 DCTNZ2; MBD6; NABP2; CDK2
GO0:0005788 Lumen do reticulo endoplasmatico 0,045 0S9; RDH5
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Dez processos biologicos, trés fungbes moleculares e seis componentes celulares
foram identificados nas vias significativas. Curiosamente, nesta regido foram encontradas
vias ligadas ao comportamento animal, incluindo percepcao sensorial (GO:0007600),
deteccdo de estimulo (GO:0051606), resposta a estimulo extracelular (GO:0009991),
atividade do receptor olfativo (GO:0004984), e outros. Para rastrear a origem desta regido
em homozigose no Purund realizamos uma andlise de arvore de filogenia, utilizando
apenas 0s SNPs alocados nesta regido. A Figura 5A mostra a arvore filogenética para a
regido em homozigose encontrada no BTAS. Nesta regido em particular, as racas Puruna,
Charolés e Angus estdo mais préximos em comparacdo com as ragas Canchim e Nelore,
indicando que Charolés e Angus podem ter contribuido com as principais caracteristicas

comportamentais observadas na raca Puruna.

Figura 5 - Arvores de filogenéticas. A Arvore filogenética para regifo em homozigose
comparando as populagdes Purund (PUR), Angus (ANG), Canchim (CAN),
Charolés (CHL) e Nelore (NEL). B Arvore de filogenética da via de
crescimento em regides ricas em heterozigose
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Regides ricas em heterozigose
Para a andlise de HER, as regides identificadas em pelo menos 10% dos animais
foram consideradas como ilhas de HER e utilizadas para verificar os genes e vias

candidatas. A Tabela 5 apresenta as ilhas de HER encontrada na raca Puruna.
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Tabela 5 - Regides enriquecidas em heterozigotos (HER) que aparecem em pelo menos

10% dos individuos Purund

CHR % BP1 BP2 NSNP  Comprimento
BTA1l 11 26.505.838 29.555.484 22 3.049.646
BTA2 17 42.384.465 43.575.039 23 1.190.574
BTA3 10 8.435.805 9.838.978 23 1.403.173
BTA5S 14 70.752.944 72.012.890 23 1.259.946
BTA5S 14 75.043.240 75.983.135 26 939.895

BTAG6 11 27.154.761 28.275.511 21 1.120.750
BTA7 13 8.562.310 10.432.630 24 1.870.320
BTA10 11 44.820.482 46.032.038 25 1.211.556
BTA1l 14 67.243.961 69.096.131 22 1.852.170
BTA12 10 40.237.435 41,970427 25 1.732.992
BTA14 17 24.167.298 25.953.073 24 1.785.775
BTA14 16 50.608.626 51.640.291 23 1.031.665
BTA15 10 1.215.097 1.819.862 30 604.765

BTA18 10 23.515.690 24.470.198 23 954.508

BTA19 12 34.233.799 35.283.135 25 1.049.336
BTA20 10 44.099.958 45.220.153 21 1.120.195
BTA22 10 48.961.009 52.638.988 21 3.677.979
BTA23 27 26.021 1.697.122 27 1.671.101
BTA24 10 40.975.659 41.855.725 21 880.066

CHR: cromossomo; %: porcentagem da populacdo que apresentou a ilha; BP1: posicdo em par de bases
onde comeca a HER; BP2: posi¢do em par de bases onde termina a HER; nSNP: nimero de SNPs que a

HER cobre; Comprimento: comprimento da HER.

Foram encontrados 19 HERs distribuidos em 17 cromossomos, sendo o BTA5 e o

BTA14 os unicos a apresentarem duas HERs em cada cromossomo. A HER mais

frequente (27% da populacdo) foi encontrada na BTA23. O HER mais longa foi

encontrado no BTA22 com tamanho de 3,67 Mb e o menor HER foi encontrada no

BTA15 com 0,60 Mb.

Todas essas regides sdo responsaveis pela codificacdo de 413 genes, incluindo 363

proteinas codificadoras, seis pseudogenes, 13 RNAs longos ndo codificantes, sete
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microRNAs, dois RNAs miscelaneos, um pequeno RNA nucleolar, 15 pequenos RNAs

nucleares, trés pseudogenes e trés RNAs ribossomais. Os termos GO significativos (p <

0,05) e seus genes relacionados sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Termos significativos (p<0,05) da Gene Ontology (GO) para regides

enriquecidas com heterozigotos encontrados na raca Purund

Descricao

p-valor

genes

Processo Bioldgico

G0:0051270

G0:0040012

G0:0050801

G0:0010563

G0:0090407

G0:0072521

G0:0040007

G0O:0007187

G0:0055086

Regulagdo do movimento do
componente celular

Regulacédo da locomocao

homeostase idnica

Regulacédo negativa do processo
metabolico do fdsforo

Processo biossintético de
organofosfato

Processo metabdlico composto
contendo purina

Crescimento

Via de sinalizag¢do do receptor
acoplado a proteina G,

acoplado ao segundo mensageiro
nucleotideo ciclico

Processo metabdlico de moléculas

pequenas contendo nucleobases

0,003

0,004

0,005

0,012

0,013

0,018

0,019

0,019

0,020

SLAMF1; RAC2; ZNF6009;
SDCBP; FLCN; MAP2K3;IQCF1; HYALZ;
HYAL1;SEMA3B; SEMA3F; MST1;DAG1;

RHOA; ELP6; PTPRM

SLAMF1; RAC2; ZNF6009;
SDCBP; FLCN; MAP2K3;IQCF1; HYALZ;
HYAL1;SEMA3B; SEMA3F; MST1;DAG1;

RHOA; ELP6; PTPRM
CASQ1; ATP1A4; ATP1AZ;
KCNJ10; PVALB; KCTD17;PTGDR,;
MT1E; MT1E;MT2A; MT3; MT4;GRM2;
HYALZ2; PTHI1R
PWP1; ELFN2; RTRAF;
FLCN; HYAL2; INKA1;DAG1; RHOA;
QARS1; PRKAR2A
CD244; PIGM; LPCATZ2,
PRPSAP2; PEMT;
FLCN; IP6K1; IMPDH2;
IPGK2; TREX1; NMEG6
ATP1A2; PTGDR; PRPSAP2;
SHMT1; FLCN; RHOA;
IMPDH2; UQCRC1,
TREX1; NME6; NDUFV2
PPIB; SDCBP; MT2A;
MT3; RAI1; FLCN; DCAF1;CISH; HYALZ2;
HYALZ,
SEMASB; SEMASF;
ARIHZ2; IP6K2

PTGDR; GNAQO1; GRMZ;
GNAI2; GNAT1; PTHIR

ATP1A2; PTGDR,;
PRPSAP2; SHMT1; NT5M; FLCN;
GMPPB; RHOA;
IMPDHZ2; UQCRC1,
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TREX1; NME6; NDUFV2
ATP1A4; ATP1A2; KCNJ9;
KCNJ10; CACNG2; NCF4;
CSNK1G1; SNX1; SLC6AZ;

MAPKAPK3; TREX1; RALBP1
Processo biossintético de moléculas elbzeay CUIFTALL MASIDIRIPPT
G0:0044283 0,032 SHMT1; NT5M; HYALZ1; IP6K1;MST1;

G0:0098657 Importar para a célula 0,020

pequenas IMPDH2; IPGK2; TREX1; NME6
) Regulacéo da estabilidade da PEX19; PPIB; MT3;
G0O:0031647 proteina 0,038 COPS3; USP4; TREX1
. Processo metabdlico do composto PTGDR; PRPSAP2;
ORI glicosilico i IMPDH2; NME6
ATP1A2; MPST; PTGDR,;
GO0:0017144 Processo metabdlico de drogas 0,041 LPCAT2; MT3; SHMTZ1;FLCN; AMT;
RHOA; UQCRC1;TREX1; NDUFV2
. Regulacédo do processo metabdlico CD244; CYP7AL; FLCN;
ORI de moléculas pequenas RS MST1; RHOA; TREX1
. Regulacéo dos niveis de ATP1A2; KCNJ10; SYN3;
GO:0001505 neurotransmissores 0,046 SLC6A2; SHMT1; AMT
MAP2K3; HYAL2; HYALZ;
G0:0001667 celular do tipo ameboidal 0,048 SEMA3B; SEMAS3F;

RHOA; PTPRM

Funcé@o Molecular

USF1; FBXO7; LLGL1,;
MAP2K3; MAPKAPKS; HYAL2;GNAT1,

G0:0019900 ligacédo quinase 0,002 INKAL: MST1:RHOA: QARS1: PRKAR2A:
CDC25A
G0:0019207 Atividade reguladora da quinase 0,003 RACZ WSS Clns

HYALZ2; INKAL; QARS1; PRKAR2A
0,006 IP6K1; IPGK2; NMEG6

ATP1A2; BPIFC; NCF4;
SNX22; SNX1; ANXA4; MANF; AMT,

Atividade da fosfotransferase, grupo

G0:0016776
fosfato como aceptor

G0:0008289 ligacéo lipidica 0,009 ACAMPAMENTO: CATHL4: CATHL2:

CATHL5; SCAP

IFT27; RAC2; EHD3; GNAOL1;
G0:0001882 Ligacéo de nucleosideo 0,015 DRG2; RASD1; GNAI2;GNAT1; GMPPB;
RHOA
IFT27; RAC2; EHD3;

G0:0019001 Ligacédo do nucleotideo guanil 0,016 GNAO1; DRG2; RASD1;GNAI2; GNAT1;

GMPPB; RHOA
GO:0005516 Ligacéo de calmodulina 0,035 IQCF2; IQCF1; IQCF5; CAMKV
G0:0004857 Atividade inibidora enzimatica 0,046 UIBAIEE b (ks [0 s

QARS1; PRKARZ2A; NGP

Componente celular

RTCB; RAC2; ANXA4; GMCL1;
G0:0005635 Envelope nuclear 0,007 C11H2o0rf42;
SDCBP;ENSBTAG00000011588; APEH;
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G0:1905360
G0:0016528

G0:0099503

G0:0005581
G0:0030496

Complexo GTPase
Sarcoplasma

vesicula secretora

Trimero de colageno
Midbody

SHISAS; NRADD

0,012 GNAO1; GNAIZ; GNAT1
0,024 CASQ1; RASD1; MANF
SYN3; ANXA4; MT3;
0,031 IQCF1; ACAMPAMENTO; CATHL4;
CATHL2; CATHL5; NGP
0,032 ENSBTAG00000030683;

MGC137211; MGC137014
0,032 FLCN; GNAI2; RHOA; KLHDC8B; MTCL1

No total, foram encontrados 17 termos GO significativos envolvidos em
processos bioldgicos, oito em fungdes moleculares e seis em componentes celulares.
Regides interessantes relacionadas as vias de crescimento (G0:0040007) foram
encontradas em regides ricas em heterozigoses no BTA10, BTA14, BTA18, BTA19 e
BTAZ20, onde 14 genes estdo atuando em maior variabilidade na populagéo. Tais genes
sdo PPIB (peptidilprolil isomerase B), SDCBP (proteina de ligacdo ao sindecan),
componentes MT2A e MT3 da metalotioneina, RAIL (acido retindico induzido 1), FLCN
(foliculina), DCAF1 (proteina de ligacdo de dano ao DNA 1), CISH (citocina -induzivel
SH2), componentes HYAL1 e HAYAL2 da Hialuronidase, componentes SEMA3B e
SEMA3F da Semaforina , ARIH2 (Ariadne RBR E3 Ubiquitina Proteina Ligase 2) e
IP6K2 (Inositol Hexakisfosfato Quinase 2). Para rastrear a origem dessas regides
heterozigotas em Purund, utilizamos uma andlise de arvore filogenética. A Figura 5B
mostra a arvore filogenética para as regides relacionadas a via de crescimento

encontrada nas regides ricas em heterozigose.

Discusséo

Nosso principal objetivo neste estudo foi caracterizar geneticamente a raga
Puruna, estimando a diversidade genética e os parametros de estrutura populacional com
base em informacgBes gendmicas e de pedigree. Essa raca se desenvolveu pelo
cruzamento, em mesma proporc¢éo, de Charolés, Canchim, Angus e Caracu, enquanto o
Canchim também é uma raga composta que tem o Charolés e o Nelore como principais
racas fundadoras. Portanto, a proporcao genética média para Purund é 13/32 Charolés,
8/32 Caracu, 8/32 Angus e 3/32 Nelore.

Com base nos resultados da se¢éo de estratificagdo populacional, a raca Puruna

parece ser geneticamente mais proxima das ragas Charolés, Canchim e Angus, com
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maior contribuicdo gendmica da raca Charolés (Figura 2B, K = 3). Sendo assim, 0s
resultados indicam que Purund esta mais proximo dos Bos taurus taurus do que das
racas Bos taurus indicus. Isso era esperado devido a maior contribuicdo das racas

taurinas na formacéo da raca Puruna.

Medidas de endogamia

A manutencdo de baixos niveis de endogamia também é desejavel em racas
compostas, uma vez que uma vantagem do cruzamento € a heterose. Tal heterose é
influenciada pela distancia genética entre as ragas parentais e pelo nivel de endogamia
na populacdo, o que pode afetar o grau de retencdo da heterose (PERIPOLLI et al.,
2020). Conforme mostrado na Tabela 1, o coeficiente de endogamia para todas as
métricas estimadas neste estudo variou de -0,009 (£ 0,041) a 0,029 (+ 0,024). Esses
resultados sdo esperados, pois a raca Purund é uma raca composta desenvolvida
recentemente. O baixo nivel de endogamia, com énfase nos valores negativos, indica
que a probabilidade de dois genes homologos de um individuo serem idénticos por
descendéncia é menor do que a probabilidade dois genes homologos retirados da
populacédo de referéncia terem a ancestralidade compartilhada pela populagdo (WANG,
2014). Ou ainda, em termos de variabilidade de ganho ou perda para uma populacéo
base de referéncia (VILLANUEVA et al., 2021), os valores indicavam que alguma
variabilidade possa ter sido adquirida (por migracdo ou fluxo génico de outras
populacdes) ou, nos casos em que o coeficiente de endogamia € positivo, uma ligeira
perda de variabilidade.

Uma medida precisa de Fpep pode ser esperada quando se tém um completo,
profundo (muitas geracOes registradas) e nenhum (ou poucos) erros no arquivo de
pedigree. No caso da raga Purund, as informagdes nos arquivos de pedigree chegam, em
média, a 2,35 geracdes. Como o pedigree de Purund é raso, o uso de informacdes
gendmicas para estimar os coeficientes de endogamia é uma oOtima alternativa para
acessar 0s niveis de endogamia dos individuos. Além disso, essas métricas de
endogamia ndo dependem de informacdes de pedigree, levando em consideracdo a
variagdo de amostragem mendeliana (DOEKES et al., 2019), a natureza estocastica da
recombinacdo (FERENCAKOVIC et al., 2013) e corrigindo a falha do pedigree em
assumir que os fundadores de uma populacdo sdo independentes (REBELATO;
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CAETANO, 2018). Outro ponto positivo € que algumas métricas ndo apenas medem 0s
niveis de endogamia geral, mas também fornecem uma estimativa de quando a
endogamia foi criada, como no caso de FroH.

O Fron captura o nivel mais alto de endogamia, especialmente porque a medida
Fron é capaz de capturar endogamia recente e mais antiga (GHOREISHIFAR et al.,
2020). Conforme mostrado na Tabela 1, o valor do coeficiente de endogamia antiga
(F<8MB) ¢é maior do que a endogamia mais recente (F>8MB). Essa endogamia antiga
poderia ser fornecida por geracfes antigas nos primeiros acasalamentos e ainda estar na
populacdo passando por geragoes. Essa divisdo entre endogamia antiga e recente é (til
para gerenciar a diversidade da populagdo. Como nem toda endogamia deve ser
igualmente desfavoravel, espera-se que a endogamia recente tenha efeitos mais
negativos do que a endogamia antiga (DOEKES et al., 2019), portanto, manter um baixo
nivel de coeficiente de endogamia recente é uma meta desejavel. A Figura 3 ilustra a
correlagdo entre as medidas do coeficiente de endogamia, todas essas apresentaram
baixa correlacdo com Fpep. Alguns autores jd& mencionaram que as medidas de
endogamia gendmica sdo mais precisas na avaliacdo da endogamia individual (CURIK;
FERENCAKOVIC; SOLKNER, 2014; DOEKES et al., 2019; MARRAS et al., 2015).
Isso ocorre devido as particularidades mencionadas anteriormente sobre a estimativa de
pedigree, mas como o Fpep, cada métrica usada para calcular o coeficiente de endogamia
gendmica tem suas especificidades e capta um tipo diferente de endogamia que foi
originalmente definido por Wright (1922) e/ou Malécot (1948).

As medidas gendmicas variam de acordo com o peso que cada marcador recebe
para na matriz de relacionamento (HOWARD et al., 2017). Isso afeta como a endogamia
é calculada para cada individuo e a correlagdo entre as medidas. As estimativas FHom e
Fron pesam todos os alelos igualmente, enquanto as medidas Funi e Ferm ddo mais pesos
aos alelos raros (ALEMU et al., 2021). Isso poderia explicar o porqué From e Fron, €
Ferm € Funi apresentam correlagdo moderada a forte, enquanto as classes Ferm € FHom

ou Fron apresentaram correlacdo negativa.

Desequilibrio de ligagdo, tamanho efetivo da populagdo e consisténcia da fase
gamética

Valores mais altos de LD foram observados para marcadores localizados mais
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préximos uns dos outros e uma diminui¢do mais rapida dos valores de LD foi encontrada
a medida que a distancia entre os marcadores aumentava, como observado em outras
populagdes cruzadas ou compostas (DENG et al., 2019; PRIEUR et al., 2017). A
extensdo da LD é fortemente influenciada pela histéria da populacdo, principalmente
em populac@es de animais domésticos, que sofreram gargalos durante a domesticacéo e
a posterior formacao de racas (BRITO et al., 2015). Tal LD esta diretamente relacionado
a selecdo gendmica, onde o nimero de marcadores necessarios para prever com precisao
os valores genéticos depende desse LD (LARMER; SARGOLZAEI; SCHENKEL,
2014). Seguindo a equacdo proposta por McKay et al. (2007), o nimero de marcadores
necessarios para uma selecdo genémica precisa serd em torno de 95.000 marcadores
[2,67 GB/30 kb em LD = 0,2] para a raca Purund. No entanto, é essencial destacar que
para uma implementacdo de selecdo genémica em Purund é crucial que uma populacéo
de treinamento consideravel seja gerada, para fornecer previsdes gendmicas precisas de
valores genéticos a selecao.

A analise de LD desempenha um papel central em muitas areas da genética de
populacgdes, incluindo a determinacdo de mapas genéticos, determinacdo de niveis de
recombinacdo no nivel populacional e estimativa de Ne (D’AMBROSIO et al., 2019).
Com base em todas as métricas, as estimativas de Ne para Purund sdo superiores a 100
nas geracdes atuais, que € um limite proposto por Meuwissen (2009) para garantir a
sustentabilidade da populacéo a longo prazo. A estimativa de Ne baseada em LD foi
capaz de ser detectada até a 5% geracdo usando o software PLINK (PURCELL et al.,
2007). Observamos uma pequena divergéncia entre os resultados dos softwares SNeP e
PLINK, mas ndo tdo alta quanto relatada por Barbato et al. (2015).

Compreender os niveis de LD, a estrutura populacional e o CGP entre as racas é
crucial para implementar a selecdo genémica (BRITO et al., 2015). O CGP para todas
as ragas avaliadas, incluindo o Purund, resultou em baixa correlagdo, conforme
mostrado na Tabela 2. Esses resultados indicam que a fase dos marcadores (ou a fase
entre marcadores e QTL) ndo é consistente entre 0s pares raciais. Nesse contexto, a
possivel utilizacdo de uma populacdo de treinamento multirracial para avaliacfes
gendmicas usando essas ragas (Purund, Charolés, Canchim e Angus) pode néo resultar
em valores genéticos precisos. Como 0s marcadores nao estdo na mesma fase entre as

racas, a capacidade de usar uma raga para determinar os efeitos do SNP e ajudar na
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selecdo em outra populacdo torna-se menos provavel (LARMER; SARGOLZAEI;
SCHENKEL, 2014).

Corridas de homozigose

Figura 4A mostra o numero de ROHSs encontrado por cromossomo em Purund.
O BTADS apresentou 0 maior nimero de ROHs, como também observado em outros
estudos com bovinos de corte (PERIPOLLI et al., 2018a, 2020). A maioria das ROH
encontradas (62,7%) foram classificadas como ROHSs curtas, e como o0 comprimento das
ROH esta negativamente correlacionado com a coancestralidade (MASTRANGELO et
al., 2018a, as ROH encontradas no Purund foram concebidas em uma geracdo mais
antigas. Tomando o comprimento da ROH e usando os estudos que estimam a ROH e
correlacionam com a geracdo, como o trabalho de Howrigan et al. (2011), a maioria das
ROH encontradas neste estudo foram geradas entre 10 e 20 gerac0es atras.

A ROH pode ser usada para uma caracterizacdo do genoma e melhor
compreensdo das implicacGes da pressdo de selecdo (MARRAS et al., 2018). Uma
regido interessante foi identificada no BTA5, que contém vias significativas
relacionadas a caracteristicas comportamentais. A primeira via foi a via de percepgao
sensorial associada a uma série de eventos necessarios para que um organismo receba
um estimulo sensorial, converta-o em um sinal molecular e reconheca e caracterize o
sinal (AmiGO 2: Term Details for “sensory perception” (GO:0007600)). A segunda foi
a deteccdo de uma via de estimulo relacionada a um estimulo recebido por uma célula
ou organismo. Essa via converte um sinal em resposta a um estimulo extracelular,
associando qualquer movimento, secrecdo, producdo enzimatica ou expressdo génica
em um estimulo extracelular (AmiGO 2: Term Details for “detection of stimulus”
(GO:0051606)). A terceira via foi a via de atividade do receptor olfativo, uma via
relacionada a combinacdo de um odorante e transmissdo do sinal de um lado da
membrana para o outro para iniciar uma mudancga na atividade celular em resposta a
deteccdo do cheiro (DEMARIA; NGAI, 2010).

Para rastrear a origem dessa regido, uma arvore filogenética (Figura 5A) foi
realizada para avaliar qual raca poderia ter fornecido tal regido. Como apresentado, 0s
animais Purund, Charolés e Angus parecem ser geneticamente mais proximos e,

portanto, Angus e Charolés podem ter contribuido para essa regido. Alguns estudos
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relataram anteriormente a mesma regido com alta incidéncia de corridas de homozigose
(FABBRI etal.,2021; SZMATOLA et al., 2019). Alguns genes interessantes, ja citados
na literatura como genes candidatos, foram identificados nesta regido, como MYO1A
(Miosina IA) relacionado a tolerancia ao calor de bovinos (JIA et al., 2019), RDH5 (11-
cis retinol desidrogenase 5) associado a conversdao alimentar (DE ALMEIDA
SANTANA et al., 2016) e AMDHD1 (Amidohydrolase Domain Containing 1)
relacionado a reproducdo (MORAVCIKOVA et al., 2019).

Regido rica em heterozigose

A manutencdo da diversidade em um locus pode ser vantajosa para a aptiddo e
pode estar sujeita a balanco de selecdo (WILLIAMS et al., 2016). Essas regides ricas
em heterozigose sdo diferencas de nucleotideo Unico observadas entre 0S cromossomos
paternos e maternos e podem revelar muito sobre a estrutura populacional e a historia
demografica da populacdo (SANTOS et al., 2021a). Conforme demonstrado na Figura
4B, a maioria das HER encontradas neste estudo foram classificadas como HER mais
curta. Curiosamente, uma regido ja mencionada como regido conservada para bovinos
de corte e leite na BTA14 (ZHAO et al., 2015), foi identificada em HER. Essa regido €
variavel em pelo menos 17% dos individuos Purund, demonstrando que mesmo em
regibes mais conservadoras, 0s cruzados poderiam proporcionar alguma variabilidade
aos animais.

Embora alguns estudos tenham mostrado que a maioria das ilhas de HER estdo
relacionados a imunidade a doencas (WILLIAMS et al., 2016), taxa de sobrevivéncia e
fertilidade (BISCARINI et al., 2020), uma interessante via foi encontrada nesse estudo
relacionado a crescimento. A via de crescimento é um processo bioldgico relacionado
ao aumento de tamanho ou massa de um organismo inteiro, parte de um organismo ou
uma celula (“AmiGO 2: Term Details for ‘growth’ (GO:0040007)”"). Esse é o caso do
gene PPIB, gene utilizado como gene de referéncia em estudos de expressdo génica
(COSTA et al., 2013; DA COSTA et al., 2013) ou do gene SDCBP, um possivel gene
candidato relacionado ao peso de carcaca em Hanwoo, uma raga nativa coreana (LEE
et al., 2013) e o composto Montana Tropical, uma populagdo composta de bovinos de
corte desenvolvida no Brasil (GRIGOLETTO et al., 2020). Outro gene citado como um
possivel gene candidato para qualidade de carne e rendimento de carcaga foi 0 MT2A,
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que esta envolvido na resposta a glicocorticoide e com respostas bioldgicas a metais e
antioxidantes (HAEGEMAN et al., 2003). Embora o gene CISH esteja diretamente
relacionado ao metabolismo da insulina, Fonseca et al. (2020a) indicaram que este gene
poderia desempenhar um papel essencial na deposicdo de marmoreio. Nos resultados
apresentados para esta via ndo foi possivel definir uma Unica raca responsavel por
fornecer tal regido de HER para a raga Purund, conforme mostra a Figura 5B. Isso
significa que tal variabilidade ndo € fornecida por um unico ou pequeno grupo de ragas,

mas pela mistura das racas utilizadas na criacdo da raca Puruna.

Conclusodes

Conforme observado nas analises de admixture, a raca Purund recebeu
contribuicdo genética mais significativa para sua formacdo de Charolés, Canchim e
Angus. Os niveis de endogamia para Purund foram pequenos com base em multiplos
métodos de endogamia. Valores maiores de LD foram observados para marcadores com
distancias pequenas e uma diminui¢cdo mais rapida associada ao aumento da distancia
entre os marcadores (variando de 0,43 a 0,04 com distancia de 10 a 1000 Kb), indicando
que um painel mais denso de marcadores é necessario para alcancar maiores niveis de
acuracia em uma selecdo gendmica de Purund. Um alto Ne (>100) foi observado em
todas as métricas avaliadas e a consisténcia de fase gamética resultou em uma pequena
correlacdo entre todas as racas, o que determina que uma avaliacdo genética multirracial
para Puruna pode néo ser vantajosa. Uma regido homozigose interessante foi encontrada
no BTAS com vias significativas relacionadas ao comportamento e genes relacionados
a caracteristicas como tolerancia ao calor (MYO1A), taxa de conversdo alimentar
(RDHD5) e reproducdo (AMDHD1). Isso poderia indicar uma possivel pressdo de selecdo
nessa regido. Para a heterozigose, o nimero de HER foi elevado, mas isso era esperado
ja que o Purund é uma raca composta. Entre as regides HER, foi identificada uma via
interessante relacionada ao crescimento com maior variabilidade, contendo genes
previamente associados ao peso da carcaca (SDCBP), carne e qualidade da carcaca
(MT2A) e deposicao de marmoreio (CISH).
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CAPITULO 3

AVALIACAO DE PARAMETROS QUE INFLUENCIAM A IDENTIFICACAO
DE REGIOES RICAS EM HETEROZIGOSE EM REBANHO HOLANDES
COM BASE EM PAINEL DE SNP OU DADOS DE SEQUENCIA DO GENOMA
COMPLETO



Resumo

Regibes ricas em heterozigose (HERs - do termo em inglés “Heterozygous-enriched
regions”) sd0 regides gendmicas com alta variabilidade gerada por fatores como balango
de selecdo, introgressdo e admixture. Neste estudo, foi avaliado o impacto de diferentes
pardmetros (numero minimo de SNPs em uma HER, distancia maxima entre dois SNPs
consecutivos, comprimento minimo de uma HER, ndmero méaximo de homozigotos
permitido em uma HER) e cenarios (diferentes densidades de painel SNP) na detecc¢éo de
HERs. Também foram caracterizados HERs em rebanho Holandés com base em dados
de sequéncia do genoma completo (WGS) e comparados com HERSs identificadas em
animais Angus (ANG), Jersey (JER) e Norwegian Red (RDC). Os parametros utilizados
para a identificacdo do HER impactaram significativamente na sua detec¢do. A distancia
méaxima entre dois SNPs consecutivos avaliados ndo afetou a deteccdo de HER, pois a
mesma média de HERs (269,31+787,00) foi observada entre os cenarios. No entanto, o
namero minimo de marcadores, marcadores homozigotos maximos permitidos dentro de
uma HER e o tamanho minimo do comprimento de uma HER variaram de acordo com 0s
parametros selecionados. Para o tamanho de comprimento minimo, o cenario de 10Kb
apresentou o maior numero médio de HER (1.364,69+1.483,64). O numero de HERs
diminuiu com o aumento do nimero minimo de marcadores (621,31+1.271,83 para
6,08+21,94), e um padrdo oposto foi observado ao maximo de marcadores homozigotos
permitidos dentro de uma HER (54,47+£195,51 para 494,89+1.169,35). Quarenta e cinco
ilhas localizadas em 23 cromossomos com altos valores D de Tajima foram detectadas
em todos os cenarios avaliados. No total, 3.440 marcadores e 28 genes previamente
relacionados a fertilidade (ex . TP63, ZSCAN23, NEK5, ARHGAP44), consumo alimentar
residual (ex. MAYQO9A), sensibilidade ao estresse (ex. SERPINAG) e o percentual de
gordura do leite (ex. NOL4) foram identificados. Ao comparar as ilhas de HER entre as
racas, houve uma sobreposicdo substancial entre Holandés e Angus (95,28%), Jersey
(94,28%) e Norwegian Red (97,14%), indicando HERs conservados entre as ragas
taurinas. A detecgdo de HER variou de acordo com os parametros utilizados, mas algumas
HER foram consistentes em todos os diferentes cenarios. Genotipos heterozigotos através
de geracOes e racas parecem ser conservados em regides de HER. Os resultados
apresentados servirdo de guia para a definicdo dos parametros de deteccdo de HER em

estudos futuros.
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palavra-chave: corrida de heterozigose, diversidade, heterozigoto, Tajima



Abstract

Heterozygous-enriched regions (HER) are genomic regions with high variability
generated by factors such as balancing selection, introgression, and admixture processes.
In this study, we evaluated the impact of different parameters (e.g., minimum number of
SNPs in a HER, maximum distance between two consecutive SNPs, minimum length of
a HER, maximum number of homozygous allowed in a HER), and scenarios (e.g.,
different SNP panel densities) on the detection of HERs. We also characterized HERs in
Holstein cattle based on whole-genome sequence (WGS) data and compared the HERs
identified with those from Angus (ANG), Jersey (JER), and Norwegian Red cattle (RDC).
The parameters used for the identification of HER significantly impact their detection.
The maximum distance between two consecutive SNPs evaluated did not impact HER
detection as the same average of HERs (269.31+787.00) was observed across scenarios.
However, the minimum number of markers, maximum homozygous markers allowed
inside a HER, and the minimum length size changed according to the parameters selected.
For the minimum length size, the 10Kb scenario showed the highest average number of
HER (1,364.69+1,483.64). The number of HERs decreased as the minimum number of
markers increased (621.31+1,271.83 to 6.08+21.94), and an opposite pattern was
observed to the maximum homozygous markers allowed inside a HER (54.47+195.51 to
494.89+1,169.35). Forty-five islands located in 23 chromosomes with high Tajima’s D
values and differential were detected in all evaluated scenarios. In total, 3,440 markers
and 28 genes previously related to fertility (e.g., TP63, ZSCAN23, NEK5, ARHGAP44),
immunity (e.g., TP63, IGC, ARHGAP44), residual feed intake (e.g., MAYO9A), stress
sensitivity (e.g., SERPINAG), and milk fat percentage (e.g., NOL4) were identified. When
comparing HER islands among breeds, there were substantial overlap between Holstein
and Angus (95.28%), Jersey (94.28%), and Norwegian Red cattle (97.14%), indicating
conserved HERs across taurine breeds. The detection of HER varied according to the
parameters used, but some HER were consistent across all different scenarios.
Heterozygous genotypes across generations and breeds appear to be conserved in HER
regions. The results presented will serve as a guide for defining HER detection parameters

in future studies.

keywords: diversity, heterozygous, runs of heterozygosity, Tajima
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Introducéo

Avaliar e desenvolver estratégias para manter a diversidade genémica em
populacdes de gado leiteiro tornou-se uma atividade importante em programas de
melhoramento devido ao acimulo mais rapido de endogamia por ano e reducdo no
tamanho efetivo da populagdo como resultado de préticas de reproducdo intensiva (por
exemplo, inseminacéo artificial) e esquemas de selecdo gendmica (BAES et al., 2019;
FORUTAN et al., 2018; LOZADA-SOTO et al., 2022). Numerosos estudos
caracterizaram regifes homozigoticas (por exemplo, corridas de homozigose — ROH) em
varias espécies, incluindo bovinos (GURGUL et al., 2016; LOZADA-SOTO et al., 2021;
SZMATOLA etal., 2019), suinos (GROSSI et al., 2017; HOWARD et al., 2017b), ovinos
(SELLI et al., 2021), caprinos (BRITO et al., 2017), equinos (SANTOS et al., 2021a) e
aves (MARRAS et al., 2018). Sendo exemplo, a endogamia genémica antiga e recente
podendo ser estimada com base em ROH (MULIM et al., 2022a). Por outro lado, trechos
de gendtipos heterozigotos, também conhecidos como “regides ricas em heterozigotos
(HER)” ou “corridas de heterozigose (ROHet)”, s&0 muito menos caracterizados do que
ROH em espécies de producdo (BISCARINI et al., 2020) e podem indicar regides
gendmicas com alta variabilidade genética.

O primeiro estudo relatando HER em animais de producgéo foi publicado por
Williams et al. (2016) em bovinos Chillingham. Esta raga ndo havia sido submetida a
selecdo artificial e permaneceu como um rebanho fechado por pelo menos 350 anos
(WILLIAMS et al., 2016). Apesar desta particularidade, algumas regides gendmicas
ainda apresentaram altas concentracdes de genotipos heterozigotos, especialmente
regides contendo loci que influenciam caracteristicas de aptiddo e sobrevivéncia. Apos
esta primeira caracterizacdo da HER, estudos foram publicados em ovinos (SELLI et al.,
2021), bovinos (MULIM et al., 2022b), equinos (SANTOS et al., 2021a) e suinos (RUAN
et al., 2022). Tais resultados indicam fortes evidéncias de que regides ligadas a algumas
caracteristicas essenciais mantém alta heterozigosidade ao longo das geragfes. A
manutencdo de diversidade haplotipica em determinados loci pode conferir uma
vantagem de aptiddo e estar sujeita a balango de sele¢do (WILLIAMS et al., 2016).

Balanco de selecdo descreve qualquer processo de selecdo que resulte na
manutengdo de mdaltiplas variantes de loci especificos em frequéncias intermediarias
dentro de uma populacdo (LLAURENS; WHIBLEY; JORON, 2017). Tal sele¢éo afirma
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que a heterozigose é generalizada e persiste na populacdo por meio da vantagem do
heterozigoto (FIJARCZYK; BABIK, 2015). O balanco de sele¢&o néo € o unico processo
ligado a ocorréncia de HER em uma populacdo. Outros processos, como introgressao (a
transferéncia de variantes genéticas de uma espécie para outra, por exemplo,
hibridizacdo), admixture (mistura de linhagens ou racas genéticas) e regifes
hipervariaveis (por¢6es do genoma com niveis muito mais altos de varia¢do do que outras
areas semelhantes devido a mutacdes, taxa de recombinacéo e rearranjos cromossoémicos)
(MARRAS et al., 2018; WILLIAMS et al., 2016) contribuem para 0 aparecimento e
manutencdo de HER. Uma alta concentracdo de alelos heterozigotos em regides
genbmicas especificas em uma grande propor¢do da populacdo € definida como ilhas
HER e pode informar a presséo de selecao para heterozigoto sofrida por uma populacao
em um momento especifico.

A avaliagdo precisa de polimorfismos em regifes genOmicas com alta
variabilidade apresenta desafios adicionais e pode levar a subestimacdo dos resultados
(FNARCZYK; BABIK, 2015). Um dos principais desafios quando se pretende
quantificar HERs em uma populacéo ¢ a definicdo dos parametros a serem utilizados nas
analises. Por exemplo, a deteccdo de HER pode ser afetada pela densidade dos painéis
SNP, distribuicdo de marcadores em todo o genoma, qualidade da genotipagem e
consisténcia das informacdes (taxas de erro e frequéncias do alelo menor) (CEBALLOS
et al., 2018). Além desses parametros, a identificacdo correta dos HERs também depende
de fatores como o tamanho minimo do comprimento de uma HER e o numero de
homozigotos permitidos (REBELATO; CAETANO, 2018). Apesar da influéncia de
todos esses fatores na identificacdo de HER e ilhas de HER, ndo existem estudos
avaliando o impacto de diferentes parametros utilizados nas anéalises de deteccdo de HER.
Portanto, os principais objetivos deste estudo foram: 1) avaliar o impacto de diferentes
parametros (nimero minimo de SNPs em um HER, distancia maxima entre dois SNPs
consecutivos, comprimento minimo de um HER, nimero méaximo de homozigotos
permitido em um HER) e cenarios (densidades de painel SNP e dados de sequéncia do
genoma completo — WGS) na deteccdo de HER; 2) caracterizar HERs no rebanho
Holandés com base em dados de sequéncia do genoma completo (WGS), seguido de uma
analise gendmica funcional das ilhas HER identificadas; e, 3) avaliar a sobreposicdo dos

HER encontrados na raga Holandesa com os de outras ragas taurinas (Bos taurus taurus),
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incluindo Angus (ANG), Jersey (JER) e Norwegian Red (RDC).

Material e Métodos
Dados e controle de qualidade

Novecentos e cinquenta e nove (959) animais da raca Holandesa do Projeto 1.000
Bull Genomes (HAYES; DAETWYLER, 2019) foram usados para este estudo. Os dados
do WGS para esses individuos continham 47.379.463 marcadores distribuidos pelos 29
cromossomos autossémicos. O controle de qualidade (CQ) foi realizado seguindo os
critérios propostos por Feren¢akovi¢, Solkner ¢ Curik (2013) e Biscarini et al. (2020) em
estudos de HER e ROH. Em resumo, o QC removeu SNPs com baixa taxa de chamada
(<0,95), posicdes duplicadas, localizadas em cromossomos nao autossémicos ou com

posicBes desconhecidas. A Figura 1 apresenta um resumo das analises realizadas.
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Figura 1 - Roteiro das analises realizadas. Min SNP: nimero minimo de SNPs em um
HER; Max Gap: distancia maxima entre dois SNPs consecutivos (Kb); Min
Length: comprimento minimo de um HER (Kb); Max n hom: NUmero

maximo de homozigotos permitido em um HER
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Identificacdo de Regides Ricas em Heterozigotos

O pacote detectRUNs (BISCARINI et al., 2019) foi utilizado para identificar
HERs, aplicando a abordagem consecutiva nas analises, que escaneiam diretamente o
genoma SNP por SNP, conforme proposto por Marras et al. (2015). O impacto de
diferentes conjuntos de parametros na identificacdo de HERs foi avaliado. Esses
parametros incluiam:

e NuUmero minimo de SNPs em uma HER: 5, 10, 15, 20, 25 e 30;

e Distancia maxima entre dois SNPs consecutivos (GAP em Kb): 500Kb,

1.000Kb e 2.000Kb;

e Comprimento minimo de uma HER (Kb): 10Kb, 25Kb, 50Kb, 100Kb, 500Kb

e 1.000Kb;

e NUmero maximo de homozigotos permitido em uma HER: 0, 1, 2, 3,4 e 5;

A combinacdo de todos os conjuntos de pardmetros resultou em 648 analises.
Portanto, os seguintes critérios foram empregados para otimizar o tempo e a utilizacao
dos processadores computacionais. Um subconjunto de 300 animais da raca Holandesa
foi escolhido aleatoriamente dentre os 959 disponiveis. Além disso, o impacto dos
parametros na identificacdo de HERs foi avaliado em trés cromossomos selecionados
com 5.351.067 marcadores (BTAl — 2.987.435 marcadores, BTA14 — 1.544.553
marcadores, BTA25 — 819.079 marcadores). Esses cromossomos foram escolhidos para
representar cromossomos de comprimento longo, médio e curto. Como o nimero de
HERs detectados é baseado em uma combinacdo de parametros (ou seja, ndo baseado em
um Unico parametro), a média e o desvio padrdo do numero de HERs detectados,
correspondentes a cada paradmetro, foram calculados para avaliar o impacto de cada
parametro na detec¢do de HER. Por exemplo, o efeito do nimero minimo de SNPs igual
a 5 na deteccdo de HER foi medido pela média e desvio padrédo do nimero total de HERs
detectados para cada cenario onde o nimero minimo de SNPs foi igual a 5.

Foram avaliados os efeitos de todos os parametros em HERs ao usar dados de
paineis de SNP (menor densidade de SNP em comparacdo com WGS). Trés paineis SNP
foram derivados dos dados WGS retendo seletivamente variantes presentes em paingéis
SNP comerciais: 50K (BovineSNP50), 100K (GGP Bovine 100K) e HD (700K —
BovineHD BeadChip).

Por fim, como os resultados ndo mostraram uma diferenciagéo relevante com base
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no nimero minimo de SNPs e homozigotos permitidos, cenérios adicionais foram
criados. Portanto, foram considerados o nimero minimo de marcadores igual a 5 e 10,
combinando os homozigotos permitidos dentro do HER variando de 0 a 5 (0-2 para
marcadores minimos iguais a 5, e 0-5 para marcadores minimos iguais a 10), e fixando o
tamanho minimo de comprimento de uma HER em 10Kb (totalizando 9 cenérios). Essa
abordagem foi usada para observar a combinacdo dos melhores parametros, usando todos

0S cromossomos autossémicos, na deteccdo de HERS.

Estimativa de heterozigose, diversidade de nucleotideos e teste estatistico D de
Tajima

Os niveis de heterozigose observados e esperados para cada marcador foram
obtidos usando as estatisticas do teste de Hardy-Weinberg implementadas no software
PLINK v.1.09 (PURCELL etal., 2007). O programa VCFtools (DANECEK et al., 2011)
foi usado para estimar a diversidade de nucleotideos de cada marcador (=) e para realizar
o teste D de Tajima (TAJIMA, 1989). A diferenca entre a heterozigose observada e
esperada, a diversidade de nucleotideos e a estatistica D de Tajima foram usadas
coletivamente para correlacionar com os resultados da propor¢do de vezes que o SNP
aparece em uma HER dentro da populacdo, usando a correlagcdo de Spearman a fim de
observar a relacdo entre cenarios criados no segundo passo e as métricas de diversidade

populacional.

Identificacdo de ilhas HER, desequilibrio de ligacdo e anotagdo genémica

As regides de HERs presentes em pelo menos 10% dos individuos e em todos 0s
cenarios do passo dois avaliados foram consideradas como ilhas de HERs. O desequilibrio
de ligacédo (LD) para todos os marcadores dentro dessas ilhas de HER foi estimado usando
0 pacote LDheatmap [25]. A anotacdo gendmica dessas regides foi realizada usando o
pacote GALLO (FONSECA et al., 2020b) com os dados anotados para Bos taurus do
banco de dados Ensembl (www.ensembl.org/Bos_taurus/Info/Index), versdo ARS-
UCD1.2 (ROSEN et al., 2020). Posteriormente, o pacote WebGestaltR (WANG et al.,
2020) foi usado para minerar a Ontologia Génica (GO) e identificar potenciais processos
biologicos, fungdes moleculares, componentes celulares e vias metabolicas nos quais o0s

genes candidatos posicionais podem estar envolvidos.
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Comparacéo das ilhas HER da raca Holandesa com outras ragas taurina
As ilhas HER identificadas na raga Holandesa foram comparadas com as de outras

trés racas taurinas [ANG (317 animais), JER (179 animais) e RDC (179 animais)] do
Projeto 1000 Bull Genomes (HAYES; DAETWYLER, 2019b). Os parametros utilizados
para a identificacdo de HERs em todas as racas foram:

e NUmero minimo de SNPs em um HER igual a 10;

e Distancia maxima entre dois SNPs consecutivos (GAP em Kb) igual a 500 Kb;

e Comprimento minimo de um HER (Kb) igual a 10 Kb;

e O nmero maximo de gen6tipos homozigotos permitidos em um HER foi igual

a dois.

Resultados
O impacto dos parametros usados na identificacdo da HER

O efeito dos parametros investigados no nimero de HERs identificados nos dados
WGS é relatado na Figura 2. A distancia maxima de SNPs consecutivos ndo impactou o
namero médio de HERs detectados. Em contraste, aumentar o nimero minimo de SNP
em um HER diminuiu significativamente o numero de HERs de 621,31(+1.276,77), ao
usar 5 SNPs, para 6,08(6,08), usando 30 SNPs. O mesmo padréo foi observado para o
tamanho do comprimento minimo do HER, onde uma diminui¢do significativa na
deteccdo do HER foi observada com o aumento do tamanho, mas com maior
diferenciacdo quando o parametro foi igual a 10Kb para 0s outros comprimentos
avaliados. O tamanho minimo de 10Kb apresentou um aumento no nimero de HER's de
603% em relacdo a 25Kb e 2.283% em relacdo a 50Kb. O tamanho minimo de
comprimento para se¢des maiores que 100Kb ndo detectou HERS, conforme mostrado na

Figura 2.



128

Figura 2 - Efeito do parametro na detecgéo de regides ricas em heterozigose
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Ao considerar o nimero maximo de marcadores homozigotos permitidos dentro
da HER, o padréo foi o oposto em relagdo ao hiumero minimo de marcadores e tamanho
do comprimento da HER. Maior nimero de HERs foram observados quando mais
marcadores homozigotos foram permitidos em uma HER. A variacdo desse parametro foi
de 54,47 (£196,27) para 0 marcadores homozigotos a 494,89 (+1169,35) para 5
marcadores homozigotos, um aumento em média de 808% na deteccdo de HERs. Um
padréo semelhante foi observado nos resultados do painel HD para todos os parametros
nos painéis comerciais. Porém, nos painéis SNP de 50K e 100K, quanto ao comprimento
minimo de HER, observou-se maior diferenca entre os tamanhos escolhidos a partir do
100K com faixa de 16.542,94 (+34.229,63) em 10Kb a 102,97 (£194,07) em 1.000Kb em
0 painel de 50Kb e 35.365,22 (+60.859,43) a 93,36 (+111,62) no painel de 100K.

O nimero medio de HERs detectados por cada um dos painéis de menor densidade
avaliados ¢ ilustrado na Figura 3. O numero de HERs identificadas nos painéis SNP foi
maior do que o observado nos dados WGS e com um aumento nos painéis de 50K
(11.421,13£28.407,06) para o painel HD (64.072,73£159.181,15), com divergéncia de
4.141%, 8.550%, 23.692%, para 50, 100K e HD, respectivamente, em comparagdo com
os dados WGS.
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Figura 3 - Média e desvio padrdo da deteccdo de regibes ricas em heterozigose em
sequéncia do genoma completo (WGS) e painel comercial
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Classificacdo e distribuicdo de HERs em todo o0 genoma

O ndmero minimo de marcadores que constituem uma HER e o numero de
marcadores homozigotos permitidos dentro de uma HER n&o apresentaram uma
diferenciacdo clara de um Gnico parametro como melhor modelo na detecgéo de HERS.
Assim, o namero minimo de marcadores de 5 e com 0 nimero maximo de homozigotos
de 0 a 2, e um numero minimo de marcadores igual a 10, com o maximo de
homozigotos de 0 a 5 foram escolhidos para observar a distribuicdo de HER pelo
genoma, bem como a classificacdo das HERs de acordo com o tamanho de seu
comprimento. Para todos esses novos cenarios, recriados no passo #2 (Figura 1), como
o comprimento minimo de 10Kb apresentou uma diferenca substancial no nimero e
HERs detectadas, esse parametro foi fixado nas analises.

A Tabela 1 mostra a classificacdo dos HERs com base no tamanho do
comprimento para 0s cenarios como o nimero minimo de marcadores igual a 5 e 10.
O numero de HERs detectadas aumentou com o aumento de marcadores homozigotos
em ambos os cenarios. No cenario 5, 0 nimero de HERs variou de 36.024 a 99.811,
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com os marcadores homozigotos iguais a 0 a 2, respectivamente. No cenario 10, o
intervalo foi de 17.942 a 115.568 HERs detectados com os marcadores homozigotos
iguais a 0 a 5, respectivamente. A maioria dos HERs detectadas em todos os cenarios
foram classificados como 10-20 Kb, representando 63,30% a 75,10% no cenario 5 e
53,40% a 72,00% no cenario 10.

Tabela 1 - Numero de regifes ricas em heterozigose detectadas e classificacdo com base
no comprimento para os cenarios com o nimero minimo de marcadores iguais

a5el0l

50 51 52 100 101 102 103 104 10 5
10-20Kb  23.888 49.777 74.945 9578 22895 39.236 55.166 69.741  83.251
20-30Kb 2426 6.396 11.624 1.131 3.007 6.059 10.015 14.941 20.015
30-40Kb 1443 2301 3.415 730 1255 1780 2.222 2.765 3.535
40-50Kb 901 1.349 1.653 613 992 1348 1731 2.034 2.201
>50Kb 7.366 8130 8174 5890 6.821 7.471 7.381 6.998 6.566
Total 36.024 67.953 99.811 17.942 34970 55.894 76.515 96.479 115.568

5_0: cenéario nimero minimo de marcadores igual a 5 e 0 homozigoto permitido dentro de um HER;
5_1: cenario nimero minimo de marcadores igual a 5 e 1 homozigoto permitido dentro de um HER;
5_2: cenario nimero minimo de marcadores igual a 5 e 2 homozigotos permitidos dentro de um HER;
: cenario nimero minimo de marcadores igual a 10 e 0 homozigoto permitido dentro de um HER;
: cenario nimero minimo de marcadores igual a 10 e 1 homozigoto permitido dentro de um HER;

A Figura 4 mostra a classificacdo de HER por cromossomo e a porcentagem de
cobertura do genoma por HERs. BTA10 apresentou a maior concentracdo de HERs de
tamanho grande (>50Kb). Além disso, 0 BTA10 apresentou mais HERS nos cenarios
5, com homozigotos 0 e 1, e 10, com homozigotos 0 a 4. Em relacdo a cobertura do
genoma, o percentual de HER néo passou da marca de 0,010%, com o cromossomo 10

apresentando a maior taxa de cobertura.

0
1
2: cenario nimero minimo de marcadores igual a 10 e 2 homozigotos permitidos dentro de um HER;
3: cenario nimero minimo de marcadores igual a 10 e 3 homozigotos permitidos dentro de um HER,;
4: cendrio nimero minimo de marcadores igual a 10 e 4 homozigotos permitidos dentro de um HER,;
5: cenério nimero minimo de marcadores igual a 10 e 5 homozigotos permitidos dentro de um HER;
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Figure 4 - Classificacdo das regides ricas em heterozigose (HER), por cromossomo, de acordo com o comprimento, e a
porcentagem média de cobertura do cromossomo por HERs em cada um dos cenarios com 0 numero minimo de
marcadores iguaisa 5 e 10
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A correlagcdo de Spearman entre os cenarios variou de moderadas a altas

correlagdes, considerando a proporcao de vezes que o SNP aparece dentro de um HER.

A correlacgéo foi classificada como moderada entre todos 0s cenarios e as estimativas de

diversidade populacional (diferencial calculado pela heterozigose esperada e observada,

a diversidade de nucleotideos e o teste D de Tajima). As correlagBes gerais de Spearman

sdo apresentadas na Figura 5.

Figura 5 - Correlacdo de Spearman entre 0s cenarios com o numero minimo de
marcadores iguais a 5 e 10, diferencial baseado na heterozigose observada
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Estatistica D de Tajima

O teste D de Tajima foi utilizado para observar marcadores em balango de selecéo
(valores positivos). No total, 10.444.609 marcadores (22,04%) apresentaram valores
positivos D do teste Tajima, sendo que a frequéncia do alelo menor (MAF) de tais

marcadores em contraste com o0s valores de Tajima podem ser acessados na Figura 6.

Figure 6 - Gréafico de dispersdo da frequéncia do alelo menor (MAF) para cada marcador

e estatistica D de Tajima
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Ilhas de regides enriquecidas em heterozigotos, desequilibrio de ligacdo e analises
funcionais

As ilhas de HER sobrepostas séo apresentadas na Figura 7. Quarenta e cinco ilhas
com marcadores em altos valores D de Tajima e alto diferencial foram encontradas em
todos os cenarios avaliados. Essas ilhas estavam presentes em 23 cromossomos, contendo
3.440 marcadores. A porcentagem que cada ilha aparece em cada um dos cenarios e 0

desequilibrio de ligacdo médio séo apresentados na Tabela 2.
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Figure 7 - Distribuigdo das ilhas de regides ricas em heterozigose através do genoma da
raca Holandesa
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Tabela 2 - llhas de regides rica em heterozigose, media do desequilibrio de ligacdo (R2) dos marcadores dentro das ilhas e porcentagem em

que gue essas aparecem em cada cenario.

CRM COMECO FIM NSNP R2 50 51 52 100 101 102 103 104 105
1 8947612 8.984.143 54 0,010 10,14 3597 61,94 10,11 32,86 5874 77,79 88,23 94,93
1 77541594 77574520 114 0,143 2420 48,00 67,19 17,75 4152 64,06 74,97 78,78 8488
1 86.455.167 86.476.612 40 0,062 10,00 10,00 1477 10,00 10,00 12,34 23,67 32,36 32,87
1 88572745 88595480 149 0,021 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 12,92 19,51 2528
1 158.026.308 158.204.765 2064 0,173 46,31 7537 87,27 18,18 4538 70,30 8503 91,26 93,40
2 11.729 23.106 13 0,001 10,00 10,95 26,02 10,00 10,95 26,02 4345 5563 63,23
2 121.358.897 121.376.671 23 0,010 33,05 56,62 70,09 17,84 41,76 62,04 73,44 76,09 75,48
3 119.398.854 119.418.253 22 0,004 34,63 5651 71,32 24,38 49,64 69,09 80,00 78,71 76,62
4 114.921 131.012 29 0,001 11,17 4027 7022 11,17 40,27 7022 88,15 94,99 98,03
4 7748093  7.786.109 61 0,001 39,61 68,96 8321 27,85 5559 73,49 8341 88,04 92,01
4 108.267.668 108.297.255 35 0,004 28,34 57,05 64,85 21,52 50,88 63,06 72,90 82,38 90,95
5 79520323 79.544.963 23 0,002 39,11 71,75 8956 28,25 57,91 80,25 91,35 96,19 98,20
6 39.744 67.663 32 0,003 32,00 4650 69,91 17,76 31,63 60,84 84,15 9538 9503
6 8997519  9.010.722 29 0,014 19,78 38,10 56,98 19,57 37,63 56,89 71,05 83,75 89,99
7 9.986.201  9.996.885 10 0,133 53,60 84,25 9197 1022 28,68 4838 69,13 81,96 90,93
7 104.258.582 104.281.037 14 0,001 49,34 79,67 92,09 2480 5507 80,54 92,39 9566 97,55
8 4462538  4.479.090 20 0,001 38,93 60,33 70,98 19,52 44,73 63,41 78,73 90,41 96,83
8 111.993.409 112.004.112 16 0,001 14,86 39,06 66,67 14,86 37,75 64,39 8579 96,15 88,00
9 104.119.378 104.141.024 13 0,002 2958 63,91 8423 10,32 3501 6423 8481 9570 98,46
10 18.852.506  18.940.485 99 0,101 23,20 6354 7532 14,38 49,14 7532 89,89 96,52 98,24
10 23.775.405 24.071.948 47 0,009 67,00 87,97 8853 42,16 72,19 8853 94,83 96,73 97,42
10 24.100.254  24.459.318 44 0,001 68,02 8826 8846 4329 7275 8846 94,40 96,17 96,98
10 42.169.769  42.201.656 32 0,002 29,98 57,85 7420 20,15 50,29 7420 79,39 74,09 76,30



12
13
13
14
15
15
15
17
17
18
19
19
21
21
22
23
23
23
24
26
26
28

21.476.167
11.310.352
43.331.311
13.489.163
7.225
12.265.252
51.457.087
68.057.715
71.143.576
63.626.958
31.258.759
43.263.869
58.941.106
69.831.448
8.699.801
21.755.400
30.203.633
30.303.856
22.868.170
15.215.724
50.115.341
16.525.956

21.501.639
11.334.273
43.358.950
13.506.285
21.935
12.276.097
51.470.355
68.070.742
71.169.181
63.643.160
31.290.592
43.277.164
58.962.580
69.844.336
8.723.909
21.781.579
30.220.658
30.326.074
22.890.804
15.230.752
50.125.621
16.567.307

42
40
22
13
40
11
15
11
36
17
27
10
11
18
18
23
20
25
36
13
11
16

0,006
0,028
0,003
0,001
0,002
0,002
0,002
0,001
0,001
0,001
0,002
0,001
0,007
0,039
0,001
0,191
0,001
0,001
0,035
0,001
0,015
0,001

25,52
22,71
15,59
47,68
13,54
33,28
10,00
32,07
36,07
22,49
10,00
19,34
20,53
29,53
12,38
31,61
36,33
19,08
26,95
32,61
10,00
44,52

49,65
44,06
51,88
74,43
40,19
68,21
30,59
52,70
59,83
38,40
12,64
53,57
49,73
63,65
40,16
54,95
73,85
49,33
47,28
43,57
24,67
66,83

66,89
58,87
81,02
90,80
65,25
88,58
54,46
71,96
78,10
58,38
21,25
79,55
68,81
84,69
65,00
75,63
89,66
71,44
63,89
84,13
55,64
79,83

21,92
21,32
10,29
21,87
13,05
21,58
10,00
16,49
27,79
22,49
10,00
10,00
10,00
18,87
10,00
25,04
21,46
13,90
18,59
15,28
10,00
28,34

45,33
42,72
37,05
56,03
39,08
57,92
28,37
39,07
56,11
38,40
10,66
21,47
30,53
51,74
25,38
40,82
57,35
36,24
38,13
43,57
24,67
55,69

63,26
58,24
67,87
81,83
64,56
82,08
52,39
63,25
77,38
58,38
20,16
56,75
55,44
78,87
53,58
63,21
81,93
62,50
59,57
71,63
53,02
76,22

77,92
70,72
86,79
81,15
79,05
93,63
65,55
81,00
90,09
83,92
33,49
81,73
76,78
91,47
76,12
86,17
91,83
81,51
68,92
88,80
78,12
89,45

84,18
77,30
95,53
89,10
72,18
66,95
76,03
92,69
95,91
84,09
48,13
91,62
87,90
91,19
85,55
94,46
94,93
89,13
80,36
95,25
83,11
93,82

89,73
81,55
96,96
95,45
63,03
77,78
81,23
88,78
97,75
90,50
61,26
94,29
91,34
93,04
89,24
95,79
96,25
93,70
85,13
97,08
85,62
95,44
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CRM: cromossomo; COMECO: regido em pares de bases onde comeca a ilha; FIM: regido em pares de bases onde termina a ilha; NSPN: nimero de marcadores dentro da regido rica em
heterozigose; 5_0: cenario nimero minimo de marcadores igual a 5 e 0 homozigoto permitido dentro de um HER; 5_1: cenario namero minimo de marcadores igual a 5 e 1 homozigoto
permitido dentro de um HER; 5_2: cenario nimero minimo de marcadores igual a 5 e 2 homozigotos permitidos dentro de um HER; 10_0: cenario nimero minimo de marcadores igual a
10 e 0 homozigoto permitido dentro de um HER; 10_1: cenario nimero minimo de marcadores igual a 10 e 1 homozigoto permitido dentro de um HER; 10_2: cenario nimero minimo de
marcadores igual a 10 e 2 homozigotos permitidos dentro de um HER; 10_3: cenério nimero minimo de marcadores igual a 10 e 3 homozigotos permitidos dentro de um HER; 10_4:
cenario nimero minimo de marcadores igual a 10 e 4 homozigotos permitidos dentro de um HER; 10_5: cenario nimero minimo de marcadores igual a 10 e 5 homozigotos permitidos

dentro de um HER;
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A maior ilha HER foi identificada no cromossomo 10, na regido entre 24.100.254 pb a
24.459.318 pb, com comprimento de 359,06 Kb. A menor ilha HER foi identificada no
cromossomo 26, nas regides entre 50.115.341 pb a 50.125.621 pb. O tamanho médio das ilhas foi
de 40,06 Kb (+68,37Kb).

O nivel de desequilibrio de ligacdo foi geralmente pequeno em todas as ilhas HER
avaliadas, variando de 0,001 a 0,191. Uma ilha em particular mostra parte dos marcadores com
forte desequilibrio de ligacdo, conforme mostrado no mapa de calor da Figura 8. Essa ilha esta
situada no cromossomo 23 na posicao 21.755.400 pb a 21.781.579 pb. Esta regido é responsavel
pela codificacdo do gene ENSBTAG00000054235; um gene ligado a infeccdo por paratuberculose
em bovinos (CANIVE et al., 2021).

Figure 8 - Desequilibrio de ligacdo do mapa de calor para a ilha localizada no cromossomo 23

LD23:21755400-21781579 (N_snps = 23)

disténcia fisica: 26,2 kb

//%/%v
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A Tabela 3 apresenta a anotagdo dos genes para as regides das ilhas HER. O significativo

(p<0,05) processo bioldgico, funcdo molecular, componentes celulares e vias para 0s genes

encontrados nas ilhas HER sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 3 - Anotacgdo dos genes para as llhas de regides ricas em heterozigose

comprimento

CHR COMECO FIM (Kb) ID do gene nome do gene  biotipo genético
1 77541594 77.574.520 32.926 ENSBTAG00000015460 TP63 Cog'rgfe"’:‘r?%‘; de
1 8947612 8.984.143 36.531 ENSBTAG00000052332 HAC3 Cog'r‘;'fe"’:‘r?]aa‘; de
1  158.026.308 158.204.765 178.457 ENSBTAG00000053325 Cog'r‘;'fef‘r?gcs’ de
1 158.026.308 158.204.765 178.457 ENSBTAG00000049601 OR2B28 Cog'r‘;'fef‘r?gcs’ de
1 158.026.308 158.204.765 178.457 ENSBTAG00000037965 ZSCAN23 Cog'r‘;'feﬁflzcs’ de
1 158.026.308 158.204.765 178.457 ENSBTAG00000050787 55_rRNA rRNA
4 7748093 7.786.109 38.016 ENSBTAG00000050410 pseudogene
6 39.744 67.663 27919 ENSBTAG00000048454 U6 SNRNA

Codificacdo de
8  111.993.409 112.004.112 10.703 ENSBTAG00000003540 MYTIL roteinas
10 18.852.596 18.940.485 87.889 ENSBTAG00000007433 MYO9A Cog'rgfe"’:fgcs’ de
10 18.852.596 18.940.485 87.889 ENSBTAG00000052861  bta-mir-2285dh MiRNA
12 21.476.167 21.501.639 25.472 ENSBTAG00000019134 NEK5 Cog'rgfe"’:fgcs’ de
13 11.310.352 11.334.273 23.921 ENSBTAG00000051963 Cog'rgfeﬁfgcs’ de
17 71143576 71.169.181 25.605 ENSBTAG00000017305 IG_C_gene Cog'rgfeﬁfgcs’ de
19 43.263.869 43.277.164 13.295 ENSBTAG00000049347 Cog'rgtceal‘r?g‘; de
19  43.263.869 43.277.164 13.295 ENSBTAG00000049357 U2 SNRNA
19  43.263.869 43.277.164 13295 ENSBTAG00000045620 U2 SNRNA
19  31.258.759 31.290.592 31.833 ENSBTAG00000021938 ARHGAP44 Cog'rgt"eﬁflzz de
21  58.941.106 58.962.580 21.474 ENSBTAG00000039808 SERPINAG Cog'rgt"eﬁflzz de
23 21.755.400 21.781.579 26.179 ENSBTAG00000054235 Cog'rgt"eﬁflzz de
23 30.203.633 30.220.658 17.025 ENSBTAG00000051232 Codificacdo de
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24
26
28

28

30.303.856

30.203.633

30.303.856

22.868.170
15.215.724
16.525.956

16.525.956

30.326.074

30.220.658

30.326.074

22.890.804
15.230.752
16.567.307

16.567.307

22.218

17.025

22.218

22.634
15.028
41.351

41.351

ENSBTAG00000051232

ENSBTAGO00000051628

ENSBTAG00000008943

ENSBTAG00000010299
ENSBTAGO00000055018
ENSBTAG00000010109

ENSBTAGO00000035206

ZSCAN12

NOL4

CDK1

139

proteinas
Codificagdo de
proteinas
Codificagdo de
proteinas
Codificagdo de
proteinas
Codificagdo de
proteinas
pseudogene
Codificagéo de
proteinas
Codificagéo de
proteinas
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Tabela 4 - Termos significativos (p<0,05) da Ontologia Génica (GO) e vias para 0S genes

localizados em ilhas de regides ricas com heterozigose.

geneSet Descricéo valor p ID do gene
Processo Bioldgico
GO0:0051301 divisdo celular 0,002478152 ENSBTAG00000015460;
ENSBTAG00000010109
GO0:0030855 diferenciacao de celulas epiteliais 0,003220027 ENSBTAG00000015460;
ENSBTAG00000010109
GO0:0030162 regulacdo da proteolise 0,005199694 ENSBTAG00000015460;
ENSBTAG00000039808
GO0:0006325 organizacao da cromatina 0,005583408 ENSBTAG00000015460;
ENSBTAG00000010109
GO0:0006974 resposta celular ao estimulo de 0,006067112 ENSBTAG00000015460;
dano ao DNA ENSBTAG00000010109
GO0:0007164 estabelecimento da polaridade do 0,006975946 ENSBTAG00000015460
tecido
G0:0048483 desenvolvimento do sistema 0,007638625 ENSBTAG00000015460
nervoso autbnomo
G0:1904888 desenvolvimento do sistema 0,009624892 ENSBTAG00000015460
esquelético craniano
GO0:0030104 homeostase da agua 0,010617031 ENSBTAG00000015460
G0:0042303 ciclo de muda 0,016885194 ENSBTAG00000015460
G0:0055123 desenvolvimento do sistema 0,020173567 ENSBTAG00000015460
digestivo
GO0:0007498 desenvolvimento do mesoderma 0,020830361 ENSBTAG00000015460
G0:0018210 modificagdo peptidil-treonina 0,020830361 ENSBTAG00000010109
G0:0007568 envelhecimento 0,024109926 ENSBTAG00000015460
GO0:0072331 transducéo de sinal pelo mediador ~ 0,024109926 ENSBTAG00000015460
da classe p53
G0:0098727 manutencdo de namero de celular 0,025092365 ENSBTAG00000015460
G0:0048736 desenvolvimento de apéndice 0,028362402 ENSBTAG00000015460
G0:0007219 Via de sinalizagéo de entalhe 0,033253733 ENSBTAG00000015460
G0:0048863 diferenciacdo de células-tronco 0,03455531 ENSBTAG00000015460
GO0:0001763 morfogénese de uma estrutura 0,034880521 ENSBTAGO00000015460
ramificada
G0:0043588 desenvolvimento da pele 0,037804139 ENSBTAG00000015460
G0:0030522 via de sinalizagdo do receptor 0,040073978 ENSBTAG00000015460
intracelular
GO0:0070997 morte de neurénio 0,042663705 ENSBTAG00000015460
G0:0008544 desenvolvimento da epiderme 0,043310409 ENSBTAG00000015460
G0:0008202 processo metabdlico de esteroides  0,046539556 ENSBTAGO00000039808

Funcdo Molecular
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G0:0003682 ligagao da cromatina 0,003386756 ENSBTAG00000015460;
ENSBTAG00000010109
G0:0002039 ligagéo p53 0,012013386 ENSBTAG00000015460
G0:0003684 ligagdo de DNA danificada 0,015001623 ENSBTAG00000015460
G0:0031072 ligacéo de proteina de choque 0,024301018 ENSBTAG00000010109
térmico
GO0:0061134 atividade reguladora da peptidase 0,049663249 ENSBTAG00000039808
Componentes Celulares
G0:0030496 meio do corpo 0,046970942 ENSBTAG00000010109
Vias
bta04115 via de sinalizacdo p53 0,018444927 ENSBTAG00000010109
bta04914 Maturagdo oocitaria mediada por 0,021065901 ENSBTAG00000010109
progesterona
bta04540 Juncéo gap 0,021542065 ENSBTAG00000010109
bta04114 meiose oocitaria 0,027484344 ENSBTAG00000010109
bta04110 Ciclo de célula 0,029382051 ENSBTAG00000010109
bta04218 senescéncia celular 0,039550472 ENSBTAG00000010109
bta05168 Infeccdo por herpes simples 0,047082919 ENSBTAG00000010109

Para as analises de QTL, foram identificadas 31 regides relacionadas a 11 caracteristicas.

Destes, 40% estdo relacionados ao leite, 30% a producdo, 13,33% ao exterior, 10% a salde e

6,67% a reproducdo. Os resultados do enriquecimento de QTL sdo apresentados na Tabela 5.



142

Tabela 5 - QTLs (quantitative trait loci) significativo (p<0,05) para os genes localizados em ilhas de regides ricas em heterozigose.

QTL CHR N_QTLs pvalor adj.pval tipo de QTL
Peso corporal metabolico 1 8 3.61241E-12 3.97365E-11 Producéo
Porcentagem de kappa-caseina do leite 1 8 0,000126131 0,000693719 Leite
Porcentagem de kappa-caseina ndo glicosilada
do leite 1 4 0,03090028 0,037767008 Leite
Mastite clinica 6 2 0,001357478 0,003733064 Saude
Fenda do Ubere 6 1 0,00704102 0,012908537 Exterior
Profundidade do ubere 6 1 0,014912737 0,020505013 Exterior
Altura do Ubere 6 1 0,008794805 0,013820407 Exterior
Estrutura do Ubere 6 1 0,000294204 0,001078749 Exterior
suscetibilidade a M. paratuberculosis 10 1 0,006578947 0,012908537 Saude
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Comparagao entre racas
O numero de ilhas HER encontradas para cada raca, 0 niamero de ilhas em comum
com a raca Holandesa, as regides especificas da raca e da raca Holandesa e o conjunto de

genes para a regido especifica da raca Holandesa sdo apresentados na Tabela 6.



Tabela 6. Comparacéo de ilhas de regides ricas em heterozigose entre animais das ragas Holandesa, Angus (ANG), Jersey (JER) e
Norwegian Red Cattle (RDC).
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nilha

% em comum

nilha
especifica

Ilha especifica da raca

Ilha especifica de Holstein

JER

ANG

RDC

68

72

72

94,28

95,72

97,14

chrd: 7.754.341-7.779.125
chrl6: 4.805.929-4.981.727

chr10: 8.947.684-8.979.955
chrl9: 566.224.233-566.316.890
chr22: 86.844.336-87.184.460
chr29: 48.220.837-48.234.421
chr4: 7.756.346-7.779.125
chrl8: 5.717.899-5.727.914

chrll: 29.406-32.150
chrl6: 48.405.929-49.810.727
chrl7: 30.241.885-30.254.164
chr24: 46.608.950-46.619.501

chrl: 8.947.673-8.982.695
chr19: 56.624.233-56.631.689
chr22: 8.699.807-8.723.909

chr10: 10.036.762-10.051.565
chrl4: 49.089.801-55.444.216
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A raca com maior sobreposicao de ilhas HER foi a NRC, com 97,14% das mesmas
ilhas encontradas em bovinos da raca Holandesa. A raca Jersey apresenta 0 menor
percentual de ilhas em comum com a raca Holandesa (94,28%), sequida pela raga Angus
(95,72%).

Discussao

Impacto dos parametros utilizados na identificacdo de HERs

Primeiramente, avaliou-se o impacto de diferentes parametros na identificacdo de
HER e ilhas de HER. Conforme apresentado na Figura 2, trés parametros (numero
minimo de SNPs, numero maximo de homozigotos permitidos e comprimento minimo de
uma HER) influenciaram significativamente na detec¢do de HERs. O tamanho minimo
de 10 Kb foi considerado o melhor pardmetro para o comprimento minimo de uma HER,
baseado no maior nimero de HER identificadas usando este parametro. Isso corrobora a
hipdtese de que os HERs sdo pequenas regides espalhadas pelo genoma que ocorrem
aleatoriamente como consequéncia de diferentes processos que atuam na populagéo (por
exemplo, selecdo, mutacdo, migracdo) (MARRAS et al., 2018). Essa descoberta afeta
diretamente a escolha dos painéis SNP a serem usados para essas analises, pois a deteccao
precisa de HERs mais curtos em todo o genoma requer painéis SNP mais densos
(CEBALLOS; HAZELHURST; RAMSAY, 2018).

O alto numero de marcadores no conjunto de dados WGS permitiu a identificacéo
de pequenas HER em todo o genoma. Também, para estudos em regides ricas em
heterozigose, uma boa alternativa uma vez que, como apresentado neste trabalho, o
tamanho do comprimento das HERs, na maioria dos casos, sdo pequenos trechos do
genoma (Tabela 1 e Figura 4). Outro ponto a ser destacado, conforme demonstrado por
Ceballos, Hazelhurst e Ramsay (2018) é que o numero de marcadores heterozigotos
presentes em WGS é maior do que nos painéis SNP. Portanto, as chances de capturar
verdadeiras regides ricas em heterozigose sdo maiores usando dados WGS do que painéis
comerciais.

Painéis comerciais geralmente sdo projetados com base em SNPs que ocorrem em
mais de 1% da populagdo utilizada para seu design (YOUSEFI et al., 2018). Esses

polimorfismos geralmente tém frequéncia alélica mais alta e estdo localizados perto de
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QTLs associados a caracteristicas importantes (ALILOO et al., 2018). Na analise de
varredura do genoma com tais painéis SNP, assume-se que 0s marcadores ausentes entre
dois SNP heterozigotos consecutivos sdo heterozigotos. Portanto, pode-se criar vies de
apuracdo nas informacg6es fornecidas, principalmente no tamanho do comprimento de
HER, pois pequenas HERs podem néo ser detectadas ou inflar o tamanho do comprimento
destas, ou ainda identificar HERs falso-positivas.

Conforme apresentado na Figura 3, um namero substancialmente inflado de HERs
foi obtido ao usar painéis SNP em comparacdo com WGS. Curiosamente, entre 0s painéis
SNP, a maior densidade mostra uma maior taxa de deteccdo. I1sso pode estar relacionado
as particularidades do painel, uma vez que os painéis GGP (100K e HD) possuem um
numero maior de marcadores concentrados em regides de teldmeros do que o BovineSNP
(50K) (TORO OSPINA et al., 2021) e este possui varios marcadores distribuidos
uniformemente pelo genoma bovino (GERSHONI et al., 2022). Como as regides
teloméricas tém uma taxa de recombinacdo mais alta (BAILEY, 2004), o que poderia
potencialmente aumentar a variagdo de haplotipos e a heterozigose (JARAMILLO-
CORREA; VERDU; GONZALEZ-MARTINEZ, 2010), as chances de marcadores
heterozigotos aparecerem e estarem em um HER s&o maiores. Outro ponto que pode
acontecer sdo as HERs maiores identificados em um painel menos denso, na verdade
serem multiplas HERs lado a lado em painéis mais densos. Como as chances de detectar
HERs falso-positivas ou falso-negativas em painéis SNP sdo maiores, analises adicionais,
como diversidade de nucleotideos e/ou estatistica D de Tajima, sdo necessarias para
confirmar a veracidade da deteccéo.

Em relacdo ao nimero minimo de marcadores que compdem uma HER e ao
nimero maximo de marcadores homozigotos permitidos dentro de uma HER, esses
parametros parecem mais relacionados ao quao menos ou mais conservadoras sdo as
analises. Ambos os parametros funcionam na dire¢do oposta e tém um impacto maior na
deteccdo de HERs. Pode-se afirmar que esses parametros precisam considerar
informagdes prévias sobre a populacdo, histérico de selecdo, densidade de painéis e
qualidade da genotipagem. Em populacgdes que sofreram um longo processo de selecéo
direta, pequena diversidade entre os individuos e pequeno tamanho efetivo da populacéo,
espera-se que a autozigosidade nessas populacfes seja alta (PURFIELD et al., 2012;
REBELATO; CAETANO, 2018). Em resposta, parametros mais flexiveis poderiam ser



147

usados para detectar HERs nessa populacdo. Em relagdo aos marcadores homozigotos
permitidos dentro das HERs, esta é uma forma de considerar possiveis erros que podem
quebrar erroneamente uma HER longa, afetado pela qualidade da genotipagem
(CEBALLOS; HAZELHURST; RAMSAY, 2018).

Ilhas da regido ricas em heterozigose

Regides ricas em heterozigose podem aparecer em todo o genoma, mas quando
estdo concentradas em uma regido especifica podem indicar um padrdo de eventos de
selecéo na populagdo (NANDOLO et al., 2018). Quarenta e cinco ilhas foram encontradas
em todos os cendrios, e todas essas ilhas com valor D de Tajima positivo indicam uma
selecdo para alelos heterozigotos (balango de selecdo). Este teste D de Tajima considera
a diversidade de nucleotideos () e uma expectativa para = com base na média de
marcadores mais o nimero total de mutacbes (POLLEY; CONWAY, 2001). Como
resultado, se os valores forem positivos, 0 marcador estd sob balanco de selegdo
(TAJIMA, 1989). Conforme apresentado na Figura 6, o valor mais alto de Tajima foi
acompanhado por uma frequéncia alélica de 50% e, aumentando o valor Tajima,
aumentasse a frequéncia alélica na populacdo. Embora nenhum dos cenérios tenha
apresentado uma correlagdo de Spearman alta com a estimativa D de Tajima (Figura 5),
esta ainda pode ser usado como uma analise complementar nos estudos de HER para
endossé-las.

Com relacdo ao desequilibrio de ligacdo entre os marcadores dentro de uma HER,
a maioria dos marcadores apresentou baixo desequilibrio de ligagdo. Comparando nossos
resultados com Qanbari e Wittenburg (2020), parte das ilhas de HER encontradas estdo
localizadas em regides definidas como intervalos de hotspot de recombinacdo, onde a
taxa de recombinacgdo excede 2,5 desvios padrdo da taxa de recombina¢do média de todo
0 genoma. Essa recombinacdo quebra e recombina diferentes combinacdes de alelos.
Nesse processo, novas HERS séo criados principalmente em HERS proximos as regides
dos teldmeros. Mas, este ndo parece ser 0 UNico processo que propicia o surgimento das
ilhas de HERs. Vinte e oito genes e 11 QTLs foram encontrados relacionados as HERs
estabelecidas (Tabelas 3 e 5) e podem estar, de alguma forma, associados a uma vantagem
do alelo heterozigoto. Alguns dos genes encontrados nessas regides estdo relacionados a

resposta imune, como esperado, uma vez que niveis mais elevados de heterozigose podem
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levar a protecdo contra doencas (SAMUELS et al., 2016) e, consequentemente, maior
chance de adaptacéo a estresses. Por outro lado, descobriu-se que muitos genes estéo
relacionados a caracteristicas como fertilidade e producdo. Por exemplo, a TP63 ou
proteina tumoral p63, que tem a funcdo de se ligar a certas regides do DNA e controlar
as atividades de determinados genes, e também previamente associada a puberdade em
bovinos (DIAS et al., 2017). O gene ZSCAN23, envolvido na regulacdo da transcrigéo da
RNA polimerase Il e associado a fertilidade masculina (MEKATA; YAMAMOTO,
2022). O gene ARHGAP44, que afeta a polaridade celular, o trafego vesicular, o ciclo
celular e a transcrigdo, também influencia a fertilidade de vacas (KLABNIK et al., 2022).
Os genes TP63 e CDK1 foram relacionados a um maior nimero de processos e vias, como
pode ser observado na Tabela 4. Tais genes impactam mecanismos que controlam
processos como a multiplicacdo de células e/ou transcricdo dos genes, e como
participantes de multiplas fun¢bes no organismo, foram envolvidos em maltiplos termos
ontoldgicos.

Outras caracteristicas relacionadas aos genes encontrados nas ilhas de HERs séo
o0s acidos graxos presente no leite e o percentual de gordura do leite (por exemplo,
MYTILL, (IBEAGHA-AWEMU et al., 2016)); conversédo alimentar residual (por exemplo,
MAYOO9A (SERAO et al., 2013); temperatura de vitrificacdo de odcitos bovinos (por
exemplo, NEK5 (ZHANG et al., 2020); e, homeostase hormonal e niveis de progesterona
(por exemplo, SERPINA6 (WATHES et al., 2021)). Esses achados sugerem que
gendtipos heterozigotos podem ser vantajosos nessa area, uma vez que essas regides
foram conservadas ao longo de geracdes. Mais estudos comparando a vantagem de alelos
heterozigotos para tais caracteristicas precisam ser desenvolvidos para confirmar esta
hipétese.

Com rela¢do a comparacao entre as ragas, pelo menos 94,28% das ilhas de HER
estdo presentes nas diferentes ragas avaliadas. Parece que as HERs sdo compartilhadas
entre as racas mesmo quando o processo de selecédo foi diferente ao longo do tempo. Isso
pode estar relacionado a algum processo evolutivo ligado a adaptacdo dos animais, uma
vez que os HERs estdo relacionados a tais processos (SANTOS et al., 2021b; WILLIAMS
et al., 2016).
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Conclusodes

A identificacdo de HER depende dos parametros usados para medir as regides em
niveis de heterozigose. O comprimento minimo de 10Kb apresentou a maior deteccao de
HERs, confirmando que os HERs s&o pequenas regides espalhadas por todo o genoma. O
ndmero minimo de marcadores que constituem um HER e o ndmero maximo de
homozigotos permitidos dentro do HER néo apresentaram uma medida destaque entre 0s
cenarios, estando tais parametros mais ligados a estrutura populacional e a qualidade da
genotipagem. Quarenta e cinco ilhas foram identificadas em todos os cenérios avaliados
com altos valores D de Tajima indicando que tais regifes estdo em balanco de selecéo.
Em geral, essas regiGes apresentam um pequeno desequilibrio de ligacdo e estdo
relacionadas a caracteristicas como fertilidade, producéo e respostas imunes. Quanto a
comparacdo entre as ragas, existem muitos HERs em comum entre as racas avaliadas.

Independentemente dos processos de selecdo, que cada raca sofreu ao longo das geracoes.
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