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RESUMO

Para adequada resposta a selegdo genémica, torna-se necessario obter grande
quantidade de animais genotipados com muitos SNPs e a utilizagdo de todos os
animais da populacdo genotipados com painéis de alta densidade ainda exige
custo elevado. Dessa maneira, genotipar animais candidatos jovens com paineis
de menor custo, como os de baixa densidade e entdo, realizar a imputacdo dos
marcadores nao conhecidos utilizando a informacdo de uma populagao
referéncia genotipada com painéis de alta densidade, tornou-se uma alternativa
para reducao de custos para aplicagado desta tecnologia. Para ragas em que a
populagdo ndo é grande o suficiente, ha indisponibilidade de grande quantidade
de animais genotipados com alta densidade. Além disso, os painéis de baixa
densidade comerciais, podem nao favorecer a imputacdo para painéis de alta
densidade comerciais. Dessa maneira, o objetivo deste estudo foi comparar a
acuracia de imputacao utilizando painéis comerciais de baixa densidade e
diferentes painéis personalizados de baixa densidade para um painel de alta
densidade comercial, além de verificar a acuracia ao incorporar genoétipos de
uma das racas fundadoras na populagao referéncia para imputagdo em animais
da raga Canchim. Foram utilizados 801 animais Nelore e 396 animais Canchim e
MA (resultante do cruzamento entre o grupo genético A e animais Charolés,
sendo o grupo genético A resultante do cruzamento entre animais Canchim e
Nelore) em 16 diferentes cenarios, em que a populagao de animais referéncia é
a populacdo de animais que foram mantidos todos os SNPs do painel de alta
densidade. Os demais animais da populacao tiveram seus SNPs “escondidos”
com a finalidade de mimetizar que estes animais foram genotipados com painéis
comerciais de baixa densidade contendo 20 mil SNPs (19.263k) ou 50 mil SNPs
(26.342k), e considerou-se também 3 painéis personalizados, em que a partir do
painel de 700k dos animais da raga Canchim e grupo MA, foram escolhidos
diferentes SNPs formando painéis contendo a mesma quantidade de SNPs dos
painéis comerciais de baixa densidade, ou seja, 19.263 (20k) e 26.342 SNPs
(50Kk). A acuracia de imputagdo teve valores superiores nos painéis
personalizados quando comparados com 0s comerciais e também, conforme a
densidade dos painéis eram maiores, as acuracias tiveram seu valor aumentado.
Houve pequena diferenga entre os painéis personalizado 1 e o personalizado 2 e
3, indicando que a maneira como o painel é construido interfere nas acuracias de
imputacdo. Apesar de ter sido observada acuracias moderadas, utilizar ragas
fundadoras na populagao referéncia pode ser uma alternativa para ragas em que
a populagao nao é grande o suficiente.

Palavras chave: Bovinos de corte. lllumina. Painéis personalizados. SNPs.
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1. INTRODUGAO

As tecnologias fundamentadas em informacgdes gendmicas favorecem
o desenvolvimento cientifico na produg¢ao animal, principalmente no ambito
da genética e melhoramento. Estas tecnologias tém auxiliado programas de
melhoramento a aprimorar inumeras caracteristicas, como taxa de
crescimento, composi¢caéo de produtos de origem animal, fertilidade, taxa de
sobrevivéncia e resisténcia a doencas, entre outras. Dentre os diferentes
marcadores moleculares, os mais utilizados para essa pratica sdo os
polimorfismos de nucleotideo unico (SNP), que estédo distribuidos por todo o
genoma. Estes marcadores sdo explorados pela selegdo genémica, que €
uma técnica de obtengdo dos valores genéticos utilizando informagéo de
fendtipos, pedigree e marcadores genéticos, necessitando de um grande
numero de individuos genotipados com maior quantidade de marcadores
para que os valores genéticos estimados tenham elevada acuracia (CHUD et
al., 2015). Portanto, a selecdo gendmica viabiliza aumentar a resposta a
selegdo, reduzir o intervalo de geragédo, examinar de forma mais acurada
caracteristicas de baixa herdabilidade e ainda, elevar a acuracia da
avaliagao genética de animais candidatos a selegcdo (BOISON et al., 2015).

Para adequada resposta a selegcdo gendmica, torna-se necessario
obter grande quantidade de animais genotipados com muitos marcadores
(SNPs) e embora tenha sido constatado uma redugdo no custo da
genotipagem nos ultimos anos, a utilizacdo de todos animais da populagao
genotipados com muitos marcadores (painéis de alta densidade) ainda exige
custo elevado, tornando por muitas vezes inviavel para os produtores e
pesquisadores. Dessa maneira, uma alternativa para baratear o custo da
aplicacao da selecdo gendmica seria realizar a imputagao dos genodtipos. A
imputacdo é uma ferramenta que envolve a genotipagem em maior
densidade de uma parcela de individuos na populacdo, chamada de
referéncia, enquanto outra parcela dos individuos € genotipada com um
painel SNPs de menor densidade, chamada de populagao de imputacéo. As
informacdes da populacdo referéncia sao utilizadas para imputar os
gendtipos de marcadores ausentes de individuos genotipados com painéis

de menor densidade.



Contudo, a imputacao é influenciada pela estrutura da populagao, o
numero de SNPs no painel de imputacdo, o nivel de parentesco entre a
populacao de referéncia e de imputagéo, o tamanho efetivo da populagao e
ainda, a precisdo inerente do método usado para imputacdo e o grau aos
quais os marcadores sado ordenados corretamente pelo mapa do genoma
(HICKEY et al. 2012; HOZE et al.2013; UEMOTO et al. 2015). Todos esses
fatores irdo influenciar na acuracia da imputacgao, ou seja, a proximidade do
resultado da imputacdo, com o seu valor real, assim, quanto maior for a
acuracia, maior sera a precisao da imputagao de genaotipos.

Assim, devido as diferencas de estruturas populacionais, observa-se
diferengcas na acuracia de imputagdo de acordo com a raga utilizada. Em
paises tropicais, nota-se a criagao de algumas ragas de producédo adaptadas
ao local e de menor expressdo mundial. O bovino de corte Canchim é um
exemplo, sendo uma raga desenvolvida no Brasil com o propdsito de reunir
as caracteristicas de rusticidade, adaptabilidade ao clima tropical e
resisténcia a parasitas, presentes em ragas zebuinas (Bos taurus indicus),
com as caracteristicas de rendimento de carcaca e produtividade, proprios
de animais taurinos (Bos tauros tauros) (ALENCAR, 1988).

Para ragas em que a populagdo nao € grande o suficiente, ha
indisponibilidade de grande quantidade de animais genotipados com alta
densidade. Além disso, os painéis de baixa densidade comerciais, podem
nao favorecer a imputacdo para painéis de alta densidade comerciais. A
principal diferenca entre painéis personalizados e painéis comerciais esta
relacionada com a construgao do painel, painéis comerciais séo construidos
por empresas como lllumina e Affymetrix, onde determinam os critérios e
normalmente sao utilizadas populagcbes taurinas para sua construgao. Ja
painéis personalizados, sdo construidos e elaborados por pesquisadores e
conhecedores da técnica para pesquisas e aplicagdes especificas, onde,
estabelecem critérios proprios de construcédo e também podem utilizar

populagdes zebuinas ou cruzadas.

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi comparar a acuracia de imputagao



utilizando painéis comerciais de baixa densidade e diferentes painéis
personalizados de baixa densidade para um painel de alta densidade
comercial, além de verificar a acuracia da utilizagdo de populacdes
fundadoras na populacao referéncia e populagbes de animais cruzados na

populagao de imputacao.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Raga Canchim

O gado Zebu (Bos indicus) por ter grande aptiddo em habitar os
tropicos e ser um animal bastante rustico se desenvolveu muito bem no
Brasil, poréem tem inferioridade em rendimento de carne e precocidade
quando comparado a ragas europeias (MACHADO, 2015). Como
caracteristicas das ragas europeias esta a sua baixa resisténcia a climas
tropicais, a elevada exigéncia quanto a qualidade de forragem e
susceptibilidade aos parasitas, e com isso, esses animais ndo se adaptam
muito bem as condi¢des do Brasil. Assim, desenvolveu-se o interesse em
obter uma raga que junte a rusticidade, fertilidade, pelo curto e liso, boa
adaptacdo ao clima, as pastagens e aos parasitas do gado Zebu com o
rendimento de carne e precocidade, ganho de peso, peso de carcacga,
maciez da carne, libido e docilidade do gado europeu (MAIO, 2018).

Nesse contexto, em 1940, no estado de S&o Paulo, na fazenda
Canchim, a qual hoje é a Unidade de Execucdo de Pesquisa de Ambito
Estadual da EMBRAPA, houve o desenvolvimento de acasalamentos para
obtencdo do bimestico 5/8 Charolés + 3/8 Nelore, denominado
posteriormente de Canchim. Porém, diferentes propor¢cdes de cruzamentos
entre a raga Charolés e ragas zebuinas podem estar presentes em animais
Canchim devido aos varios esquemas de acasalamento que tém sido
utilizados para expandir a base genética para esta raga (CHUD et al. 2015).

Dentre as diferentes propor¢des de acasalamento, existe o esquema

“UEPAE”, que utiliza reprodutores Canchim cruzados com vacas zebuinas,



originando o grupo genético “A”, este grupo genético € cruzado com
reprodutores Charolés, gerando o grupo genético “MA”. Por ultimo, os
reprodutores do grupo genético “MA” ou animais Canchim podem ser
cruzados com fémeas “MA”, gerando progénies Canchim (ABCCAN, 2020).
Todos os diferentes sistemas de cruzamentos irdo resultar em animais
Canchim com proporgdes Charolés-Zebu semelhantes.

A raca Canchim tem se fortalecido no pais, estendendo-se em maior
volume para o Nordeste e Norte do Brasil, e também para outros paises da
América Latina (MAIO, 2018). Nota-se a utilizacdo desses animais em
cruzamentos industriais como touro de repasse em propriedades que
efetuam a inseminagao artificial e, também € utilizado em regides onde nao
seria possivel a criagao de animais taurinos puros (ALENCAR, 2018).

No Brasil, muitos animais resultam de cruzamentos entre Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus. Esse fato proporciona grandes desafios para a
imputacdo dos gendtipos desses animais, sendo necessario 0
desenvolvimento de metodologias e estratégias de imputagdo que
maximizem a precisao na populagéo de interesse (CHUD et al. 2015).

O tamanho efetivo da populacdo dentro do processo evolutivo e na
genética quantitativa é considerado um parametro-chave, pois mediante este
parametro se obtém a medida da taxa de oscilagcdo genética e da
endogamia da populagdo. Se o tamanho efetivo da populagdo em geragdes
anteriores é baixo, maior sera o numero de ancestrais comuns e,
consequentemente, maior sera o nivel de endogamia (CARVAJAL, 2017). A
populacdo de Canchim é considerada pequena quando comparada a outras
racas no Brasil. O rebanho é estimado em aproximadamente 30.000 animais
(MOKRY et al. 2014). Porém, devido a formacgao recente da raga Canchim
nao se tem informacdes precisas sobre o tamanho efetivo da populagéo,
como também evidenciado por Buzanskas et al. (2017).

A frequéncia com que acasalamentos endogamicos ocorrem em
populacdes naturais depende do tamanho da populacdo, sendo que em
populagdes pequenas, apds poucas geragcdes de acasalamento, qualquer
par de individuos sera relacionado através de pelo menos um ancestral
comum (REGITANO, 1996). Alencar et al. (1981) analisaram o coeficiente de

endogamia em animais da raga Canchim, possuindo uma média de 1,85%



para os machos e 1,87% para as fémeas, e apesar do reduzido valor, o
efeito da endogamia foi significativo para peso aos 205 dias, sendo que os
machos foram mais afetados do que as fémeas. Na populagdo estudada
neste trabalho, foi verificado uma média do coeficiente de endogamia de
0,1937%, tendo um coeficiente de endogamia alto justamente pela

populacdo analisada ser pequena.

3.2. Imputagio
3.2.1. Descrigcdo da imputagdo

A imputacéao trata-se de um método que envolve a genotipagem em
maior densidade de uma parcela de individuos na populagdo, chamada de
referéncia, enquanto outra parcela dos individuos & genotipada com um
painel SNPs de menor densidade, chamada de populacédo de imputacéo. Os
dados de gendtipos da referéncia sdo utilizados para imputar os gendétipos
de marcadores ausentes nos individuos genotipados com painéis de menor
densidade (TSAI et al, 2017). A imputacgéo ja foi aplicada com grande éxito
em diversos programas de melhoramento para varias ragcas de bovinos
(HAYES et al., 2012; HICKEY et al.,, 2012; PAUSCH et al., 2013;
DAETWYLER et al., 2013; MOGHADDAR et al., 2015).

Ao realizar um estudo para quantificar a precisdo da imputacao de
gendtipos de um painel marcador de baixa densidade disponivel
comercialmente para um painel de marcadores de maior densidade
disponivel comercialmente em bovinos da raga Holandesa, os autores Berry
e Kearney (2015) reportaram adequada precisao, afirmando que esta pratica
possui menor custo, facilitando assim uma redugao no custo da selegao.

Contudo, a habilidade de imputacao é influenciada pela estrutura da
populagdo, o numero de SNPs no painel de imputagdo, o nivel de
parentesco entre a populacdo de referéncia e de imputacdo, o tamanho
efetivo da populacédo e ainda, a precisdo inerente do método usado para
imputagdo e o grau aos quais os marcadores sao ordenados corretamente
pelo mapa do genoma (HICKEY et al., 2012; HOZE et al., 2013; UEMOTO et



al., 2015).

Diferentes estudos de imputacdo foram realizados em diferentes
ragas e em geral os valores de precisao sao demonstrados em
porcentagens, sendo que em Nelore, ja foi relatado uma precisdo de
imputagcdo superior a 97%, conforme estudo feito por Carvalheiro et al
(2014). Os mesmo autores que reportaram essa habilidade de imputacao,
também compararam painéis personalizados com os comerciais, sendo que
os personalizados obtiveram maiores precisdes, ultrapassando os
comerciais que tinham densidades semelhantes. Ja em racas compostas
torna-se mais dificil obter elevados valores de precisdo de imputacgao, devido
a composig¢ao genética. Oliveira Junior et al (2017) verificaram que quando a
populacao de referéncia formada por trés ragas (Gir, Holandés e Girolando)
e utilizada para imputar gendétipos na populagéo alvo formada somente por
animais Girolando, resulta em acuracias de 0,96 a 0,97.

Chud et al. (2015), verificando a acuracia de imputagdo em bovinos
Canchim empregando diferentes painéis comerciais de baixas e médias
densidades para a alta densidade, obtiveram maiores acuracias em painéis
com mais de 50 mil marcadores. Estes autores também identificaram que as
maiores precisbes eram obtidas quando animais mais velhos eram
considerados na populacao referéncia, pois animais mais velhos possuem
maior distribuicdo do seu material genético quando comparado com animais

mais novos.

3.2.2. Desequilibrio de Ligagdo

O desequilibrio de ligagao (DL) é a associagao nao aleatéria de
alelos de diferentes loci. Este fenbmeno esta relacionado a ocorréncia de
recombinagées ocorridas antes do inicio da genotipagem, sendo
propriedade de uma populagao e da geragdao em que € medida (PEIXOTO et
al, 2013). A exploragao deste conhecimento € amplamente utilizada nas
andlises de selecdo gendmica . Estas analises buscam e estudam o
desequilibrio de ligacdo entre os marcadores e genes de interesse
econdmico para reconhecer regides gendmicas com potencial, ou sob

influéncia, de selecdo, e também a elaboragdo e formagdo de mapas de



desequilibrio os quais sdo importantes para o estudo da diversidade
genética dentro e entre ragcas (McKay et al., 2007). Os SNPs tém sido
amplamente utilizados em estudos de DL (ZHANG et al., 2012).

Os mapas de desequilibrio de ligagdo (LD) sao ferramentas
fundamentais para analisar e investigar a base genética de caracteristicas
economicamente importantes em bovinos. Os SNPs tém sido amplamente
utilizados em estudos de DL (ZHANG et al., 2012), sendo que quantificar a
extensao de LD no genoma bovino € um primeiro passo para estabelecer o
numero de marcadores que serdo necessarios para o mapeamento de QTL

(locos de tragos quantitativos) por desequilibrio de ligagéo.

3.2.3. Frequéncia do Alelo de Menor Frequéncia

A frequéncia do alelo menos comum (MAF) é dada pela frequéncia
em que este alelo ocorre em uma dada populagdo, sendo que a MAF é
amplamente utilizada em estudos de genética populacional porque fornece
informacdes para diferenciar entre variantes comuns e raras na populacao.
Assim, a MAF pode afetar a precisdo da imputagao, como visto no estudo de
Wang et al. (2016), onde para todos os métodos, a precisao de imputagao
para genotipos portadores do alelo menor aumenta a medida que o MAF
aumenta.

Abdol lahi-Arpanahi et al. (2014) revelou que os SNPs de baixa
frequéncia com grandes efeitos podem fornecer melhor a capacidade
preditiva para caracteristicas quantitativas, incluindo peso corporal, medigao
ultra-sbnica do musculo do peito, entre outras. Embora possam ser
importantes, SNPs com baixa MAF demonstraram influenciar negativamente
a precisao da imputagao, pois os alelos que ocorrem em baixas frequéncias
nao sao necessariamente apresentados nos haplétipos identificados
(SCHROOTEN et al., 2014).

3.3.  Acuracia de imputagio

A acuracia é a precisdo e exatidao de dados e informacdes, este
termo é usado para definir a proximidade de um resultado experimental, com

o0 seu valor real. Quanto maior for a acuracia, maior sera a precisao da


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%A9tica_populacional
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141318301021?casa_token=ASkS4OizgUoAAAAA:W8SMHSGdpTUMBg_QoPs7dvvAiUgGk7wtos7DD6Xq6gQcmqaVClK4Icn-FLMm78L1y0nyjneW#bib0038

imputagdo de gendtipos. E importante avaliar a precisdo da imputacéo para
definir melhor qual método de imputacao e painel sdo mais apropriados para
aplicagdes gendmicas (CARVALHEIRO et al., 2014).

Existem alguns fatores que podem interferir na acuracia da imputacgao
dos gendtipos, porém, segundo Hickey et al. (2012), o fator mais importante
€ 0 numero de ancestrais imediatos genotipados na populacgéao referéncia. O
numero total de animais na populagao referéncia torna-se importante quando
nao ha, ou ha poucos, ancestrais imediatos com gendtipos de menor
densidade, pois ter poucos animais com genotipos no SNP a ser imputado,
produz resultados de baixa acuracia, tornando a populagéo limitada (WANG
et al., 2012; DUARTE et al., 2013). Por outro lado, o impacto de ter apenas
um pequeno numero de animais na populagao referéncia torna a imputacgao
limitada.

Outro fator que afeta a acuracia de imputagao é o desequilibrio de
ligacéo (DL), para densidade muito baixa, o impacto do DL entre o SNP do
painel de maior densidade e o SNP imputado no painel de baixa densidade
também podem ser reduzido consideravelmente se os animais genotipados
na densidade maior sdo parentes préximos dos individuos a serem
imputados (HICKEY e KRANIS, 2013; WANG et al., 2013; WELLANN et al.,
2013).

A imputacdo usando software que n&o utiliza diretamente as
informagdes de pedigree, apresenta influéncia de outros fatores sobre a
precisdo de imputacdo (ZHANG e DRUET, 2010), como a relagdo entre
individuos imputados e individuos genotipados em alta densidade (HICKEY
et al., 2012).

A maioria dos fatores que interferem na acuracia de imputacao
interagem entre si, como o fato de a precisdo de imputacdo aumentar
quando a densidade do painel aumenta (BERRY et al., 2014). Observa-se
também essa interagdo quando a informacgao de pedigree nao é diretamente
utilizada, em que nestes casos, o aumento do numero de haplétipos no
painel de referéncia tende a aumentar a precisao de imputacdo dos SNPs
que possuem baixa frequéncia do alelo de menor frequéncia (MAF) (BADKE
et al., 2013).

A precisdo da imputacdo, sendo medida como a correlagdo entre o



gendtipo verdadeiro e o imputado, é preferivel quando comparada a
medidas que contam o numero de alelos ou gendtipos corretos ou
erroneamente imputados. Isso porque, considerando a imputagao baseada
apenas na frequéncia alélica apresentara acuracia igual a zero por essa
medida, enquanto a acuracia medida pela taxa de erro tera um valor
dependente da MAF, além disso, a correlacdo € mais sensivel a erros em
SNPs com MAF baixa, enquanto a taxa de erro de imputagdo mostra uma
relacdo oposta (CALUS et al.,, 2014). Medir o desempenho de imputacao
corretamente sera cada vez mais importante no futuro, quando muitas das
tarefas de imputacdo envolverdao dados de sequéncia, os quais tém uma
propor¢ao maior de loci com baixa MAF do que painéis de SNPs e, portanto,
as meéetricas que dependem da MAF resultardo em valores imprecisos
(CALUS et al, 2014).

4. METODOLOGIA

4.1. Animais e genotipagem

Inicialmente foram recebidos dados de 814 animais, sendo 780
novilhos machos, produzidos em trés estagdes de monta, nascidos em 2007,
2008 e 2009, descendentes de 34 touros registrados da raga Nelore,
constituindo familias de meio-irmaos que foram gerados por inseminagao
artificial. Os animais Nelore foram criados nas fazendas da Embrapa
Pecuaria Sudeste, localizada na cidade de Sao Carlos, da Embrapa Gado
de Corte, situada no municipio de Campo Grande e de propriedades
particulares dos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Também
foram recebidos dados de 285 animais da raga Canchim (CA) e 114 animais
do grupo genético MA (MA), que s&o animais originarios de um esquema de
acasalamento entre a ragca Canchim e Charolés. Na populagdo estudada
neste trabalho, foi verificado uma média do coeficiente de endogamia de
19,37%, tendo um coeficiente de endogamia alto justamente pela populagéo
analisada ser pequena.

Os 814 animais da raca Nelore, 285 animais da raga Canchim (CA) e

114 animais do grupo genético MA envolvidos nesse estudo foram
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genotipados com o BovineHD BeadChip (700k). Foi entdo realizado o
controle de qualidade dos gendtipos, utilizando o programa PLINK,
removendo SNPs localizados em regides nao autossbmicas, os que
possuiam posi¢cao desconhecidas, os que apresentaram MAF menor que
0,001 e os SNPs com desvios significativos (p<0,00001) do equilibrio de
Hardy-Weinberg. Posteriormente ao controle de qualidade restaram 802
animais da raca Nelore e 396 animais Canchim e MA com 516.044 SNPs. As
analises foram realizadas considerando apenas animais e SNPs que
passaram no controle de qualidade, em que utilizou-se 400 animais da raca
Nelore na populacao referéncia e os 396 animais da raga Canchim e MA na

populagao de imputagao.

4.2. Imputagio

4.2.1. Cenarios utilizados

Foram utilizados 16 diferentes cenarios (Tabela 1), em que a
populacdo de animais referéncia é a populacdo de animais Nelore, sendo
escolhidos os 400 mais aparentados (alto grau de parentesco, com 0,005) e
0os 400 menos aparentados (baixo grau de parentesco, com -0,003), que
foram mantidos todos os SNPs do painel de alta densidade (516.044 SNPs).
A populagdo de imputagdo foi formada pelos animais Canchim e MA,
totalizando 396 animais, ndo havendo distingdo quanto ao parentesco. Os
animais da populacdo de imputacdo que apresentavam 516.044 SNPs
tiveram parte de seus SNPs “escondidos” com a finalidade de mimetizar que
estes animais foram genotipados com painéis de baixa densidade contendo
20 mil SNPs (20k) ou 50 mil SNPs (50k), restando um total de 19.263 SNPs
no painel de 20k e 26.342 SNPs no painel de 50k.
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Tabela 1. Cenarios utilizados para o estudo de imputacédo para os painéis
BovineHD BeadChip (700k).

Populagcao
Populagédo de de Painel de Painel de
. Grau de ~ :
Referéncia Parentesco Imputacéo menor maior
(Nelore) (Canchim densidade densidade
+ MA)

400 Baixo 399 20k 700k
400 Baixo 399 20kP1 700k
400 Baixo 399 20kP2 700k
400 Baixo 399 20kP3 700k
400 Alto 399 20k 700k
400 Alto 399 20kP1 700k
400 Alto 399 20kP2 700k
400 Alto 399 20kP3 700k
400 Baixo 399 50k 700k
400 Baixo 399 50kP1 700k
400 Baixo 399 50kP2 700k
400 Baixo 399 50kP3 700k
400 Alto 399 50k 700k
400 Alto 399 50kP1 700k
400 Alto 399 50kP2 700k
400 Alto 399 50kP3 700k

20k- painel comercial contendo 19.263 mil SNPs; 50k- painel comercial
contendo 26.342 mil SNPs; P1 - painel personalizado 1; Pt2 - painel
personalizado 2; P3 - painel personalizado 3.

Considerou-se também 3 painéis personalizados, em que a partir do
painel de 700k dos animais da raga Canchim e grupo MA, foram escolhidos
diferentes SNPs formando painéis contendo a mesma quantidade de SNPs
dos painéis comerciais de baixa densidade, ou seja, 19.263 (20k) e 26.342

SNPs (50k). Para a escolha dos SNPs para formar o primeiro painel
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personalizado, considerou-se janelas de tamanho de 26 SNPs, para o painel
de 20k, e 19 SNPs, para o painel de 50k, e em cada uma destas janelas foi
selecionado um unico SNP. O critério de escolha foi pela soma de DL entre
cada SNP e os demais SNPs presentes nesta janela, o SNP que obteve
maior soma de DL foi selecionado. O segundo painel personalizado
considerou também o DL, porém também o SNP deveria atingir um critério
minimo de MAF (0,2 para 20k e 0,3 para 50K). Consideramos limites de
MAF diferentes entre os painéis 20k e 50k de forma que fosse possivel
determinar ao menos um SNP dentro da janela que atendesse aos critérios.
Ja no terceiro painel, a MAF de cada SNP foi multiplicada pelo DL
calculado entre este SNP e os outros presentes na janela. Entdo, o SNP da
janela que apresentou maior valor para soma dos resultados foi selecionado.
Esta terceira maneira de personalizagado esta representada na Figura 1.
Além dessas trés formas de personalizacdo foram também utilizados os

SNPs presentes nos painéis comerciais de 20k e 50k, como mencionado.

| SNP1 SNP2 SNP3 [
J

Janela

Valorgyps= (MAF gyps X DL1) + (MAF gpq X DL2)
DL3  DL4

£ N

| ] |
I | I

SNP1 SNP2 SNP3

Janela

Valorgyps= (MAF gyps X DL3) + (MAFgyp, X DL4)

DL6

| IDLI

I I I

SNP1 SNP2 SNP3 [

Janela

Valorgyps= (MAF gypg X DL5) + (MAF gypq X DL6)

Figura 1. Esquema representando a terceira maneira de personalizagao.
Dentro da janela considerada, foi calculado o desequilibrio de ligagdo (DL1)
entre 0 SNP1 e o SNP2 e este valor de DL1 foi multiplicado pela MAF do
SNP1. Também foi calculado o desequilibrio de ligagdo (DL2) entre o SNP1
e 0 SNP3, este valor de DL2 foi multiplicado pela MAF do SNP1. O resultado
dos dois calculos foi entdo somado. O mesmo calculo foi repetido para cada
SNP dentro da janela. O SNP que apresentou maior valor foi selecionado
(BERNARDES, 2018).
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Assim, a imputacdo do painel de baixa densidade para o painel de
alta densidade foi realizada utilizando diferentes animais na populagao
referéncia. Entdo foi verificada a acuracia de imputagao desses diferentes

cenarios.

4.2.2. Algoritmos para Imputagao

Um algoritmo que leva em consideragao informagdes populacionais e
de parentesco foi utilizado, como o implementado pelo programa Fimpute
(SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2014). O algoritmo de imputagéo
do Flmpute utiliza como procedimentos a identificacdo de regides que
possam ser inferidas pelas informagbes dos pais ou da progénie na
reconstrugao dos haplétipos com alto grau de confiabilidade, (SARGOLZAEI
et al., 2008) de forma que os haplétipos sao reconstruidos de forma
interativa. Esta interacdo é repetida até que a soma dos quadrados das
probabilidades dos haplétipos seja suficientemente pequena. Os haplétipos
das progénies s&do entdo combinados com os hapldtipos dos pais ou
descendentes e assim os genoétipos nao observados sao inferidos, e a
consisténcia da fase dos haplétipos € inferida por meio de sobreposi¢ao dos

segmentos de cromossOmicos.

4.2.3. Acuracia de imputagcéo

A taxa de Concordancia (TC) por animal foi estimada nos animais da
populagcdo de imputagdo que foram genotipados com os painéis de alta
densidade e tiveram seus SNPs “escondidos” para serem inferidos pelo
programa. Esta Taxa de concordancia foi calculada comparando os alelos
dos marcadores imputados com os alelos observados e calculando a
propor¢cao dos genoétipos imputados corretamente. Também foi utilizado a
correlagao (Cor), em que é a correlagao entre a quantidade de alelos (alelo
de efeito menor) dos marcadores imputados e a quantidade de alelos do
genotipo verdadeiro (BROWNING; BROWNING, 2009). Sendo definido

como acuracia de imputacao os valores de TC e Cor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos cenarios apresentados foi possivel comparar os
diferentes valores de acuracia obtidos, sendo os cenarios compostos por
diferencas de parentesco entre os animais da populacdo de referéncia,
quantidade de SNPs que foram imputados e também, os diferentes painéis
personalizados e comerciais utilizados.

As acuracias dos cenarios em que a populacao referéncia
apresentava alto parentesco tiveram maiores resultados quando
comparados com os de baixo parentesco entre os animais Nelore, tal
condicao revela que os cenarios tiveram maior influéncia nos resultados pelo
grau de parentesco entre os animais Nelore do que quando avaliamos pelo
numero de SNPs, isso pode ter ocorrido em razdo da MAF ter interferido
positivamente na acuracia.

Esperava-se que os cenarios com populacdo referéncia com baixo
parentesco (C1, C2, C3, C4, C9, C10, C11 e C12) apresentassem melhores
resultados, por ter maior variabilidade de haplotipos, o que permite aumentar
o0 numero de variantes presentes na populacao de referéncia, representando
melhor a diversidade genética e consequentemente auxiliando a correta
imputacdo das variantes raras, conforme visto no estudo de Pausch et al.
(2017). Estes autores, ao utilizarem uma populacdo de referéncia
multirracial, observaram aumento de 5% na acuracia de imputacédo dessas
variantes menos frequentes. Porém, no presente estudo, a média de
relacionamento entre os 400 animais com alto parentesco (0,005) nao foi
muito diferente da média dos 400 animais com baixo parentesco (-0,003), ou
seja, a populagdo considerando alto parentesco também apresentou
variagao de haplétipos. Além disso, possivelmente esses haplétipos podem
ser maiores quando comparados aos obtidos com a populagdo de baixo
parentesco, pois a distribuicdo do DL pode se apresentar de maneira mais
uniforme nos cenarios de alto parentesco, mantendo-se mais constante por
maior  distdncia, aumentando o tamanho dos  hapldtipos e
consequentemente, favorecendo os cenarios de alto parentesco para que

tivessem melhores valores de acuracia.
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Tabela 2. Numero de SNPs que foram imputados (N° de SNPs), média da taxa de concordéncia (TC) e média da

correlagdo (Cor) para todos os animais e, considerando os dois grupos raciais (Canchim e MA), para os diferentes

cenarios.
onwcs e Pt W e e W
TC Cor TC Cor
C1-400baixo_20kcom_700k baixo 20k 496781 56,62 0,4838 56,55 0,485 56,78 0,481
C2-400baixo_20kc1_700k baixo 20k 496781 63,52 0,5702 6345 0,57 63,7 0,57
C3-400baixo_20kc2_700k baixo 20k 496781 63,72 0,5747 63,6 0,57 63,9 0,576
C4-400baixo_20kc3_700k baixo 20k 496781 63,3 0,573 63,19 0,572 63,56 0,575
C5-400alto_20kcom_700k alto 20k 496781 58,73 0,5198 58,67 0,52 58,89 0,518
C6-400alto_20kc1_700k alto 20k 496781 65,57 0,6053 6549 0,605 65,76 0,606
C7-400alto_20kc2_700k alto 20k 496781 65,82 0,6108 65,75 0,61 66 0,612
C8-400alto_20kc3_700k alto 20k 496781 65,46 0,6095 6536 0,608 6571 0,612
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Tabela 3. Numero de SNPs que foram imputados (N° de SNPs), média da taxa de concordéncia (TC) e média da

correlagdo (Cor) para todos os animais e, considerando os dois grupos raciais (Canchim e MA), para os diferentes

cenarios.
Cendrios Grau de Painel de Menor N° de TC Cor Canchim MA
Parentesco Densidade SNPs TC Cor TC Cor
C9-400baixo_50kcom_700k baixo 50k 489702 58,68 0,5027 58,6 0,503 58,87 0,501
C10-400baixo_50kc1_700k baixo 50k 489702 66,36 0,6074 66,29 0,607 66,53 0,608
C11-400baixo_50kc2_700k baixo 50k 489702 65,97 0,6069 6588 0,606 66,18 0,608
C12-400baixo_50kc3_700k baixo 50k 489702 66,36 0,6127 66,27 0,612 66,6 0,614
C13-400alto_50kcom_700k alto 50k 489702 60,8 0,5389 60,74 0,539 60,97 0,538
C14-400alto_50kc1_700k alto 50k 489702 68,5 0,6426 68,44 0,642 68,64 0,643
C15-400alto_50kc2_700k alto 50k 489702 68,3 0,6451 68,23 0,644 68,46 0,646
C16-400alto_50kc3_700k alto 50k 489702 68,66 0,6501 68,57 0,649 68,86 0,652
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Pei et al. (2008) avaliaram o efeito do DL na acuracia de imputagao
utilizando varios softwares ( MACH, IMPUTE, fastPHASE, PLINK e Beagle) e
em todos os softwares de imputacdo a acuracia de imputacdo aumentou
quando o nivel de DL foi maior. Dado o tamanho da populagao de referéncia
de 90 individuos, a acuracia foi 62,8%, 75,9% e 95,1% para os niveis baixo,
médio e forte de DL para o MACH. Porém, mais estudos precisam identificar
o DL nas populagdes de alto e baixo parentesco consideradas no presente
estudo.

Em geral os painéis personalizados obtiveram valores superiores de
acuracia (63,52, 63,72, 63,3, 65,57, 65,82, 65,46, 66,36, 65,97, 66,36, 68,5,
68,3, 68,66) quando comparados com os comerciais (56,62, 58,73, 58,68,
60,8). Semelhantemente, Romero (2017) observou que painéis
personalizados apresentaram vantagem em relagdo aos painéis comerciais
em todos os casos estudados, tendo para o painel comercial de 3k uma
acuracia de 0,91 e seu personalizado com acuracia de 0,95, e para o painel
comercial de 7k uma acuracia de 0,95 e seu personalizado um valor igual a
0,98. Estes resultados indicam a potencialidade do uso desses painéis para
estudos gendmicos, reduzindo custos e proporcionando dados com
qualidade, aptos para aplicacdo em estudos posteriores. No presente
estudo, os painéis personalizados pela segunda e terceira maneira tiveram
maiores acuracias (63,72; 63,3; 65,82; 65,46; 65,97; 66,36; 68,3; 68,66).
Isso pode ser explicado pela participacdo do valor de MAF que foi
considerado nesses painéis. De fato, resultados obtidos por Bernardes et al.
(2019), quando comparados 0s painéis comerciais com o0s painéis
personalizados, a terceira forma de personalizacédo (Cust3) foi a que
aumentou a acuracia de imputacdo para quase todas as situacoes
estudadas, sendo que esta forma de personalizacdo considera dois fatores
que afetam a acuracia de imputacéo, como o DL e MAF.

A MAF demonstrou ter influéncia nas acuracias ao ser considerada na
construgcao dos painéis personalizados 2 e 3, pois visto que maioria dos
individuos sdo homozigotos para o alelo mais comum da populagéo, torna a
imputacao desse alelo mais facil do que a imputacao do alelo raro (MA et al.,
2013). No entanto, a imputagao acurada de alelos raros é fundamental, pois

estes alelos podem explicar variagbes genéticas que ndo sao explicadas
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pelos alelos comuns (CIRULLI ; GOLDSTEIN, 2010).

Ao comparar os painéis que possuem densidade de 20k (56,62;
63,52; 63,72; 63,3; 58,73; 65,57; 65,82; 65,46) com os de 50k (58,68; 66,36;
65,97; 66,36; 60,8; 68,5; 68,3; 68,66), nota-se que os painéis de 50k
apresentaram maiores valores de acuracia, sendo justificado pelo fato de
acuracia aumentar conforme a densidade do painel aumenta (BERRY et al.,
2014). Assim, para aqueles cenarios em que o painel de menor densidade
for o de 50 mil SNPs esperava-se que a acuracia fosse maior, como
observado no presente estudo. O fato de haver menor quantidade de SNPs
a serem imputados ao utilizar a densidade de 50k quando comparado com
20k, favorece a construgao de haplétipos pelo programa, o que pode reduzir
os erros de imputacgao.

Boichard et al. (2012) perceberam que o ganho na precisao da
imputacao é atribuido principalmente ao aumento da densidade. Da mesma
maneira, Khatkar et al. (2012), estudando imputagdo em bovinos da raga
Holstein-Friesian australianos e com painéis de 3k e 35k, notaram que a
precisdo da imputacdo também aumenta com o numero de SNPs no
conjunto de teste para todos os cenarios e métodos examinados, sendo que
a taxa média de erro alélico diminui de 2,80%, utilizando o painel de 3K, para
0,76%, utilizando o painel 35K. Assim com também, Vasconcelos (2014)
notou que a eficiéncia de imputagdo aumenta com o aumento do numero de
SNPs no painel de menor densidade, sendo que estes autores utilizaram
painéis de menor densidade como sendo de 7k, 20k, 50k e 75k para painel
de maior densidade de 780k e as porcentagem de gendtipos imputados
corretamente foi de 92,29%, 98,23%, 98,33% e 99,40, respectivamente.

A densidade de marcadores € importante fator que afeta a acuracia
de imputacao, pois painéis com muitos SNP apresentam maior desequilibrio
de ligacdo entre os marcadores, reduzindo assim os erros de imputagao
(HICKEY et al., 2012). Segundo Wang et al. (2012), quanto maior a taxa de
gendtipos nao observados menor € a acuracia de imputagdo. Para
populagdes que apresentam desequilibrio de ligagao relativamente grande e
tamanho efetivo pequeno, permite-se predizer gendtipos provenientes de
painéis com poucos marcadores para painéis de alta densidade com baixas

taxas de erros de imputagao (CHUD et al., 2015).
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Todos os cenarios apresentaram o mesmo perfil para a média de taxa
de concordancia de acordo com o cromossomo (Figura 2). A correlagéo
também seguiu o mesmo perfil da taxa de concordancia, porém com valores
um pouco inferiores de acuracia. Nota-se que os cromossomos 8 e 14
apresentaram maiores valores de acuracia. Em seu estudo Chud et al.
(2014) também verificaram resultados diferentes nos cromossomos, em que
para o painel de 80K, os cromossomos 27 e 28 apresentaram maior erro de
imputacao alélico, 3,9% e 3,8%, respectivamente, enquanto que no painel
de 90K, o cromossomo 13 apresentou maior erro de imputagao, 4,27%.
Segundo Sun et al. (2012), essa diferenga de imputacdo observada por
cromossomo € devido ao tamanho do cromossomo, pois imputar alelos
corretamente é mais dificil na regiao inicial e final do cromossomo, com isso
0S cromossomos mais curtos sdo mais afetados do que cromossomos
longos, promovendo menor taxa de alelos imputados incorretamente. Além
disso, 0s cromossomos mais longos possuem maior numero de marcadores

do que cromossomos mais curtos.

Taxa de Concordancia

1]
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Cromossomo
® Cenarics @ Cenario 6 Cenario 7 Cenario &

Figura 2. Taxa de concordancia por cromossomo considerando os cenarios Alto
Parentesco com 20k.

Os resultados de acuracia dos animais Canchim e MA néo

apresentaram diferencas, indicando que a imputacado foi similar para os
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grupos raciais estudados. De acordo com Ventura et al. (2014), as acuracias
de imputacdo em populacbes multirraciais de bovinos podem ser
influenciadas pela composicdo racial existente entre as populagbes de
referéncia e de imputagao. Marciano et al. (2018), estudando um cenario que
considerava a populagédo referéncia sendo animais Canchim e Nelore, e
populacdo de imputacdo os animais MA, e outro cenario que considerava a
populacao referéncia sendo animais Nelore e MA e populagao imputagéo os
animais Canchim reportaram evidente aumento na correlagao (0,91 e 0,86) e
TC (89,69% e 84,44%), respectivamente, quando comparado com a
populacao de referéncia sendo constituida apenas por animais Nelore (0,63
e 65,87). Chud et al. (2014) notaram que quando a populacéao referéncia foi
composta apenas por animais Canchim ou MA, os resultados obtidos foram
insatisfatorios para aplicagdo da imputagdo, assim sugeriram que os dois
grupos (canchim e MA) sejam considerados juntos, pois isto possibilita o
aumento do parentesco médio e da populagao referéncia, além de auxiliar
na construgcao dos haplétipos necessarios para a imputacao.

Duarte et al. (2018) compararam as acuracias de diferentes cenarios,
sendo o primeiro cenario formado pela populacéo referéncia Charolés e
populagdo imputacdo Canchim e MA, o segundo composto por populagéo
referéncia Charolés e populacdo imputacdo Canchim, o terceiro cenario
sendo com populagdo referéncia Charolés e populagdo imputacdo MA,
quarto cenario com populacao referéncia Charolés e Canchim e populacao
imputacdo MA e quinto cenario composto por populacao referéncia Charolés
e MA e populagao imputagdo Canchim. Os autores observaram aumento no
quarto e quinto cenario para ambas as medidas de acuracia testadas. Este
resultado pode estar associado ao maior parentesco existente entre as
populagcdes de animais Canchim e do grupo genético MA. Tanto para a
formagdo da raga Canchim quanto para o grupo MA, sao consideradas
maiores contribuicbes da raca Charolés. Isso também pode ser uma
explicacao para as acuracias desse estudo nao terem sido tao altas, pois foi
utilizada uma populacéo referéncia com animais Nelore, estes sendo mais
distantes geneticamente dos animais Canchim e MA, quando comparado

com os animais da raga Charolés.
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6. CONCLUSOES

A acuracia de imputacao apresentou valores superiores nos painéis
personalizados quando comparados com os comerciais e também, conforme
a densidade dos painéis eram maiores as acuracias tiveram seu valor
aumentado. Houve diferenca entre os painéis personalizados 1 e os
personalizados 2 e 3, indicando que a maneira como o painel é construido
interfere nas acuracias de imputacdo. Utilizar racas fundadoras na
populacdo referéncia pode ser uma alternativa para ragas em que a

populagéo nao é grande o suficiente.
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