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MARESTONE, Bruna Silva. Uso de painéis de marcadores SNP para teste de
paternidade e avaliagdo gendmica de embrides biopsiados de bovinos Nelore.
2023. 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

RESUMO

Touros jovens podem ser selecionados através das avaligdes gendmicas e utilizados
como reprodutores, proporcionando melhorias na elaboragdo de estratégias para o
melhoramento genético de bovinos. A selegdo gendmica tem o objetivo de utilizar SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism — Polimorfismos de Nucleotideo Unico) como
ferramentas auxiliares na predicao de valores genéticos mais acurados, contribuindo
para um processo de selecdo mais eficaz e auxiliando na identificacdo correta do
parentesco e todo o pedigree. Assim, o objetivo do trabalho foi primeiramente avaliar
diferentes densidades de painéis de marcadores SNPs na identificagao da paternidade
de bovinos da raca Nelore. Posteriormente, realizou-se outro estudo com o objetivo de
avaliar a viabilidade da predicdo dos valores genéticos de embrides biopsiados, com
painéis de moderada densidade e imputados para painéis com maiores densidades.
No primeiro estudo foram genotipados, em painéis HD, 2027 animais, sendo 1883
produtos e 144 touros. Cinco painéis foram testados, sendo eles o painel desenvolvido
pela International Society of Animal Genetics (ISAG) possuindo 166 SNPs (Painel
ISAG), um painel contemplando 10K SNPs e trés painéis customizados, contendo 98
(Painel 100), 206 (Painel 200) e 311 (Painel 300) SNPs selecionados, acrescidos de
166 SNPs provenientes do painel ISAG, para a avaliagao da paternidade no software
Flmpute. No segundo estudo utilizou-se 93 embrides provenientes da coleta dos 6vulos
de 28 doadoras, que foram fertilizados in vitro utilizando sémen de dois touros. Todos
os embrides foram genotipados utilizando o chip 50K e posteriormente os gendtipos
foram imputados para o painel HD. Os embrides foram implantados nas vacas
receptoras e, apds o nascimento, a genotipagem de 10 bezerros foi realizada, assim
como a estimativa dos seus valores genéticos gendmicos. Entre os painéis
customizados, o Painel 200 foi eficiente para validagdo do parentesco de todas as
progénies. A qualidade da genotipagem dos embrides foi satisfatéria, sendo o call rate
meédio das amostras de 93%, a média de heterozigosidade dos gendtipos imputados
(22,5%) foi maior do que nos gendtipos observados (11,7%), e a correlacao observada
entre os indices de selegao de embrido e bezerro foi de 99,3%. Conclui-se que o painel
ISAG néo foi suficiente para avaliar a paternidade dos animais da raca Nelore, criados
nacionalmente, sendo necessario acrescentar 206 SNPs ao painel para se obter a
identificacdo entre touro e progénie. Os valores genéticos gendmicos estimados a
partir dos gendétipos dos embrides biopsiados apresentaram alta correlagdo com os
valores estimados posteriormente para os bezerros, demonstrando grande potencial
de aplicacao na producao animal, para selecao de animais ainda na fase embrionaria.

Palavras-chave: gado de corte; ISAG; marcadores moleculares; parentesco; valor
genético.



MARESTONE, Bruna Silva. Use of SNP marker panels for paternity testing and
genomic evaluation of biopsied Nelore bovine embryos. 2023. 89 p. Thesis
(Doctorate in Animal Science) — State University of Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

Young bulls can be selected through genomic evaluations and used as breeders,
providing improvements in the development of strategies for genetic improvement of
cattle. Genomic selection aims to use SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) as
auxiliary tools in predicting more accurate genetic values, contributing to a more
effective selection process and aiding in correct identification of parentage and
pedigree. Thus, the aim of this study was firstly to evaluate different densities of SNP
marker panels in identifying the paternity of Nelore cattle. Subsequently, another study
was conducted to assess the feasibility of predicting genetic values of biopsied embryos
with panels of moderate density and imputed for panels with higher densities. In the
first study, 2,027 animals were genotyped on HD panels, with 1,883 offspring and 144
bulls. Five panels were tested, including the panel developed by the International
Society of Animal Genetics (ISAG) with 166 SNPs (ISAG panel), a panel with 10K
SNPs, and three custom panels containing 98 (Panel 100), 206 (Panel 200), and 311
(Panel 300) selected SNPs, plus 166 SNPs from the ISAG panel for paternity evaluation
in the FImpute software. In the second study, 93 embryos from 28 donors were fertilized
in vitro using semen from two bulls. All embryos were genotyped using the 50K chip,
and subsequently genotypes were imputed to the HD panel. The embryos were
implanted in recipient cows, and after birth, genotyping of 10 calves was performed, as
well as estimation of their genomic genetic values. Among the custom panels, Panel
200 was efficient in validating the parentage of all progenies. The quality of the embryo
genotyping was satisfactory, with a mean call rate of 93%, a mean heterozygosity of
imputed genotypes (22.5%) higher than observed genotypes (11.7%), and a correlation
of 99.3% between embryo and calf selection indices. It was concluded that the ISAG
panel was not sufficient to evaluate the paternity of Nelore animals bred nationally, and
that 206 SNPs needed to be added to the panel to obtain identification between bull
and progeny. The genomic genetic values estimated from biopsied embryo genotypes
showed a high correlation with values estimated later for the calves, demonstrating
great potential for application in animal production for selecting animals still in the
embryonic phase.

Keywords: beef cattle; ISAG; molecular markers; parentage; genetic value.
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1 INTRODUGAO

O uso de animais geneticamente superiores contribui para a melhoria
da eficiéncia econdmica dos rebanhos. Nesse sentido, as avaliagdes genéticas
permitem a identificagcao e selegao dos individuos mais produtivos, intensificando a
sua contribuicdio e o aumento dos alelos favoraveis nas populagbes. O
desenvolvimento de plataformas de genotipagem de marcadores do tipo SNP (Single
Nucleotide Polymorphism — Polimorfismo de Nucleotideo Unico) em alta densidade ao
longo de todo genoma foi direcionado para a utilizagdo na produgao animal,
especialmente para a bovinocultura, impulsionado por pesquisas relacionadas ao
genoma bovino (ELSIK et al., 2009).

A avaliagdo genémica esta entre as aplicabilidades para o uso das
informagdes provenientes dos marcadores moleculares, com o objetivo de utilizar os
SNPs como ferramentas auxiliares na predicdo de valores genéticos mais acurados,
contribuindo para o processo de selecao mais eficaz. Outra importante aplicagao das
informagdes provenientes dos SNPs é o Estudo de Associacdo Gendmica Ampla
(GWAS), que tem como finalidade identificar os marcadores associados com
caracteristicas de interesse e explorar as regides do genoma em que esses SNPs
estdo inseridos, buscando genes e/ou loci relacionados com a expressao fenotipica
das caracteristicas em questdo (UTSUNOMIYA et al., 2013).

Dessa maneira, a combinacéo entre o desenvolvimento de técnicas
da area da biologia molecular e as pesquisas relacionadas ao sequenciamento do
genoma bovino possibilitaram adaptagbes nas metodologias para predicdo dos
valores genéticos dos animais. Isso viabilizou a identificacdo de individuos de alto
valor genético, principalmente para as caracteristicas de interesse econémico,
expressas tardiamente ou de dificil mensuragdo. Em gado de corte, varios trabalhos
utilizaram analises genémicas para identificacdo de variantes genéticas de diversas
caracteristicas de interesse econdmico, como a eficiéncia alimentar (PRYCE et al.,
2012; LU et al., 2013; SEABURY et al., 2017). Outros estudos demonstraram ganho
na acuracia da predigdo dos valores genéticos gendmicos para caracteristicas de
carcaga em diferentes populagdes bovinas (WEBER et al., 2012; BOLORMAA et al.,
2013).
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Ademais, outras vantagens do uso de marcadores moleculares e das
ferramentas gendmicas podem ser citadas, como a corregdo das informagdes de
parentesco, na qual é possivel realizar a determinacédo da paternidade (HEATON et
al., 2014; TALENTI et al., 2016), utilizando marcadores do tipo SNP conforme as
diretrizes para a verificacdo de parentesco de bovinos desenvolvidas pela
International Society for Animal Genetics (ISAG) (ISAG, 2012). Desse modo, as
informagdes gendmicas auxiliam na corregdo de possiveis erros de paternidade,
provenientes de falhas na escrituracdo zootécnica, além de proporcionarem aumento
da acuracia das estimativas dos valores genéticos. Adicionalmente, o teste de
paternidade € uma ferramenta valiosa na identificacdo da paternidade em rebanhos
com reprodutores multiplos. Outra vantagem se refere a predicdo do valor genético
ainda na fase embrionaria, através das informacdes derivadas da bidpsia do embrido,
que é um procedimento rotineiramente realizado, promovendo a selecdo dos

individuos superiores no rebanho precocemente.

Portanto, acredita-se que a utilizagdo das ferramentas moleculares
em programas de melhoramento genético animal implicaria em maior eficiéncia do
processo de melhoramento genético, promovendo economias com adog&o de
metodologias de selecdo modernas com utilizagdo de animais jovens e redugao no

intervalo de geragdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROGRAMA DE MELHORAMENTO GENETICO DE GADO DE CORTE

O Brasil € o pais detentor do maior rebanho comercial de bovinos de
corte. De acordo com o relatorio da Associagao Brasileira das Industrias Exportadoras
de Carnes (ABIEC, 2022), estima-se que havia no territorio nacional aproximadamente
196,47 milhdes de cabegas em 2021, com volume de produgdo de carne de 9,71
milhdées de toneladas carcaga equivalente, destinadas a exportacdo e mercado
interno. Dentre as diversas racas presentes no Brasil, destaca-se a raca Nelore, de
origem zebuina (Bos taurus indicus), que apresenta adaptabilidade ao ambiente
tropical, sendo explorada em diferentes tipos de sistemas de produgao nacional. Na
literatura, relata-se que a entrada da raga Nelore no pais ocorreu no ano de 1868,
quando desembarcou o primeiro casal de animais da raca na cidade de Salvador
(VIACAVA et al., 2000; SILVA; BOAVENTURA; FIORAVANTI, 2012). A partir de
entdo, novos cruzamentos e acasalamentos com exemplares importados foram
disseminados pelo territorio brasileiro. Atualmente, aproximadamente 80% do rebanho
nacional € composto de animais de origem zebuina, sendo a raga Nelore a de maior
representatividade em rebanhos destinados a producéo de carne (ROSA; MENEZES,
2016).

De acordo com Rosa, Silva e Amaral (1997), o conhecimento da
ancestralidade € uma pratica antiga, de modo que o homem ja controlava a genealogia
de seus animais para a realizagdo de acasalamentos endogamicos e exogamicos.
Segundo os autores, com o passar das gerag¢des e o aumento do numero de criadores,
o volume de informacdes de pedigree ficou complexo e, com isso, foram organizados
os livros genealogicos denominados herd books. Atualmente a Associac&o Brasileira
dos Criadores de Zebu (ABCZ) é responsavel pelo registro das ragas zebuinas no

territorio nacional.

Diante da importancia econdmica da bovinocultura nacional, os
produtores de bovinos de corte seguem aprimorando os sistemas produtivos e
investindo em programas de melhoramento genético. Existem varios programas de
melhoramento genético no Brasil que auxiliam o produtor na avaliagdo genética dos

rebanhos, entre eles o Geneplus — Programa Embrapa de Melhoramento Genético de
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Bovinos de Corte, o PMGZ — Programa de Melhoramento Genético de Zebuinos
desenvolvido pela ABCZ, e o Programa de melhoramento da ANCP — Associagéo
Nacional de Criadores e Pesquisadores. De acordo com o PMGZ (2022), no sumario
do segundo semestre de 2022, foram publicadas avaliagbes genéticas para milhares
de bovinos com aptidao para corte, entre as ragas Brahman, Gir, Guzera, Indubrasil,

Nelore, Sindi e Tabapua.

O melhoramento da produgdo animal pode ser realizado pelo
melhoramento do ambiente, por meio de mudangas nos manejos nutricional, sanitario
e reprodutivo, e pelo melhoramento genético, que pode ocorrer por meio de sistemas
de acasalamento e da sele¢cao de animais mais produtivos (ALENCAR, 2010). Nesse
sentido, o melhoramento genético animal baseia-se na sele¢do dos individuos
geneticamente superiores para serem os pais da proxima geragdo. A escolha dos
animais e o acasalamento planejado tém como objetivo elevar a produgédo por meio

do aumento da frequéncia dos genes favoraveis.

A selegcdo € um trabalho conduzido em conjunto por produtores e
associagdes das ragas, juntamente com programas de melhoramento genético. Os
programas também podem dar suporte para a condugédo do controle zootécnico na
propriedade através da correta coleta de dados, a fim de conhecer melhor o sistema
de producédo, promovendo o maior controle de todo o sistema produtivo.

Entretanto, antes de iniciar um programa de melhoramento, deve-se
estabelecer os objetivos e os critérios de selecdo. Segundo Alencar (2010), a escolha
do objetivo de sele¢ao deve considerar problemas de natureza econdmica, no caso,
caracteristicas economicamente importantes que influenciam o sistema, sendo
utilizada a genética para alcangar a melhoria desejada. Com relagc&o ao critério de
selecdo, o mesmo autor explica que é o meio para atingir o objetivo, ou seja, € a
escolha das caracteristicas de importancia econdmica e associada com o objetivo.
Caracteristicas de herdabilidade e de variacdo fenotipica altas apresentam maior
resposta a selegdo; assim, o esforgo para se obter determinado ganho € menor do
gue quando as caracteristicas apresentam herdabilidade e variacéo fenotipica baixas
(ALENCAR, 2010).

As informacgdes coletadas no campo servem de insumo para a
realizacdo das avaliagbes genéticas, que tradicionalmente s&o realizadas com a

combinacao de informacdes de pedigree e fendtipo, resultando nas predigcdes dos
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valores genéticos. Os programas de avaliagdo genética estimam e apresentam em
seus sumarios as DEPs (Diferenga Esperada na Progénie) para diversas
caracteristicas de interesse econdmico, tais como de crescimento (peso ao nascer, a
desmama, ao ano, ao sobreano, ganho de peso), reproducao (perimetro escrotal,
idade ao primeiro parto, intervalo entre partos, stayability ou tempo de permanéncia
no rebanho), morfolégicas (escores visuais de conformacédo frigorifica, estrutura,
precocidade, musculosidade), avaliagbes de ultrassonografia de carcaga (area de olho
de lombo, espessura de gordura subcutanea, marmoreio) e de eficiéncia alimentar
(consumo alimentar residual) (SUMARIO GENEPLUS, 2022; SUMARIO PMGZ,
2022).

2.2 AVALIACAO GENETICA

O sucesso do melhoramento genético animal depende,
essencialmente, da ado¢ao de métodos de selecdo, os quais demandam a predigao
dos valores genéticos dos animais candidatos a sele¢édo (RESENDE; PEREZ, 1999).
O mérito genético pode ser subdividido de acordo com os mecanismos de agéo
génica, o qual diz respeito a selecédo genética é a agao genética aditiva, isto €, o valor
genético aditivo do animal (BERGMANN, 2008). O valor genético aditivo do animal
também pode ser denominado de breeding value, valor génico, valor reprodutivo e
como DEP, comumente mencionada em sumarios de bovinos de corte, ou Predicted
Transmitting Ability (PTA), mais utilizada em bovinos leiteiros, que representam a
metade do valor genético aditivo do individuo, devido o genitor transmitir apenas
metade do seu material genético para a proxima geragao.

Existem diferentes metodologias para estimar o valor genético dos
animais considerando diferentes fontes de informagdes relacionadas ao individuo, tais
como o seu proprio fendétipo, informagdes dos seus ancestrais e colaterais, além das
informagdes dos descendentes do individuo. Com o desenvolvimento de novas
tecnologias computacionais, foi possivel a implementagdo de métodos estatisticos
como a Maxima Verossimilhanga Restrita (REML - Restricted Maximum Likelihood),

para a estimagdo dos componentes de variancia, e a metodologia Melhor Predi¢cao
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Linear ndo Viesada (BLUP - Best Linear Unbiased Prediction), para a predi¢do dos
valores genéticos (CARNEIRO JUNIOR, 2009). A metodologia BLUP foi proposta por
Henderson (1973) e consiste na predigdo dos valores genéticos ajustando-se os
dados, concomitantemente, para os efeitos fixos e numero desigual nas subclasses,
por meio das Equacgdes de Modelos Mistos (EMM), que € um algoritmo que possibilita
primeiramente a obtengcdo dos componentes de variancia a partir da metodologia
REML e depois os valores genéticos pela metodologia BLUP (LOPES, 2005;
CARNEIRO JUNIOR, 2009).

Lopes (2005) citou algumas vantagens da utilizagdo da EMM para a

obtencédo do BLUP, como:

a) Incluséo da informag&o completa por meio da matriz de parentesco;

b) Comparacgao de individuos de diferentes niveis de efeitos fixos;

c) Avaliacdo simultanea de reprodutores, fémeas e progénies;

d) Avaliacdo de individuos sem observagdes, com observagdes
perdidas e com observagdes em apenas uma caracteristica;

e) Avaliacéo de caracteristicas multiplas;

f) Avaliacdo de medidas repetidas.

Nesse sentido, Bergmann (2008) descreve as principais etapas para

a realizagao da avaliagao genética, na ordem:

1) Geragao das informagdes nas propriedades e 0s seus envios para
os programas de melhoramento genético;

2) Consisténcia dos dados e formagdo dos grupos de
contemporaneos;

3) Formagao dos arquivos para analises;

4) Calculo do grau de parentesco entre todos os individuos;

5) Definicdo do modelo e a formagédo das respectivas equacdes
simultaneas;

6) Produgdo dos resultados da avaliagdo genética (PTA, DEP,

breeding values, entre outros).

Com relagdo aos modelos que podem ser elaborados na avaliagao

genética, existem trés principais:

a) Modelo Touro: cada touro possui a sua propria equagao;
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b) Modelo Animal: cada individuo da populagao apresenta sua prépria
equacao,
c) Modelo Animal Reduzido: somente individuos com progénie

dispdem de uma equacao.

Bergmann (2008) relatou que entre os modelos citados acima e que
séo aplicaveis aos usos das EMM, os mais utilizados nas avaliagées genéticas séo o
modelo touro e 0 modelo animal; entretanto, a definicdo de qual modelo utilizar para
a estimacgao dos valores genéticos dependera de fatores como objetivo do avaliador,

do tipo e volume das informacdes a serem avaliadas e dos recursos computacionais.

Frequentemente os programas de melhoramento necessitam estimar
os valores genéticos para todos os animais pertencentes ao rebanho, havendo ou n&o
progénie ou fendtipos. Por isso, utiliza-se a metodologia do modelo animal.

Em notagdo matricial, as EMM para a obtencdo dos BLUP sob o

modelo animal é apresentada a seguir:

y=XBp+Zg+e

em que:

y é o vetor de observagdes de caracteristicas medidas nos individuos, com dimensé&o

nxi1;

X é a matriz de incidéncia de efeitos fixos, contendo somente valores 0 e 1, dos quais
associam as observagodes dos individuos (y) aos efeitos fixos (), com dimens&o n x p

(p refere-se aos niveis de efeitos fixos);

B é o vetor de efeitos fixos para os quais objetiva-se obter as solugbes, com dimensao

px1;

Z é a matriz de incidéncia dos valores genéticos, contendo somente valores 0 e 1, dos
quais associam as observagdes (y) aos valores genéticos dos individuos (g), com

dimenséo n x q (q refere-se ao numero de individuos);
g € o vetor de valores genéticos (aleatorios), com dimenséo q x 1;

e é o vetor de efeitos ambientais nao identificaveis ou de erros aleatérios, com
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dimensaon x 1.

Por este modelo, verifica-se que uma observagao (y) em determinado
animal pode ser desdobrada em termos de efeitos ambientais identificaveis (p), efeitos
genéticos (g) e efeitos ambientais n&o identificaveis ou aleatorios (e) (RESENDE;
PEREZ, 1999). Com isso, observa-se também que a predigdo do valor genético de

cada individuo ocorre a partir dos fenétipos obtidos dos animais.

As EMM baseadas no modelo animal para a predicado dos valores
genéticos dos animais e as solugdes para os efeitos fixos s&do dadas por:

XR'X XR'z Hﬁ]z [X'R':yl
: : ZRy

em que

G=AQ® Gy, sendo:

A: uma matriz que indica o grau de parentesco entre os individuos, e

Gy: uma matriz de variancia e covariancia genética aditiva entre as caracteristicas;
R=1® Ry, sendo:

I: uma matriz identidade, e

Ry: uma matriz de variancia e covariancia residual entre as caracteristicas;

& operador produto direto.

As solugdes para 3 e § s&o realizadas por:
— L) '1 ) '1 ) '1 '1 -1 ) '1 i ) '1 ] '1 ] '1 ‘1 -1 1 '1
B=|XR ' X-XR 'Z(ZR Z+G') ZR X| [XR"'y—XR 'Z(ZR Z+G ') ZR''y

g=(@2ZR"'z+G™ )'1Z'R'1 (y—XB)
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Um ponto importante na estimag&o do valor genético do animal é o
conhecimento da relagdo genética entre os individuos. A probabilidade de genes
idénticos por descendéncia ocorrerem em dois individuos é denominada coancestria
ou coeficiente de parentesco (FALCONER; MACKAY, 1996).

A matriz que indica a relagdo genética aditiva entre os individuos é
chamada de matriz de relacionamento ou de parentesco. A matriz de parentesco (A)
€ essencial na avaliagado genética pelo BLUP, permitindo a obtengdo de resultados
mais acurados (pela consideragéo das informagdes de parentes) e ndo viciados (pela
consideragao da correlagéo entre os valores genéticos, na estimagéao dos efeitos fixos)
(RESENDE; PEREZ, 1999).

Henderson (1976) descreveu as propriedades da matriz A, sendo (i)
€ simétrica; (ii) o elemento diagonal para o animal i (a;) € iguala 1 + F;, onde F; € o
coeficiente de endogamia do animal i (Wright, 1922). O elemento diagonal representa
duas vezes a probabilidade de que dois gametas retirados ao acaso do animal i
carreguem alelos idénticos por descendéncia (MRODE; THOMPSON, 2005), (iii) o
elemento fora da diagonal, a; € igual ao numerador do coeficiente de

consanguinidade (Wright, 1922) entre os animais i e j.

O coeficiente de consanguinidade estima a quantidade esperada da
reducdo em heterozigose, como fungdo do ascendente comum dos pais, e € a
probabilidade de que dois alelos, em qualquer loci, em um individuo sejam idénticos
por origem (LOPES, 2005). A férmula para calcular o coeficiente de consanguinidade
foi apresentada por Wright (1922), sendo ela:

n1+n2+1

2|3

(1+FA)]

em que
F. é o coeficiente de consanguinidade do individuo;
n, € o numero de geragdes, partindo-se de um dos pais, até o ancestral comum;

n, € o numero de geragdes, partindo-se do outro pai, até o ancestral comum;
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F A coeficiente de consanguinidade do ancestral comum;

¥ é o somatorio de todos os ancestrais comuns.

Quando multiplicado pela variancia genética aditiva (03), Ao3,
descreve a estrutura de variéncia-covariancia entre valores genéticos aditivos dos
animais (a) (KENNEDY; SCHAEFFER; SORENSEN, 1988).

2.3 MARCADORES MOLECULARES DO TIPO SNP

Marcadores genéticos s&o caracteres com mecanismo de heranga
simples que podem ser empregados para avaliar diferengas genéticas entre dois ou
mais individuos (BERED; BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997). Esses marcadores
podem ser divididos em dois grupos basicos: marcadores morfologicos, que sao
utilizados para a identificagdo dos genotipos desde os tempos de Mendel; e
marcadores moleculares, que viabilizam a caracterizacdo genética de muitos
genotipos, por exemplo, marcadores moleculares enzimaticos e de DNA (BERED,;
BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997).

Os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs - do inglés Single
Nucleotide Polymorphisms) sao marcadores moleculares do DNA que estdo
amplamente distribuidos no genoma e estdo presentes em regides codificadoras
(éxons) e nao codificadoras (introns e regides intergénicas), originando-se de
mutagdes pontuais no DNA, ou seja, mutagdes em bases unicas da cadeia de bases
nitrogenadas (Adenina (A), Citosina (C), Timina (T) e Guanina (G)) (Figura 1). As
mutagdes podem ser derivadas de eventos de transigdes e transversdes, sendo as
transicbes as mais comuns e que ocorrem entre trocas de bases purinicas (A/G) ou
entre bases pirimidinicas (C/T). Ja as transversdes ocorrem quando existe a troca
entre bases purinicas por pirimidinicas (A/T, G/C, T/A e C/G) (TURCHETTO-ZOLET
et al., 2017).
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Figura 1 — Exemplificagcdo de um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP)

fh U

Fonte: Society for Mucosal Immunology (2014).
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Os marcadores do tipo SNP s&o bi-alélicos, ou seja, geralmente sdo
encontradas apenas duas variantes em uma espécie, no qual um alelo corresponde a
um par de bases A/T e o outro a um G/C (CAETANO, 2009), sendo considerado
menos informativos por locus examinado quando comparados a outros marcadores,
como os microssatélites (SSRs — do inglés Simple Sequence Repeats) (KAHL et al.,
2005; TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

A densidade de SNPs pode variar substancialmente entre diferentes
regides de um genoma e entre diferentes espécies e, como limite, o alelo menos

frequente deve ter uma abundancia de 1% (ou mais) (KAHL et al., 2005).

A utillizagdo de marcadores moleculares SNP em estudos de
associagdo e mapeamento genético, assim como em ensaios diagnosticos para
confirmacéo de paternidade, identificagao individual, deteccdo de doengas genéticas
e/ou polimorfismos associados a caracteristicas de produgao, esteve limitada por
muito tempo devido as restrigdes tecnologicas (MILLER, 2010).

O desenvolvimento de plataformas de genotipagem de marcadores
do tipo SNPs em alta densidade ao longo de todo genoma foi direcionado para a
utilizagdo na produgao animal, especialmente para a bovinocultura, impulsionado por

pesquisas relacionadas ao genoma bovino (ELSIK et al., 2009).

A selecdo gendmica tem o objetivo de utilizar os SNPs como
ferramentas auxiliares na predigdo de valores genéticos mais acurados, contribuindo

para um processo de sele¢cdo mais eficaz. O Estudo de Associacdo Gendmica Ampla
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(GWAS) objetiva identificar SNPs associados com caracteristicas de interesse e
explorar as regides do genoma em que esses SNPs estdo inseridos, buscando genes
e/ou loci relacionadas a expressao fenotipica das caracteristicas de interesse
(UTSUNOMIYA et al., 2013).

As caracteristicas de interesse econdmico, em sua maioria, sao
resultantes da acédo de diversos genes de grande e/ou de pequenos efeitos
individuais, acrescidos da influéncia de fatores ambientais. A identificacdo e
associagdo desses alelos com as caracteristicas foi possivel gragcas ao

desenvolvimento de técnicas relacionadas aos marcadores moleculares.

As regides genémicas que influenciam as caracteristicas fenotipicas
sdo denominadas Quantitative Trait Loci (QTL), sendo a sele¢do para QTLs possivel
por meio de um teste para uma mutagédo causal em um gene, conhecida por Sele¢ao
Assistida por Genes (GAS), ou em um marcador genético em ligagdo com o QTL,
denominada por Sele¢éo Assistida por Marcadores (MAS) (MILLER, 2010).

Alelos fisicamente préximos em um cromossomo s&o herdados de
maneira interconectada, transmitidos pelos progenitores na forma de blocos de alelos
ou haplétipos; isso resulta em um nivel de correlagdo entres os alelos, denominado
de desequilibrio de ligagdo (O’'BRIEN et al., 2014). Assim, o desequilibrio de ligagéo
ocorre quando dois loci estdo suficientemente proximos no genoma, de modo que a
recombinacdo durante a meiose entre eles € rara e segmentos do cromossomo sao
conservados de pai para filho; por isso, a selegao pelo marcador vinculado resulta em
uma resposta correlacionada na caracteristica de interesse (MILLER, 2010).

Existem no mercado diferentes tecnologias e empresas que realizam
a genotipagem dos SNPs, variando a tecnologia aplicada, bem como os custos,
vantagens e desvantagens. No entanto, o ponto em comum entre qualquer uma
dessas plataformas é que os ensaios para SNPs especificos podem ser adaptados
para todas as tecnologias, permitindo que a mesma informag¢ao genotipica possa ser
acessada, independentemente da tecnologia utilizada (CAETANO, 2009).

Ha variados chips ou painéis disponiveis no mercado para a
genotipagem de diferentes espécies como bovinos, suinos, ovinos, peixes,
camundongos e equinos. Na produgao animal, é possivel encontrar painéis prontos

para a comercializagdo e que podem variar a densidade entre baixa
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(aproximadamente 8K [oito mil] marcadores), média (aproximadamente 50K
marcadores) e alta densidade (aproximadamente 777K marcadores) para bovinos, por
exemplo, além, da possibilidade de confeccionar painéis contendo determinado

numero de marcadores de acordo com a demanda do solicitante.

2.3.1 Marcadores Moleculares para Teste de Paternidade

Os produtores e associagbes, juntamente com programas de
melhoramento genético, realizam o controle zootécnico da propriedade através da
coleta de dados a fim de conhecer o sistema de produg¢ao, promovendo o controle e
identificando situagdes em que é possivel melhora-lo. Segundo Lébo (2011), a
escrituracdo zootécnica pode ser dividida no sentido amplo, que se trata do
mecanismo de descricao formal de toda a estrutura da propriedade, e no sentido
restrito, que consiste em anotacgdes de controle do rebanho, com fichas individuais por
animal, registrando-se sua genealogia, ocorréncias ao longo da vida e seu
desempenho. Nesse sentido, realizar o controle zootécnico eficiente ndo permite
apenas conhecer o numero de identificacdo de cada animal, mas sim toda a sua

genealogia e feno6tipo ao longo da vida.

A partir do momento que as informagdes de desempenho sao
conhecidas, € possivel avaliar e controlar de forma assertiva quais individuos estéo
aptos para reprodugao, apresentam maior grau de parentesco, maior ganho de peso,
longevidade, entre outras caracteristicas importantes para o sucesso do sistema de
producao. A avaliacido correta das relagdes entre os individuos de uma populagao é
um dos principais requisitos para um programa de melhoramento genético bem-
sucedido (TALENTI et al., 2016). Entretanto, erros no registro genealdgico podem
acarretar estimativas de valores genéticos viesadas e declinar a qualidade da

avaliacéo genética.

Dois tipos de erros de pedigree podem influenciar os resultados da
estimativa do valor genético: informagdes de linhagem incorretas (parentesco
incorreto) e informacgdes de linhagem ausentes (parentesco desconhecido) (HARDER
et al., 2005).

Uma das consequéncias de informacgdes incompletas de pedigree € a
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subestimacdo da consanguinidade (HARDER et al., 2005). Ao estudar o impacto dos
erros de identificacdo de paternidade nas avaliagbes genéticas de touros da raca
Holandesa, Banos, Wiggans e Powell (2001), verificaram que uma taxa de 11% de
erro no pedigree reduziu em 7 a 11% a consanguinidade média estimada de todos os
animais, além disso, as tendéncias genéticas anuais estimadas diminuiram em 11 a
15% no geral. Ja em gado de corte, Nwogwugwu et al. (2020) observaram que o
aumento na taxa de erro no pedigree determina redugao da acuracia da predigao dos
valores genéticos, do ganho genético e da herdabilidade de caracteristicas
relacionadas com a qualidade de carcaca, impactando nas respostas de selecao em

um programa de melhoramento.

Uma das vantagens do uso de marcadores moleculares e das
ferramentas gendmicas é o auxilio na corregao das informagdes de parentesco, além
de melhorar a acuracia das predi¢cdes das avaliagdes para caracteristicas de interesse
econdmico. O uso de marcadores moleculares para determinagédo da paternidade ja
foi explorado na produgédo animal (VISSCHER et al., 2002; HAYES et al., 2009;
HEATON et al., 2014; TALENTI et al., 2016).

No Brasil, a inscricao de reprodutores de varias espécies, incluindo a
bovina, em centros de coleta e processamento de sémen esta condicionada a diversas
exigéncias, entre elas a apresentacdo do Certificado de Registro Genealdgico
Definitivo ou de Controle de Genealogia Definitivo do animal, emitido pela associagao
de criadores da raga, além da comprovagao do parentesco com seus genitores, por
meio da genotipagem de DNA (BRASIL, 2020). Na Instrucdo Normativa n°® 45 de 2017
(BRASIL, 2017), o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
regulamenta que a identificagdo genética animal deve ser obrigatoriamente realizada
pela analise das regides polimdrficas do DNA (locos microssatélites) ou pelo teste de
polimorfismos de nucleotideos unico, descritas para as diferentes espécies animais e

validadas internacionalmente pela International Society for Animal Genetics (ISAG).

Os marcadores genéticos do tipo microssatélites foram os mais
utilizados durante décadas para o teste de parentesco (FERNANDEZ et al.,
2013). Segundo Vignal et al. (2002), os resultados obtidos com marcadores
microssatélites por diferentes laboratérios nem sempre sdo comparaveis, além disso,
o tempo investido para analise dos dados é maior comparado com a de marcadores
do tipo SNP, por exemplo, mesmo com o uso de softwares especificos ou outros
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métodos automatizados para analise de alelos.

A analise de parentesco baseada em informacdo do DNA esta
mudando do uso de marcadores do tipo microssatélites para marcadores do tipo SNP
(TALENTI et al., 2016), proporcionando maior exatiddo na determinagdo da
paternidade dos animais na pecuaria (HEATON et al., 2014). Ademais, os SNPs nao
sdo usados exclusivamente para verificagado de parentesco, eles também podem ser
usados na selegdo genémica (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001) como uma
fonte adicional de informag&o em programas de melhoramento genético em diferentes
espécies (GARCIA-RUIZ; WIGGANS; RUIZ-LOPEZ, 2019).

Em 2012 foram publicadas diretrizes para a verificagdo de parentesco
de bovinos baseadas em marcadores do tipo SNP (ISAG, 2012). Inicialmente foi
recomendado um conjunto de 100 SNPs validados em ragas taurinas (painel ISAG
Core). Posteriormente foi adicionado um conjunto de 100 marcadores para aumentar
o poder de exclusdo em ragas zebuinas (painel ISAG additional). De acordo com o
ISAG (2013), os 100 marcadores extras foram selecionados a partir de painéis baixa
densidade, alta densidade e 50K da lllumina, atendendo aos critérios de menor
frequéncia alélica média de 0,4 e uma distdncia minima de 10cM em todos os
cromossomos, obtendo-se bom desempenho em racas taurinas e sendo validados
para ragas zebuinas e racas compostas. No total, 23 ragas foram avaliadas para a
validacdo do painel para teste de parentesco em bovinos, sao elas:

1. Brangus 9. Bazadaise 17. Normande

. Brahman 10. Bretonne Pie Noire 18. Vosgienne

. Braford 11. Tarentaise 19. Rouge Flamande

. Abondance 12. Limousine 20. Holstein

. Aubrac 13. Simmental Francgaise 21. Parthenaise

. Pie Rouge Des Plaines 14. Charolaise 22. Gasconne

. Brown 15. Rouge Des Prés 23. Blonde d'Aquitaine

. Salers 16. Montbeliarde

o N OO o b~ W N
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O uso de marcadores moleculares para analise de parentesco levou
ao desenvolvimento de varias analises estatisticas e soffwares destinados a
verificagdo de parentesco. Entre as analises, as principais sdo baseadas na excluséo,
alocagéao categorica, alocagao fracionada, probabilidade total, reconstrugado parental
e reconstrucéo de irmaos (JONES et al., 2010). De acordo com Sanarana et al. (2021),
para estabelecer painéis de marcadores baseados em SNP, & essencial que os
marcadores escolhidos sejam informativos em varias populagdes bovinas, partindo do
principio de que o método de selegdo ocorre de maneira ndo aleatoria, em que
selecionam-se alelos que estdo segregando em altas frequéncias nas ragas taurinas

e zebuinas.

2.4 IMPUTACAO DE GENOTIPOS

A imputacéo de gendtipos se destaca por permitir predizer gendtipos
de marcadores faltantes em uma amostra com base em haplotipos presentes na
populac¢do ou em individuos aparentados (LI et al., 2009). Com o uso desta técnica, &
possivel genotipar animais com painéis de baixa densidade e predizer os gendétipos
do painel de alta densidade (MILLER, 2010; KHATKAR et al., 2012), desde que haja
sobreposigao suficiente entre os painéis (SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL,
2014).

De acordo com Liu et al. (2019), a imputagdo pode ser realizada com
base na informacédo da populacdo ou na informacéo do pedigree, sendo a primeira
realizada utilizando o desequilibrio de ligagado entre os marcadores SNP observados
na populacdo utilizada como referéncia, enquanto a segunda utiliza as regras de
ligagcdo e segregacdo mendeliana para predizer os genotipos, sendo mais acurada
para individuos que possuem parentes genotipados. Na Figura 2 observa-se o
exemplo de imputagao utilizando uma populagéo referéncia, em que foi genotipada
com painel de maior densidade quando comparada a amostra genotipada com painel
de baixa densidade, sendo possivel realizar a predicao dos marcadores ausentes.
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Figura 2 — Exemplificagdo da imputagdo de gendtipos em uma amostra de individuos

nao aparentados
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Fonte: Adaptado de Li et al. (2009).

Segundo Chud et al. (2015), os painéis de marcadores moleculares
do tipo SNP de diferentes densidades s&o amplamente utilizados em estudos
gendmicos, sendo comum para a reducao de custos a utilizagdo dos painéis de baixa
densidade na genotipagem dos animais, podendo-se posteriormente realizar a
imputacao para predizer os genotipos ausentes.

Uma das estratégias de utilizacdo de painéis de baixa densidade é a
genotipagem de fémeas ou animais jovens com chips contendo numero reduzido de
marcadores e, posteriormente, a imputacao para painéis de maior densidade e mais
informativos, como os de 50K marcadores. A imputagdo possui a grande vantagem
na redugao dos custos da genotipagem por individuo, além do aumento da acuracia
de selegédo (MILLER, 2010; HAYES et al., 2011).

Em bovinos de corte, a imputagdo é aplicavel na realizagdo da
genotipagem de todos os touros com o painel de alta densidade e, em seguida, as
progénies tém seus gendtipos de HD imputados a partir de um painel de menor

densidade e mais econdmico (MILLER, 2010). Hayes et al. (2011) descreveram que,
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entre os métodos disponiveis de imputacio, existem aqueles que se baseiam no uso
do parentesco conhecido entre os individuos e aqueles que dependem do
desequilibrio de ligag&do entre os SNPs em uma populagdo sem relagdes conhecidas.

Estudos envolvendo imputagdo com populagdes reais e/ou simuladas
demonstraram que é possivel obter resultados satisfatorios com predigbes gendmicas
confidveis (SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2010; MULDER et al., 2012;
PICCOLI et al, 2014; SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2014;
MOGHADDAR et al., 2015; BOLORMAA et al., 2019; LIU et al., 2019).

Para algumas populagdes de animais, os SNPs ausentes n&o podem
ser inferidos com alta precisdo, pois isso depende da estrutura da populacéo de
referéncia (isto é, do grupo de animais genotipados com SNPs de alta densidade) e
da densidade de marcadores das populag¢des de referéncia e imputadas (VENTURA
et al., 2016).

O grau de confiabilidade da imputacdo € verificado através da
acuracia. A acuracia de imputacido pode ser medida de acordo com a quantidade de
genotipos imputados corretamente, e este resultado dependera do grau de parentesco
entre a populagao de imputagao e a populacao de referéncia, além da quantidade de
marcadores e de individuos na populagdo de referéncia (KHATKAR et al., 2012;
MARCIANO et al., 2018).

2.5 AVALIACAO GENETICA GENOMICA

A genbmica é a area da ciéncia cujo objetivo é estudar o genoma,
ocupando-se de aprofundamentos relacionados a interagao entre os genes e o meio
ambiente, o sequenciamento, a estrutura, mapeamentos, marcadores moleculares,
entre outras avaliacbes derivadas do material genético de um organismo.
Compreende-se por genoma o conjunto completo de material genético de um
organismo, ou seja, a sequéncia completa das moléculas do DNA (acido
desoxirribonucleico), que contém toda a informagdo genética do ser vivo e esta
presente dentro das células. O DNA apresenta a forma de dupla hélice, composto por
trés partes, uma pentose, um grupo fosfato e uma das seguintes bases nitrogenadas:

adenina (A), citosina (C), timina (T) e guanina (G). As sequéncias de centenas ou
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milhares de pares de bases nitrogenadas (A-T ou C-G) formam os genes, os quais
s&o unidades de informagdo hereditaria que formam os cromossomos (Figura 3).
Estes determinam a expressao das caracteristicas proprias da espécie e do individuo,
especificando as sequéncias de aminoacidos que servem de base para a sintese de

proteinas.

Figura 3 — Estrutura do DNA

Cromossomo
& E B 4 & - 3 NG ~ N
DNA em espiral ; M! fﬂ \
‘ 7z | Nucleo celular

| B Vs

e
£ 4
= . T
(7 . | R -rmw / \—/
D52 \ » /
\ \ oo/
\. e Lo
R i

Dupla hélice de DNA (

OH \ :
Cadeia de acucar-fosfato k Paiosds bases

Fonte: Adaptado de Santos (2023).

Segundo o estudo de Elsik et al. (2009), o genoma bovino apresenta
o tamanho estimado de aproximadamente 2,87 bilhdes de unidades de informag&o ou
pares de nucleotideos no DNA e pelo menos 22 mil genes codificadores de proteinas.
Em razdo dos avangos nas técnicas de biologia molecular e das pesquisas
relacionadas com o sequenciamento do genoma bovino, o surgimento de novas
ferramentas permitiu adaptacbes nas metodologias para predicdo dos valores
genéticos dos animais. Isso possibilitou a identificagdo precoce de individuos de alto
valor genético, principalmente para caracteristicas de interesse econdmico expressas
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tardiamente e/ou de dificil mensuragdo, como as caracteristicas de carcaga e

eficiéncia alimentar, ou relacionadas a qualidade de carne, por exemplo.

A selecdo genbmica proposta por Meuwissen, Hayes e Goddard
(2001) caracteriza-se por uma selec¢ao simultdnea de muitos marcadores moleculares
distribuidos ao longo do genoma de maneira densa. Assim, utiliza-se os efeitos dos
marcadores estimados em uma populagdo de referéncia, que possui genotipos e
fendtipos, para predizer os valores genéticos de candidatos a selegdo apenas com
base nos seus gendtipos.

As relagbes genbmicas podem estimar melhor a propor¢cao de
segmentos de cromossomos compartilhados por individuos, pois a genotipagem de
alta densidade identifica genes idénticos que podem ser compartilhados por
ancestrais comuns ndo registrados no heredograma (FORNI; AGUILAR; MISZTAL,
2011). Nesse sentido, algumas das vantagens do uso de marcadores moleculares e
das ferramentas genémicas incluem as avaliagées baseadas em gendtipos, utilizando
marcadores do tipo SNP, podendo ser computadas assim que o DNA esteja disponivel
para analise, o que permite a selegdo em ambos os sexos logo no inicio da vida
(VANRADEN, 2008), além do auxilio na corregcdo das informagdes de parentesco e
aumento da acuracia das predigdes das avaliagdes para caracteristicas de interesse

econdbmico.

As etapas envolvidas na obtencéo de predi¢des gendmicas por meio
de matrizes de marcadores e informacodes de fendtipos foram descritas por VanRaden
(2008), Legarra, Aguilar e Misztal (2009) e Misztal, Aggrey e Muir (2013), os quais
incluem primeiramente a avaligéo tradicional do BLUP baseado em pedigree, seguido
da extracdo de pseudo-fendtipos (fendtipos ajustados para efeitos fixos, valor genético
estimado, valor genético estimado desregredido, por exemplo). Posteriormente,
estima-se os efeitos dos SNPs em uma populagao de referéncia e, por ultimo, realiza-

se as predigdes dos valores genéticos gendémicos (GEBV).

O modelo basico para se estimar simultaneamente os efeitos dos
marcadores SNPs e os valores genéticos gendmicos foi descrito por Meuwissen,
Hayes e Goddard (2001) como:
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Y, = H1, + X9, * €
em que
y; € um vetor de fendtipos do animal;
M € a média geral,
1, € um vetor de n uns;

2; € 0 somatdrio de efeitos de g;;
X; € a matriz que relaciona g, ao fenotipo observado do animal;

g, € um vetor de efeitos genéticos aditivos ou de valores genéticos diretos derivados

dos genotipos;

e; € um vetor de residuos.

Existem diferentes metodologias estatisticas para estimar os efeitos
dos marcadores na selegdo genémica, que podem ser aplicadas de acordo com a
necessidade do estudo a ser realizado e a arquitetura do banco de dados. Resende
et al. (2012) classificaram os principais métodos para estimar os efeitos dos
marcadores na selecdo genOmica ampla em trés classes: |) regressao explicita -
meétodos: Random Regression BLUP (RR-BLUP), Least Absolute Shrinkage and
Selection Operator (LASSO), BayesA, BayesB, entre outros; Il) regressao implicita —
meétodos: Regressdo Kernel, redes neurais, entre outros e lll) regress&do com redug¢ao
dimensional — métodos: componentes principais, quadrados minimos parciais, entre

outros.

A realizagdo de multiplas etapas para a avaliagdo gendmica (multi-
step) € complexa e propensa a erros, pois implica em varias aproximagdes, muitos
parametros e suposigdes, podendo reduzir a acuracia e inflar o valor genético
gendmico estimado (AGUILAR et al., 2010; MISZTAL; AGGREY; MUIR, 2013). Uma
metodologia mais simples e de unica etapa, o GBLUP de etapa unica, ou também
denominado de ssGBLUP, integra a matriz de relagbes derivadas genomicamente (G)
com a matriz de relagdes de linhagem baseadas na populagdo (A) em uma matriz de
relagdo combinada (H) e permite a selegdo genémica em uma unica etapa (MISZTAL,;
AGGREY; MUIR, 2013).
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A matriz de relacionamento gendmico permite ser calculada por
diferentes métodos (VANRADEN, 2008) e quando combinada a matriz A, resulta na
matriz H desenvolvida por Legarra, Aguilar e Misztal (2009), articulando informagdes

de pedigree e relagbes genémicas simultaneamente, da seguinte forma:

_ ALAS 0] | [A'1 A o]
H—A+[12 22 G-=Al[l 1122721
2t 0|16 - Al | Afer €
em que
A é a matriz de parentesco baseada em pedigree;

| € uma matriz identidade, os subscritos 1 correspondem os animais n&o genotipados

e 0 subscrito 2 correspondem aos animais genotipados;

G é a matriz de relacionamento gendmico.

No modelo animal, o inverso da matriz A (A'1) é substituida pela matriz

inversa da H (H'1):

H_1=A_1+[o 0 ]

0 G'-Ay

em que
G é o inverso da matriz de relacionamento gendmico;
A" & o inverso da matriz de parentesco baseadas em pedigree;

A'212 € o inverso da matriz de parentesco baseada em pedigree para os animais

genotipados.
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2.6 AVALIAGAO GENETICA DE EMBRIOES BIOPSIADOS

Entre as biotecnologias disponiveis e aplicaveis no melhoramento
genético de bovinos, a produgdo de embrides in vitro vem ganhando destaque no
cenario nacional. Segundo Gongalves e Viana et al. (2019), o ano de 2019 marcou os
20 anos dos primeiros registros de transferéncias de embrides bovinos produzidos in
vitro por empresas comerciais no Brasil. Os autores também ressaltaram que o
emprego em larga escala das tecnologias de embrides impactou positivamente os
programas de melhoramento e, consequentemente, a evolugdo genética dos

rebanhos de corte e leite.

Em 2017, a produgéo de embrides in vitro em bovinos no Brasil foi de
96.184 para zebuinos de corte e 68.869 para taurinos de corte (GONCALVES e
VIANA, 2019). Diante da utilizagdo crescente dessa técnica, acredita-se que os
investimentos em fertilizag&o in vitro poderiam ser otimizados se o mérito genético dos

embrides pudesse ser previsto com maior confiabilidade.

Coutinho et al. (2010) explicaram que a possibilidade de se determinar
o potencial genético de um animal nos estagios embrionarios ou quando jovens, sem
a necessidade de avaliagdo da producéo ou da progénie, levaria a uma selegdo mais
rapida e eficiente de animais superiores. Nessa perspectiva, Mullaart e Wells (2018)
enfatizaram que a selegao, utilizando informagdées gendmicas, pode ser realizada
ainda no embrido, na fase pré-implantacdo, sendo possivel escolher apenas os
melhores individuos do sexo e com gendtipo desejavel, eliminando aqueles
portadores de problemas genéticos.

A genotipagem no momento da formacdo do blastocisto para
embrides produzidos in vitro permite o calculo dos valores genémicos para embrides
individualmente e, portanto, a selegdo daqueles com os maiores valores genéticos
(LAURI et al., 2013). Além disso, a producéo in vitro permite a produgédo de grandes
quantidades de embrides, aumentando a intensidade da selegdo rapidamente e
levando a um rapido melhoramento genético (SOUSA et al., 2017).

De acordo com Saadi et al. (2014), a biopsia do embrido é
rotineiramente realizada para varias aplicagdes, como sexagem, deteccéo de defeitos
de um unico gene e cor da pelagem. A biopsia de um embrido contém em torno de 10
a 15 células, sendo a quantidade de DNA obtida de aproximadamente 60 a 90 pg
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(picogramas), o que € insuficiente para a genotipagem de SNP, fazendo-se necessaria
a tecnologia de amplificagdo completa do genoma para aumentar o teor de DNA inicial
antes da genotipagem de SNP (SAADI et al., 2014; FUJII et al., 2019).

Existem diversas técnicas de amplificagdo do genoma completo.
Entre elas pode-se citar a baseada em PCR (ciclo térmico) (MOGHADDASZADEH-
AHRABI et al., 2012) e ndo baseada em PCR (amplificagéo isotérmica) (HUGHES et
al., 2005). De acordo com Coutinho et al. (2010), a técnica de PCR consiste em uma
amplificagdo ou multiplicagdo exponencial de regides especificas no DNA, a partir de

uma quantidade minima de material genético.

Segundo Coutinho et al. (2010), a PCR vem sendo empregada no
sequenciamento de DNA, teste de paternidade, selegdo genética, detecgdo de
defeitos genéticos, diagnostico do céancer, estudos forenses e identificagdo de

organismos patogénicos em processos infecciosos ou contaminagdes, por exemplo.

Entretanto, para a execugao da analise genética a partir de amostras
extremamente pequenas de DNA, como odcitos em desenvolvimento e regides
selecionadas obtidas por microdissecc¢ao a laser, torna-se necessario a realizagao da
amplificacdo total do genoma (SABINA e LEAMON, 2015). O processo de
amplificacdo geralmente leva a redugéo da cobertura do genoma, o que, por sua vez,
resulta em alguns erros de genotipagem, como a perda de um alelo nos locos
heterozigotos (LAURI et al, 2013). Com a ocorréncia de erros, a predigdo genémica e
a viabilidade de se realizar a selegdo gendmica podem ser comprometidas.

Visando amenizar parte dos erros de genotipagem, Saadi et al. (2014)
sugeriram como alternativa genotipar os genitores dos embrides e usar essas
informagdes para corrigir inconsisténcias, seguidas de imputagdo para prever
genotipos ausentes. Assim, torna-se possivel realizar a predi¢gao do valor genético dos
embrides e dar continuidade as etapas necessarias para a selegcdo dos animais.
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4 HIPOTESE

i) O numero de marcadores presentes no painel ISAG ¢ insuficiente para o
reconhecimento da paternidade dos animais da raca Nelore.
ii) E possivel realizar a avaliagdo genética gendmica de embrides de bovinos

Nelore a partir da genotipagem de embrides biopsiados.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o melhoramento genético da raga Nelore através da
verificacédo eficiente da paternidade dos animais por meio de painéis customizados
com diferentes densidades, e pela realizagdo da avaliagdo genética de embrides

biopsiados.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a aplicabilidade do painel ISAG e de outros painéis
customizados com diferentes niumeros de marcadores na verificagado da paternidade

de animais da raga Nelore.

Avaliar a viabilidade de se realizar a predicdo do valor genético
gendmico a partir das informagdes obtidas na genotipagem de embrides biopsiados
de animais da raga Nelore.
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6 ARTIGO A:

USO DE PAINEIS DE SNPs DE DIFERENTES DENSIDADES PARA A
REALIZAGAO DE TESTE DE PATERNIDADE EM BOVINOS DA RAGA NELORE

RESUMO

A escrituragdo zootécnica dos criatorios deve ser criteriosa, entretanto, erros no
registro genealdgico ou a auséncia desse tipo de informagdo podem ocorrer,
influenciando diretamente na qualidade da avaliagdo genética dos animais. Nesse
sentido, o uso de ferramentas gendmicas, como os marcadores moleculares, auxiliam
na identificacdo correta do parentesco do individuo. O painel de marcadores ISAG foi
desenvolvido pela International Society of Animal Genetics com a finalidade de
identificacdo da paternidade dos animais, todavia, a raga Nelore ndo foi incluida na
confecgao deste painel. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a aplicabilidade do
painel ISAG e compara-lo com painéis customizados para verificagao da paternidade
em bovinos da raga Nelore. Foram genotipados 2027 animais com painel de alta
densidade (Painel HD), sendo 1883 progénies e 144 touros. O controle de qualidade
foi realizado com a remog¢ao dos SNPs com call rate menor que 98%, com a mesma
posicédo, posicdo desconhecida e presentes nos cromossomos sexuais. Apos o
controle de qualidade, o numero de marcadores que permaneceu no Painel HD foi de
612154. A paternidade das progénies foi avaliada com o software FImpute, com os
seguintes painéis: Painel HD, Painel LD (10K SNPs), Painel ISAG (166 SNPs), Painel
100 (98 SNPs + Painel ISAG), Painel 200 (206 SNPs + Painel ISAG) e Painel 300 (311
SNPs + Painel ISAG). Os SNPs do Painel LD foram escolhidos aleatoriamente,
enquanto os demais painéis contemplaram os marcadores escolhidos por meio da
divisdo do genoma em janelas, definidas de acordo com o numero de marcadores a
serem escolhidos, e dentro de cada janela escolheu-se o marcador com maior MAF.
Entre os painéis customizados, o painel ISAG reconheceu somente 26 animais com a
paternidade incorreta, atribuindo corretamente a paternidade de apenas 32 animais,
enquanto o Painel 100 reconheceu que 1758 animais possuiam conflito de parentesco
e atribui, corretamente, aproximadamente 94% das paternidades. O Painel 200 foi
eficiente para validagcdo do parentesco de todas as progénies. Com isso, conclui-se
que o painel ISAG nao ¢ suficiente para avaliar a paternidade de animais da raca
Nelore criados nacionalmente, sendo necessario acrescentar 206 SNPs a este painel
para se obter a identificagao correta entre touro e progénie.

Palavras-chave: Gado de corte; Gendmica; Marcador molecular; Parentesco;
Zebuinos.
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USE OF SNP PANELS OF DIFFERENT DENSITIES FOR PATERNITY TESTING IN
NELORE CATTLE

ABSTRACT

Livestock breeding records must be rigorous, however, errors in the genealogical
registry or the absence of this type of information may occur, directly influencing the
quality of the genetic evaluation of animals. In this sense, the use of genomic tools,
such as molecular markers, assists in the correct identification of the individual's
parentage. The ISAG marker panel was developed by the International Society of
Animal Genetics for the purpose of identifying animal paternity, however, the Nelore
breed was not included in the construction of this panel. Thus, the aim of the study was
to evaluate the applicability of the ISAG panel and compare it with custom panels for
verifying paternity in Nelore cattle. A total of 2,027 animals were genotyped with a high-
density panel (HD panel), including 1,883 progenies and 144 bulls. Quality control was
performed by removing SNPs with a call rate lower than 98%, with the same position,
unknown position, and those present on the sex chromosomes. After quality control,
the number of markers remaining on the HD Panel was 612,154. The paternity of the
progenies was evaluated on the FImpute software, using the following panels: HD
Panel, LD Panel (10K SNPs), ISAG Panel (166 SNPs), Panel 100 (98 SNPs + ISAG
Panel), Panel 200 (206 SNPs + ISAG Panel) and Panel 300 (311 SNPs + ISAG Panel).
The LD Panel SNPs were randomly chosen, while the other panels included markers
chosen by dividing the genome into windows, defined according to the number of
markers to be chosen. Within each window, the marker with the highest MAF was
chosen. Among the custom panels, the ISAG Panel recognized only 26 animals with
incorrect paternity, correctly attributing the paternity of only 32 animals, while Panel
100 recognized that 1,758 animals had parentage conflicts and correctly identified
approximately 94% of the paternities. Panel 200 was efficient for validating the
parentage of all progenies. Therefore, it can be concluded that the ISAG panel is not
sufficient to evaluate the paternity of Nelore animals raised nationally, and it is
necessary to add 206 SNPs to this panel to obtain the correct identification between
bull and progeny.

Keywords: Beef cattle; Genomics; Molecular marker; Parentage; Zebu cattle.
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INTRODUGCAO

O conhecimento e uso das informacdes de desempenho e genealogia
dos animais possibilita avaliar de forma eficiente quais individuos estdo aptos para
reprodugcdo e que apresentam maior grau de parentesco, melhor desempenho,
longevidade, entre outras caracteristicas economicamente importantes para a
eficiéncia do sistema de producgado. A identificagcdo correta do parentesco entre os
individuos do rebanho torna a avaliagdo genética mais acurada. Erros no registro
genealdgico podem acarretar estimativas de valores genéticos viesadas e declinar a
qualidade da avaliagao genética (HARDER et al., 2005; NWOGWUGWU et al., 2020).

Uma das vantagens do uso de marcadores moleculares é o auxilio na
correcao das informacgdes de parentesco, além de melhorar a acuracia das predicoes
das avaliagdes para caracteristicas de interesse econémico. O uso de marcadores
moleculares para determinagéo da paternidade ja foi explorado na produgéo animal,
em bovinos leiteiros (VISSCHER et al., 2002; HAYES et al., 2009), ovinos (HEATON
et al., 2014) e caprinos (TALENTI et al., 2016), por exemplo.

De acordo com Sanarana et al. (2021), para estabelecer painéis de
marcadores baseados em SNP, é essencial que os marcadores escolhidos sejam
informativos em varias populagdes bovinas. Isso é fundamental, uma vez que o
principio do método se baseia na selegdo ndo aleatdria, em que sao selecionados

alelos que estdo segregando em altas frequéncias nas ragas taurinas e zebuinas.

O’Brien et al. (2014) descreveram que animais da subespécie Bos
taurus indicus apresentam, no geral, niveis mais baixos de desequilibrio de ligagao
entre marcadores comparados aos animais da subespécie Bos taurus taurus,
principalmente em distancias curtas entre os marcadores. Nesse sentido, acredita-se
qgue o numero restrito de ragas utilizadas na elaboragao do painel desenvolvido pela
International Society for Animal Genetics (ISAG) para verificagdo de parentesco em
bovinos pode, consequentemente, comprometer a aplicabilidade do painel em racas
sub-representadas (SANARANA et al., 2021).

A raca Nelore nao foi incluida entre aquelas avaliadas para a
composi¢cao do painel ISAG para o teste de parentesco. Diante da importancia

nacional da raga, o objetivo desse estudo foi avaliar se o numero de marcadores
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presentes no painel ISAG é suficiente para identificar a paternidade, além de comparar
diferentes painéis customizados a fim de validar um painel para verificacdo da
paternidade em bovinos da raga Nelore.

MATERIAL E METODOS

ARQUIVO DE DADOS

O banco de dados utilizado neste o estudo é oriundo de animais da
raca Nelore, provenientes de um programa de melhoramento genético e pertencentes
ao Grupo de Genética e Melhoramento Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Campus Jaboticabal/lUNESP. Foram genotipados 2027 animais, sendo
1883 progénies e 144 touros. Todas as progénies possuiam informacéo de pedigree.

Os animais foram genotipados com BovineHD BeadChip da lllumina,
composto por mais de 777 mil marcadores, os quais abrangem uniformemente todo o
genoma bovino (lllumina, 2015).

A manipulacdo dos arquivos e o controle de qualidade foram
realizados utilizando o soffware R (R Development Core Team, 2020). O controle de
qualidade do arquivo de gendtipos foi realizado com base no genoma de referéncia
bovina ARS-UCD1.2. Foram eliminados SNPs com call rate menor que 98%, SNPs
com a mesma posicdo ou posicdo desconhecida, e apenas SNPs presentes nos
cromossomos autossdmicos foram considerados para analise. Apds o controle de
qualidade, o numero de marcadores que permaneceram no painel da lllumina de alta
densidade foi de 612.154 (Painel HD).

PAINEIS PARA TESTE DE PATERNIDADE

Para a primeira analise de verificacdo da paternidade, foi utilizado um
painel contendo 10000 SNPs (Painel LD), escolhidos aleatoriamente a partir do Painel

HD apéds o controle de qualidade.

O painel ISAG additional, recomendado para verificacdo de
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parentesco em ragas zebuinas (ISAG, 2013), contém originalmente 200 SNPs,
entretanto, o Painel ISAG utilizado nesse estudo foi composto por 166 SNPs, devido
a 34 SNPs nao estarem em comum com o arquivo de dados.

Foram testados cinco painéis, contendo variados numeros de SNPs,
sendo eles:
1) Painel LD: 10000 SNPs
2) Painel ISAG: 166 SNPs
3) Painel 100: 98 SNPs escolhidos + 166 SNPs pertencentes ao Painel ISAG
4) Painel 200: 206 SNPs escolhidos + 166 SNPs pertencentes ao Painel ISAG
5) Painel 300: 311 SNPs escolhidos + 166 SNPs pertencentes ao Painel ISAG

O critério de selecao adotado para a escolha dos SNPs dos painéis
customizados esta ilustrado na Figura 1, utilizando o Painel 100 como exemplo.
Primeiramente, todo o genoma foi dividido em janelas de acordo com o numero de
marcadores que se pretendia acatar. Dentro de cada janela, adotou-se o SNP com a
maior frequéncia de alelo menor (MAF). No Painel 200 e no Painel 300, houve um
marcador em comum com o Painel ISAG, assim, ele foi mantido e escolhido o
marcador de maior MAF subsequente. A cobertura total do genoma foi de 2485,34
Mb, sendo que a cobertura por cromossomo e a quantidade de marcadores de cada
painel customizado estao apresentados na Tabela 1.

Figura 1 — Exemplificacdo da escolha dos marcadores para compor o Painel 100
Exemplo — Painel 100:
Genoma: 2485,34 Mb / 100 marcadores = janelas de 25 Mb | Cromossomo 1: 158,27 Mb / 25 = 6 SNPs

GENOMA: 2485,34 Mb

GENOMA: 29 Cromossomos

1|2|3|4|5|6|1|8|9|10|ll|12|13|14|15|16|11|18|19|20|21|22|23|z4|25|26|21|28|29

!

Cromossomo 1: 158,27 Mb

!

Cromossomo 1: 6 janelas, cada janela com 25 Mb aproximadamente

1° SNP 2° SNP 3° SNP 4° SNP 5° SNP 6° SNP

Janela 1 Janela 2 Janela 3 Janela 4 Janela 5 Janela 6

Fonte: o proprio autor
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Tabela 1 - Descrigao dos painéis customizados antes da inclusdo dos SNPs do painel

ISAG.
Distancia® Numero de SNPs
CHRT Cobertura®™ Minima  Maxima  Painel 100 Painel 200 Painel 300
1 158,27 0,000004  0,214819 6 13 20
2 136,04 0,000005 0,088342 5 11 17
3 120,87 0,000016  0,581281 5 10 15
4 119,65 0,000011 0,169735 5 10 15
5 120,04 0,000001 0,473213 5 10 15
6 117,67 0,000031 0,120474 5 10 15
7 110,63 0,000001 0,357426 4 9 14
8 113,18 0,000011 0,251081 5 9 14
9 104,63 0,000024  0,115895 4 9 13
10 103,24 0,000001 1,014275 4 9 13
11 106,85 0,000006  0,141925 4 9 13
12 87,12 0,000029 0,470376 3 7 11
13 83,24 0,000022  0,204227 3 7 10
14 82,38 0,000003  0,370331 3 7 10
15 84,92 0,000001 0,242235 3 7 11
16 80,75 0,000011 0,151157 3 7 10
17 73,11 0,000013  0,131222 3 6 9
18 65,66 0,000035 0,192719 3 5 8
19 63,38 0,000044  0,126844 3 5 8
20 71,94 0,000021 0,082633 3 6 9
21 69,83 0,000001 0,127708 3 6 9
22 60,61 0,000019  0,073035 2 5 8
23 52,44 0,000025 0,483396 2 4 7
24 62,20 0,000034 0,110318 2 5 8
25 42,24 0,000005 0,061553 2 4 5
26 51,97 0,000006  0,096553 2 4 6
27 45,60 0,000001 0,213464 2 4 6
28 45,81 0,000012  0,353865 2 4 6
29 51,05 0,000048  0,244911 2 4 6
Total 2485,34 - - 98 206 311
Tamanho da janela (Mb) - - 24,85 12,43 8,28

'Cromossomo; 2Distancia entre o primeiro e o ultimo SNP de cada cromossomo, em

Megabases; *Distancia minima e maxima entre os SNPs adjacentes, em Megabases; Mb =

Megabases.

Fonte: o proprio autor.
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Na Tabela 2 estdo descritos os painéis utilizados no presente estudo,
além das meédias, valores minimos e maximos da MAF e equilibrio de Hardy-
Weinberg, calculados a partir do pacote snpStats (Clayton, 2021) do R.

Tabela 2 - Descricao dos painéis utilizados para o teste de paternidade.
MAF®) HWE®

Painel - N SNPI RO e Minimo Maximo Médio  Minimo Maximo
HD 612154 10,1690 0,0000 0,5000 0,3820 -450330 58020
LD 10000 1 01668 0,0000 0,5000 0,3610 -8,9176 5,1815
ISAG 166 1 02130 0,0020 0,4998 04087 -2,3826 3,1875
100 264 1 03195 0,0020 0,5000 04482 -2.3826 3,1875
Subset® 98 1 04999 04988 0,5000 05153 -2,0429 2,3982
200 372 1 03717 0,020 0,5000 05365 -2,3826 3,8194
Subset® 206 1 04997 04975 0,5000 06395 -2,0429 3,8194
300 477 1 03998 00020 0,5000 05189 -2,3826 4,3968
1

Subset® 311 0,4995 0,4970 0,5000 0,5777 -2,0429 4,3968
"Numero de SNPs contidos no painel; 2CR: Call Rate; *MAF: Minor Allele Frequency; “HWE:

Hardy-Weinberg Equilibrium, escore z; Ssubset: marcadores escolhidos a partir do painel HD.

Fonte: o proprio autor.

ANALISES

O software utilizado para verificar a paternidade dos animais por meio
dos diferentes painéis foi o Fimpute v2.2 (SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL,
2014). Para o correto funcionamento do programa e realizagdo do teste de
parentesco, foi necessario estabelecer a populagao referéncia, composta de todos os
animais, e a populacdo de imputagdo, composta por 100 animais escolhidos
aleatoriamente no arquivo de dados, que foram acrescidos de um “X” na identificagao
a fim de garantir a diferenciacéo. Essa divisdo teve a finalidade de simular uma analise
de imputacgao, etapa necessaria para a apresentacao do teste de parentesco fornecido

pelo software, sendo realizado para todos os animais.

A primeira analise realizada foi a verificagdo da capacidade do
programa em reconhecer se o0 pedigree estava correto. Dessa forma, atribuiu-se a

populagcdo de imputacdo os gendtipos presentes no Painel LD, para compor a
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populagdo e informagdes para imputacdo. Para todas as analises realizadas, os
arquivos necessarios e seus respectivos conteudos utilizados pelo software foram:

1) Arquivo de mapa de marcadores: contendo as colunas de nome do marcador,
cromossomo em que esta localizado o marcador, posicdo do marcador (em pares de
base), chip 1 (ordem em que o marcador esta no Painel HD) e chip 2 (ordem em que
o marcador esta no painel a ser testado).

2) Arquivo de pedigree: contendo as colunas com as identificagbes de animal, pai,
mae e sexo, respectivamente.

3) Arquivo de gendtipos: contendo a primeira coluna com a identificagdo dos animais
e as demais colunas referentes ao gendtipo 0 (AA), 1 (AB), 2 (BB) e 5 (ausente).

4) Arquivo de parametros: contendo as informagdes necessarias para a analise,
conforme descrito no manual do software do Flmpute (SARGOLZAEI; CHESNAIS;
SCHENKEL, 2014).

No arquivo de parametros, foi considerado o limite de 0,05 para a taxa
de erro de incompatibilidades entre progénie e pai e o limite de 0,01 para a taxa de

erro nas correspondéncias entre progénie e pai.

Na segunda analise, o arquivo de pedigree foi modificado de modo
que todos os animais tivessem a paternidade alterada, gerando um novo arquivo de
pedigree totalmente incorreto. A partir desse novo arquivo de pedigree, foram
realizadas as cinco analises subsequentes, testando-se novamente o Painel LD e os
demais, Painel ISAG, Painel 100, Painel 200 e Painel 300, respectivamente. Na
Tabela 3 estdo descritos os numeros de analises, painéis testados, quantidade de

SNPs em cada painel e o arquivo de pedigree utilizado em cada testagem.

Tabela 3 - Descricdo dos arquivos utilizados em cada analise realizada para o teste
de paternidade.

Andlise Painel N SNP(")  Pedigree correto® Pedigree incorreto®®
1 LD 10000 X
2 LD 10000 X
3 ISAG 166 X
4 100 264 X
5 200 304 X
6 300 477 X

"Numero de SNPs que contém o painel; 2Arquivo de pedigree utilizado para anélise.

Fonte: o proprio autor.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira analise realizada para verificar a capacidade do software
em reconhecer a autenticidade do arquivo de pedigree, o FImpute ndo identificou erros
na paternidade das progénies a partir do arquivo de pedigree original, reconhecendo
de maneira assertiva todos os pais das 1883 progénies com a utilizagdo do Painel LD.
Ao alterar o arquivo de pedigree, atribuindo o pai incorreto para cada animal, o
software foi eficiente ao constatar que todos apresentavam erro na paternidade.

Na Tabela 4 estdo apresentadas as frequéncias das indicagdes de
paternidade e o numero de inconsisténcias Mendelianas observadas entre os grupos
com a paternidade correta e incorreta fornecidas pelo programa referente a todas as
analises realizadas. Com a utilizacdo do pedigree alterado, o software foi capaz de
indicar que todas as progénies possuiam a paternidade incorreta, gerando 1898
combinagdes de progénie-touro, predizendo corretamente os pais dos 1883 animais,
sendo 1715 animais de maneira unica, ou seja, apenas um unico touro indicado como
pai. Algumas inversbes ocorreram devido a auséncia da informacdo de data de
nascimento no arquivo de pedigree, impedindo o programa de organizar 0os animais
em ordem cronolodgica e resultando na indicag&o de varios pais para um unico animal.
Nesse caso, refere-se a um touro com varios filhos, e seus filhos s&o eleitos como o
seu possivel pai. Na segunda analise, 51 animais apresentaram duas ou mais
indicagdes de possiveis pais, além de outros 117 animais que nao tiveram indicagbes
de possiveis pais (no match). Entretanto, todos ja haviam tido o parentesco

corretamente identificado em combinagdes anteriores.

Avaliando ainda o Painel LD, observou-se que ocorreram 15
combinacdes de paternidade incorretas, sendo que, desse total, sete animais nao
apresentaram inconsisténcia Mendeliana (0) com o touro sugerido como possivel pai
e oito animais apresentaram uma ou mais inconsisténcias Mendelianas (minimo 1
maximo 94) com o pai sugerido. Posteriormente, confirmou-se que os touros
sugeridos para os animais desse grupo, com zero, uma ou mais inconsisténcias
Mendelianas, n&o eram os verdadeiros pais. Contudo, notou-se que, no grupo de
animais que tiveram a paternidade atribuida corretamente, aproximadamente 98%

nao apresentaram inconsisténcias Mendelianas entre os individuos. Segundo
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Strucken et al. (2016), nas relagdes verdadeiras entre pais e filhos, ndo deve haver
inconsisténcias Mendelianas e nenhum numero de homozigotos opostos deve ocorrer

entre os dois individuos, exceto para erros de genotipagem ou um evento de mutagao.

Tabela 4 - Resultados do teste de parentesco e numero de inconsisténcias
Mendelianas (IM) entre progénie-touro sugeridos nos grupos com a paternidade
correta e incorreta para os painéis testados.

Painéis
LD ISAG 100 200 300
Paternidade incorreta identificada pelo software() 1883 26 1758 1883 1883

Numero de registros gerados pelo software 1898 63 1810 1895 1892
Numero de animais com a paternidade
Correta 1883 32 1773 1883 1883
Incorreta 15 31 37 12 9
Numero de IM para a paternidade correta
0 1844 32 1769 1879 1879
1 35 - 4 4 4
2 4 - - - -
> 2 - - - - -
Numero de IM para a paternidade incorreta
0 7 2 6 9 9
1 2 29 6 - -
2 - - 25 1 -
>2 6 - - 2 -

"NUmero de animais.

Fonte: o proprio autor.

Utilizando um painel para teste de parentesco composto por 3894
SNPs e 28115 pares de progénie-pai ou progénie-mé&e em bovinos Red Sindhi,
Panetto et al. (2018) verificaram que o numero médio de conflitos Mendelianos entre
0s animais com os pais verdadeiros foi de 0,76 + 0,96 (minimo zero e maximo seis) e

de 247,6 £ 70,9 entre os animais e os pais incorretos (minimo 40 e maximo 556). De
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maneira semelhante ao encontrado no estudo, o numero de inconsisténcias
Mendelianas para o grupo com a paternidade correta foi muito inferior comparado ao

grupo dos animais com a paternidade incorreta em todas as analises.

Ao realizar a terceira analise com a utilizagdo do Painel ISAG,
constatou-se que este painel nao foi suficiente para a identificacéo da paternidade dos
animais através do software Flmpute. Foram identificadas somente 26
incompatibilidades entre pai e filho no arquivo de pedigree (Tabela 4). Ao investigar
as indicagbes de parentesco entre os animais, foram contabilizados 63 registros.
Observa-se que 32 animais tiveram a paternidade verdadeira reconhecida e todas
sem inconsisténcia Mendeliana. Verificou-se também que 31 animais apresentaram
paternidade incorreta, com aproximadamente 93% das indicagdes com apenas uma
inconsisténcia Mendeliana. Dessa maneira, alerta-se que o Painel ISAG nao foi
suficiente para a verificagdo da paternidade dos bovinos da raca Nelore avaliados.

O Painel ISAG utilizado nesse estudo conteve cerca de 83% dos
SNPs recomendados no painel ISAG original, composto pelos marcadores presentes
nos painéis ISAG core e ISAG additional (ISAG, 2013). Esse resultado foi inferior ao
relatado por Sanarana et al. (2021), que avaliaram o painel de parentesco ISAG em
duas racgas de bovinos sul-africanos e descreveram que dos 200 SNPs presentes no
painel, 185 estavam em comum com o conjunto de dados utilizado, ou seja, continha
mais de 90% dos marcadores em comum com 0s propostos pelo ISAG. Apesar desse
resultado, Sanarana et al. (2021) relataram que o painel ISAG nao foi suficiente para
realizar a identificagcdo dos touros e seus respectivos filhos nas racas Bonsmara e
Drakensberger. Além disso, o painel resultou na indicagdo de multiplos touros

candidatos para um animal determinado.

McClure et al. (2015, 2018) analisaram os dados genotipicos de
bovinos taurinos pertencentes a diversos grupos genéticos e com aptiddes diferentes,
relatando limitagdes para a validagao do parentesco com a utilizagao do painel ISAG.
De acordo com McClure et al. (2015, 2018), o painel ISAG core contém marcadores
problematicos, alguns com MAF muito baixa, sendo necessario um painel com no
minimo 500 SNPs, com alta MAF (MAF > 0,45) para prever apenas um pai em

populagdes grandes.

Os painéis desenvolvidos para outra raga podem n&o funcionar bem

em uma nova raga se o painel de marcadores tiver MAFs muito baixos na nova
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populacdo (STRUCKEN et al, 2016). Ademais, o numero restrito de ragas utilizadas
no estabelecimento do painel ISAG pode, consequentemente, influenciar a
aplicabilidade do painel em ragas sub-representadas (SANARANA et al., 2021).

O Painel 100 testado foi insatisfatério na detec¢cao da paternidade
para todos os animais, indicando que dos 1883 individuos, 1758 possuiram
incompatibilidades entre progénie-touro no arquivo de pedigree. O numero de pais e
filhos combinados foi superior ao da analise anterior, na qual foi utilizado somente o
Painel ISAG. Na analise 4 foram contabilizadas 1810 combinag¢des, em que 98% dos
produtos (1773 animais) tiveram a paternidade atribuida corretamente, enquanto 37

animais ndo foram associados aos touros correspondentes (Tabela 4).

A partir da analise 5, com o0 uso dos painéis 200 e 300, foi possivel
identificar que 100% das progénies apresentaram erro na paternidade. Assim, o
software propés corretamente a paternidade de 100% dos produtos (Tabela 4). Nesse
caso, quando foi incorporado ao Painel ISAG outros 206 SNPs ou mais, fez-se viavel
a obtencao de um resultado satisfatério para a paternidade dos animais da raca
Nelore.

Para validagao de parentesco, a questao crucial é a determinacao da
quantidade de marcadores para obter uma alta probabilidade de que os pais,
geralmente apenas o pai, sejam indicados corretamente (MCCLURE et al., 2015).

Existem diversos trabalhos voltados a producdo de bovinos que
resultaram em composi¢cdes de painéis com diferentes numeros de marcadores.
Fisher et al. (2009) propuseram um painel contendo 40 SNPs, com MAF média de
0,35, sendo suficiente para realizar testes de parentesco, quando combinado com
registros de acasalamento e datas de nascimento, em rebanhos leiteiros da Nova
Zelandia. Strucken et al. (2016) recomendaram a utilizagdo de painéis com pelo
menos 200 SNPs para um teste de parentesco se apenas um genétipo parental for
conhecido e permitindo erros de genotipagem de 1%. Entretanto, outros trabalhos
reportaram que 300 ou mais SNPs seriam necessarios para resolver questdes
relacionadas a paternidade com seguranga (MCCLURE et al., 2015, 2018).

Gebrehiwot et al. (2021) avaliaram as informag¢des genotipicas de
bovinos leiteiros, em grande maioria mesticos, provenientes das regides da Africa

Ocidental e Oriental, e verificaram que um painel composto por 300 SNPs foi
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consistente e preciso na averiguagao do parentesco dos animais. Além disso, ao
testarem outro com 200 SNPs e indicando ao software um arquivo com o grupo de
possiveis pais e outro grupo composto por progénies, apontaram que esse método foi
suficiente para avaliar o parentesco. Ainda segundo os autores, a escolha dos SNPs
foi realizada inicialmente com base no marcador de maior MAF e distancia minima de
um Mb.

Panetto et al. (2018) realizaram um estudo para propor um painel com
0 numero minimo de marcadores SNP para verificagao de parentesco em bovinos da
raca Red Sindhi no Brasil. Os autores propuseram um painel com no minimo 71
marcadores como sendo suficiente. O controle de qualidade para a escolha dos
marcadores foi baseado na eliminacdo dos SNPs com call rate abaixo de 0,98, ou
MAF abaixo de 0,30, ou desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (P-valor < 0,20) e
com base no desequilibrio de ligagdo (PANETTO et al., 2018).

Com o objetivo de desenvolver um painel eficiente para a verificagao
do parentesco em bovinos mestigos Simental e Holandés na China, Hu et al. (2021)
selecionaram os marcadores que apresentavam MAF maior que 0,3, distancia
genética entre marcadores no mesmo cromossomo acima de 5 cM e de acordo com
a heterozigosidade. Com isso, os autores tiveram como resultado um painel contendo
50 SNPs distribuidos em 27 cromossomos autossomos e, entre esses SNPs, poucos
pertenciam ao painel ISAG core. Os autores justificaram que a possivel raz&o pela
qual os SNPs para teste de paternidade variam significativamente entre diferentes
populagdes € que os marcadores intimamente ligados a heterozigosidade e o call rate
na populagdo podem interferir na escolha dos marcadores de DNA para analise de
parentesco.

De acordo com Strucker et al. (2016), a acuracia de um painel para
teste de paternidade esta mais relacionada ao numero de marcadores utilizados do
que as frequéncias alélicas individuais dos SNPs. Entretanto, os autores
recomendaram a elaboragcdo de painéis com MAF acima de 0,2. Caso nao seja
possivel, a sugestao dos autores € aumentar o numero de marcadores, especialmente

se animais cruzados forem usados.

A coleta correta das informacdes fenotipicas e de genealogia é
essencial para a manutengao de um programa de melhoramento genético. Combinar

os dados da fazenda e os genotipicos para a analise de paternidade € uma opgéo
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eficaz (FISHER et al., 2009), proporcionando maior confiabilidade nas avaliagdes
genéticas posteriores. Entretanto, erros no registro dos pais podem ter origem de
varias fontes: na fazenda, em centrais de inseminacéao artificial ou em laboratérios de
genotipagem (MCCLURE et al., 2018). Por isso, a demanda por coleta de informagdes
moleculares € cada vez maior, tanto para fins de selegcdo gendmica, estudos de

associagado gendmica, quanto para a corregao do pedigree e da matriz de parentesco.

Sanders, Bennewitz e Kalm (2006) relataram que o efeito da
atribuicdo incorreta da paternidade € mais prejudicial do que a auséncia da informagéo
do parentesco, impactando diretamente nas estimativas de ganho genético. Nessa
condi¢ao, uma caracteristica com menor herdabilidade tera maiores perdas de ganho
genético do que uma caracteristica com maior herdabilidade (HARDER et al., 2005).
Dependendo da herdabilidade da caracteristica, a perda no ganho genético pode ser
reduzida quando se corrige a genealogia, e isso € uma das vantagens de se melhorar
a qualidade das informagdes do pedigree por meio da aplicagdo de um programa
continuo de verificagdo e descoberta de parentesco (GARCIA-RUIZ; WIGGANS;
RUIZ-LOPEZ, 2019).

Portanto, a elaboragao de um painel para confirmacéo da paternidade
€ valida e corrobora com outras etapas importantes dentro do processo de selegao
dos animais, como a avaliagdo genética, por exemplo. Nesse sentido, compreende-
se que o numero de SNPs necessario para compor um painel para verificagao de
paternidade envolve uma série de fatores como o grupo genético dos animais,
frequéncia dos alelos, desequilibrio de ligagédo entre os SNPs, erros de genotipagem

e softwares.

CONCLUSAO

O Painel ISAG néo é suficiente para verificar a paternidade de bovinos
da raga Nelore criados no Brasil. Assim, & necessario acrescentar 206 SNPs ao painel
ISAG, escolhidos com base no marcador com maior MAF e separados por uma
distancia intracromossdmica de 12,43 Mb, a fim de se obter a relagao verdadeira entre

pais-filhos por meio do software FImpute.
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7 ARTIGO B:

PREDIGAO GENOMICA DE EMBRIOES BIOPSIADOS DE BOVINOS DA RAGA
NELORE

RESUMO

A selegdo gendmica tem a finalidade de utilizar marcadores como ferramentas
auxiliares na predigéo de valores genéticos mais acurados. Nesse sentido, buscando-
se a eficiéncia na produgao animal, se a predigao do valor genético ocorresse na fase
embrionaria, antes da implantacéo, a selecao dos individuos superiores no rebanho
ocorreria precocemente, proporcionando redug¢ao nos custos de produgcdo com o uso
de animais mais jovens e produtivos, além da diminui¢do do intervalo de geragdes.
Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a viabilidade da predicdo dos valores
genéticos de embrides biopsiados, com painéis de moderada densidade e imputados
para painéis com maiores densidades. Todos os animais envolvidos no estudo foram
da raca Nelore participantes de programa de melhoramento genético nacional, sendo
avaliadas as informagdes de 93 embrides provenientes da coleta dos 6vulos de 28
doadoras, que foram fertilizados in vitro utilizando sémen de dois touros. Todos os
embrides foram genotipados utilizando o chip 50K e posteriormente os gendtipos
foram imputados para o painel HD, sendo a qualidade da genotipagem dos embrides
mensurada por meio do call rate das amostras. Os embrides foram implantados nas
vacas receptoras e, apds o nascimento, a genotipagem de 10 bezerros foi realizada,
assim como a estimativa dos seus valores genéticos gendmicos. Posteriormente, o
indice genético genémico foi estimado para os embrides e respectivos bezerros e
verificou-se a correlagdo entre eles. A qualidade da genotipagem dos embrides foi
satisfatéria, sendo o call rate médio das amostras de 93%, a média de
heterozigosidade dos gendtipos imputados (22,5%) foi maior do que nos gendétipos
observados (11,7%), e a correlagao observada entre os indices de sele¢cdo de embrido
e bezerro foi de 99,3%. Nesse sentido, recomenda-se o uso da imputagao para elevar
a qualidade dos gendtipos dos embrides e, consequentemente, dos parametros
avaliados. Assim, existe a possibilidade de se escolher individuos superiores ainda na
fase embrionaria.

Palavras-chave: FIV; Gado de corte; Imputacéo; Selecdo; SNP.
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GENOMIC PREDICTION OF BIOPSIED EMBRYOS OF NELORE CATTLE

ABSTRACT

Genomic selection aims to use markers as auxiliary tools in predicting more accurate
genetic values. In this sense, aiming for efficiency in animal production, if the prediction
of genetic value occurred in the embryonic phase, before implantation, the selection of
superior individuals in the herd would occur early, providing a reduction in production
costs with the use of younger and more productive animals, as well as a decrease in
generation interval. Thus, the objective of this study was to evaluate the feasibility of
predicting genetic values of biopsied embryos, with panels of moderate density
imputed to panels with higher densities. All animals involved in the study were Nelore
breed participants in a national genetic improvement program, and information from
93 embryos collected from 28 donors was evaluated, which were fertilized in vitro using
semen from two bulls. All embryos were genotyped using the 50K chip, and
subsequently, genotypes were imputed to the HD panel. The genotyping quality of the
embryos was measured by the call rate of the samples. The embryos were implanted
in recipient cows, and after birth, genotyping of 10 calves was performed, as well as
the estimation of their genomic genetic values. Subsequently, the genomic genetic
index was estimated for the embryos and their respective calves, and the correlation
between them was verified. The genotyping quality of the embryos was satisfactory,
with a mean call rate of 93% for the samples, the mean heterozygosity of imputed
genotypes (22.5%) was higher than in observed genotypes (11.7%), and the observed
correlation between embryo and calf selection indexes was 99.3%. Therefore, the use
of imputation is recommended to improve the quality of embryo genotypes and,
consequently, the evaluated parameters. Thus, there is the possibility of choosing
superior individuals even in the embryonic phase.

Keywords: FIV; Beef cattle; Imputation; Selection; SNP.
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INTRODUGCAO

A adocgédo da selegdo genbmica em programas de melhoramento de
bovinos proporcionou aumento no progresso genético, principalmente em rebanhos
leiteiros, servindo como referéncia e para aplicagdo em outras espécies de interesse
econdmico (HAYES et al., 2009; VANRADEN, 2020). Na bovinocultura de corte, varios
estudos utilizaram analises genémicas para identificagdo de variantes genéticas de
diversas caracteristicas de interesse econdmico, como para a eficiéncia alimentar
(PRYCE et al., 2012; LU et al., 2013; SEABURY et al., 2017), além do ganho na
acuracia da predicdo dos valores genéticos gendmicos para caracteristicas de
carcacga em diferentes populagdes bovinas (WEBER et al., 2012; BOLORMAA et al.,
2013; FUJII et al., 2019).

Mullaart e Wells (2018) explicaram que a selecdo baseada em
informagdes gendmicas pode ser realizada ainda no embrido, na fase pré-
implantacéo, sendo possivel escolher apenas os melhores individuos do sexo e com
genotipo desejavel, eliminando aqueles portadores de problemas genéticos. A bidpsia
do embrido € rotineiramente realizada para varias aplicagbes, como sexagem,
deteccdo de defeitos de um unico gene, cor da pelagem e identificagdo de alelos
candidatos especificos (SAADI et al., 2014; MULLAART, WELLS, 2018). Porém, a
quantidade de DNA obtida a partir de uma bidpsia de 10 a 15 células é de
aproximadamente 60 a 90 picogramas (pg), 0 que é insuficiente para a genotipagem
de SNP, sendo necessaria a tecnologia de amplificagdo completa do genoma a fim de
aumentar o teor de DNA de inicial antes da genotipagem do SNP (FUJII et al., 2019).
Dessa forma, a amplificagao total do genoma permite a realizagao da analise genética
a partir de amostras de DNA extremamente pequenas (SAADI et al., 2014; SABINA,;
LEAMON, 2015; FUJII et al., 2021). Entretanto, o processo de bidpsia de um embrido
seguida da pré-amplificacdo do DNA para a genotipagem é um procedimento
tecnicamente desafiador e propenso a erros, como a perda de alelo nos locos
heterozigotos (LAURI et al., 2013; MULLAART, WELLS, 2018).

A frequente ocorréncia de erros na obtengdo do gendtipo pode
comprometer a predigdo gendémica e tornar inviavel a selegdo utilizando informagdes

a partir do DNA. Para amenizar parte dos erros de genotipagem, Saadi et al. (2014)
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sugeriram genotipar os genitores dos embrides e usar essas informagdes visando

corrigir inconsisténcias, seguidas pela imputagao para prever genotipos ausentes.

A selegédo genbmica baseada na informagao obtida em embrides pode
ser usada em programas de melhoramento a fim de acelerar a taxa de ganho genético
em comparagdo com a sele¢cdo gendmica realizada apos o nascimento dos animais,
devido a maior intensidade de selecdo entre embrides completos e meios-irmaos
(MULLAART, WELLS, 2018). Com isso, o objetivo desse estudo foi avaliar a
viabilidade de se obter a predicdo genémica de embrides biopsiados de bovinos da
raca Nelore.

MATERIAL E METODOS

Os animais envolvidos no estudo foram todos da raca Nelore,
pertencentes a um rebanho comercial localizado na regido oeste do estado da Bahia,
participante de programa de melhoramento genético nacional. Foram produzidos 93
embrides, provenientes da coleta dos 6vulos de 28 doadoras, que foram fertilizados

in vitro com sémen de dois touros.

A biopsia dos embrides e a extracdo do DNA foram realizadas
conforme protocolo desenvolvido pela In Vitro Brasil S/A (Mogi Mirim, S&o Paulo,
Brasil). O DNA extraido foi amplificado usando kits comerciais baseados em
amplificacdo de deslocamento multiplo (REPLI-g, Qiagen, Mississauga, ON, Canada).
Posteriormente, realizou-se a genotipagem dos embrides, doadoras e touros

utilizando-se o chip lllumina Bovine 50K v2 (lllumina, San Diego, CA, EUA).

O software Fimpute v2.2 (SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL,
2014) foi utilizado de maneira semelhante ao realizado por Saadi et al. (2014) para
verificar inconsisténcias Mendelianas, corrigir erros de genotipagem e imputar
genotipos ausentes. Como os pais dos embrides também foram genotipados, as
informacdes parentais foram inicialmente utilizadas pelo FImpute como principal fonte
de informacé&o para corregcéo das inconsisténcias. Em seguida, os genatipos fixos de
50 mil marcadores (50K) foram imputados aos genotipos de alta densidade (HD)

(lumina Bovine HD chip), utilizando informag¢des de familia e de populagao



72

pertencentes ao banco de dados do programa de melhoramento genético responsavel

pela avaliacdo dos animais.

O controle de qualidade do arquivo de gendtipos foi realizado pela
eliminagado de SNPs nao autossémicos e com a mesma posi¢ao N0 Cromossomo, com
base no genoma de referéncia bovina ARS-UCD1.2. Inicialmente o painel de 50K
continha 54.609 SNPs. Apds o controle de qualidade, as analises foram realizadas
usando 34.900 SNPs do chip 50K e 615.397 SNPs do chip HD.

A qualidade dos genodtipos dos embrides foi avaliada pela
comparacgao entre os genotipos aferidos e imputados, observando-se a proporgéo de
genotipos lidos (call rate), aléem da avaliagdo realizada ap6s o nascimento e

genotipagem dos bezerros resultantes, comparando os pares embrido-bezerro.

O género dos embrides foi verificado com base nos dados genémicos,
através da verificagdo da heterozigosidade do cromossomo X, utilizando-se o pacote
snpStats v1.38 (CLAYTON, 2020) do software R (R Core Team, 2020). Para a
classificagdo, considerou-se apenas amostras com call rate superior a 90%. As
amostras com heterozigose igual ou acima de 0,07 foram classificadas como fémeas,
amostras com heterozigose até 0,03 foram classificadas como machos, e aquelas com
heterozigose acima de 0,03 e abaixo de 0,07 foram classificadas como inconclusivas,
semelhante a metodologia descrita por Anderson et al. (2010).

A taxa de erro foi calculada em relagdo ao numero de gendtipos lidos
incorretamente em cada amostra de embrido, conforme explicado por Saadi et al.
(2014), sendo dividida em trés categorias: perda da de heterozigosidade (AB > AA),
ganho de heterozigosidade (AA - AB) e reversdo homozigética (AA - BB).

Os embrides biopsiados foram implantados em vacas receptoras,
também da raga Nelore, cujo grupo apresentou 31% de taxa de prenhez, a qual foi
semelhante a apresentada por um grupo controle (embrides ndo biopsiados) de 24%.
Apos o nascimento foram selecionados 10 bezerros que apresentaram call rate acima
de 90% quando embrides, para a genotipagem com chip lllumina Bovine 50K v2
(lumina, San Diego, CA, EUA).

Os embrides e os respectivos bezerros tiveram seus valores
gendmicos diretos (VGD) calculados com base em seus genotipos imputados e na
equagao de predigao do programa de melhoramento ao qual a fazenda esta inserida.
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O indice de selegcdo e a respectiva acuracia, adotados pelo do programa de
melhoramento, também foram calculados para os embrides e bezerros. A populagao
de referéncia para imputagao e predicao gendmica utilizada neste estudo possuia oito
mil animais. Os VGDs e suas acuracias foram calculados usando o software GEBV
(SARGOLZAEI et al. 2013). Assim, verificou-se a correlagdo existente entre os

genotipos obtidos via biopsia do embrido e pos-natal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade da genotipagem dos embrides foi mensurada por meio do
call rate das amostras, cuja meédia foi de 93%, variando de 75,1 a 97,9%, sendo que
74 embrides, cerca de 80% das amostras avaliadas, apresentaram call rate acima de
90% utilizando o chip com 50K marcadores. Os 19 embrides restantes que possuiram
baixo call rate (<90%) também apresentaram menores niveis de heterozigosidade,
com meédia de 7,4%, variando de 4,7 a 11,2% (Grafico 1). Isso indica que a baixa
qualidade na leitura dos gendtipos implica na perda da heterozigosidade,
provavelmente ocasionada pelos processos de manipulagdo do material genético até

a genotipagem.

Fujii et al. (2019), ao avaliarem a eficiéncia de um sistema de selegao
gendmica na fase da pré-implantacdo de embrides para caracteristicas de carcaga em
bovinos japoneses, observaram que embrides biopsiados com aproximadamente 15
células tiveram call rate significativamente (P < 0,01) maior (98,1%) do que amostras
com aproximadamente 5 células (91,5%), utilizando painéis contendo 7.931 SNPs.
Em outro estudo, Fuji et al. (2021) avaliaram a possibilidade da genotipagem de
embrides bovinos fertilizados in vitro a partir da extragao do DNA, por meio da técnica
de separagcdo de blastdmeros com posterior amplificagdo do genoma inteiro, e

observaram call rate variando entre 98,3 e 99,3% com chip de 50K.

Pantiukh et al. (2019), ao analisarem a genotipagem de embrides
biopsiados de bovinos leiteiros com painel de 50K marcadores, constataram que as
78 amostras avaliadas no estudo possuiram qualidade satisfatéria com call rate

superior a 95%.
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Ao testar painéis contendo 10K e 50K marcadores SNPs, Mullaart e
Wells (2018) observaram call rate de 84% e 90%, respectivamente, das quais mais de
80% das amostras apresentaram call rate acima de 85% em ambos os painéis. Assim,
os autores sugerem o uso de gendtipos que apresentem call rate acima de 85% em
escala comercial. Dessa forma, os resultados s&o muito aceitaveis e podem ser
usados a fim de calcular valores genéticos estimados gendmicos para a selegédo de
embrides em programas de melhoramento comercial (MULLAART, WELLS, 2018).

Grafico 1 — Call rate e heterozigose dos gendtipos de 50K original dos embrides de

bovinos da raca Nelore
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Fonte: o proprio autor.

O género dos embrides foi determinado com base nos dados
gendmicos através da verificagdo da heterozigosidade do cromossomo X. Anderson
et al. (2010) explicaram que os machos possuem apenas uma copia do cromossomo
X e, por isso, ndo podem ser heterozigotos para qualquer marcador que nao esteja na
regido pseudoautossdbmica do cromossomo X. Assim, ao avaliar o género dos 93
embrides, determinou-se que havia 41 machos, 19 fémeas e 33 embrides nao

apresentaram heterozigosidade conclusiva para a classificagdo do género (Grafico 2).
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Grafico 2 — Determinacéo do sexo dos embrides de bovinos da raga Nelore, call rate

e heterozigosidade do cromossomo X
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Fonte: o proprio autor.

Realizou-se a analise de parentesco entre as amostras e verificou-se
que 17 embrides apresentaram conflitos de parentesco com base no gend6tipo de 50K,
possuindo mais de 319 inconsisténcias Mendelianas quando comparados a seus
verdadeiros pais. Uma possivel explicagdo para a baixa qualidade dos gendtipos de
algumas amostras esta relacionada aos processos de extragdo e amplificacdo do
DNA, que afetaram a qualidade da genotipagem e impactaram nos resultados dos

parametros analisados.

ApOs suceder com a imputagao dos genotipos do painel de 50K para
HD, observou-se que o software Flmpute realizou as corre¢oes de todas as
inconsisténcias Mendelianas existentes entre embrides e seus respectivos pais, além
de predizer todos os gendtipos ausentes, melhorando a qualidade dos gendtipos, com
call rate igual a 100% para os painéis de 50K e HD. Houve aumento na média de
heterozigosidade dos gendtipos imputados (média igual a 22,5%) quando comparados
aos genodtipos observados (média igual a 11,7%), principalmente para o grupo de
animais que inicialmente apresentaram baixo call rate (Grafico 3).
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Grafico 3 — Call rate e heterozigosidade dos gendtipos 50K original e imputados para

HD dos embrides de bovinos da raca Nelore
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Saadi et al. (2014) relataram em seu estudo que, ao acrescentarem
informagdes genbmicas parentais e da populagdo de bovinos da raga Holandesa,
houve melhoria na qualidade da imputagédo dos gendtipos dos embrides, elevando o
call rate em 100% e observando correcao de 95% nas taxas de erro.

O grupo de embrides que apresentou baixo call rate teve, em média,
2,4% dos gendtipos corrigidos apos a imputagdo, sendo a média geral de corregéo
com todos os embrides de 0,73%, com minima de 0,0086% e maxima de 3,84%
(Grafico 4).
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Grafico 4 — Call rate dos gendtipos 50K original dos embrides de bovinos da raca

Nelore e nivel de mudanga nos genotipos apos imputagao para HD
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Fonte: o proprio autor.

Ap6s a imputagdo também ocorreu a correcdo dos SNPs, que
consiste na retificagdo dos marcadores homozigotos que foram inicialmente
denominados como heterozigotos ou homozigotos opostos. Essas alteragées podem
ser calculadas através da taxa de erro. Saadi et al. (2014) explicaram que a taxa de
erro representa a proporgao da leitura incorreta dos genatipos, resultando em eventos
de drop-out (perda da heterozigosidade) ou drop-in (ganho em hetrozigosidade e
reversdo da homozigose). No Grafico 5 estdo representadas a taxa de erro
proveniente dos eventos de drop-out, drop-in e total de acordo com o call rate de cada
amostra de embrido. E notavel que conforme aumenta-se o call rate, reduz-se as

corregdes realizadas nos gendtipos, sendo que a taxa maxima de erro verificada por
amostra foi de 2,45%.
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Grafico 5 — Call rate dos gendtipos 50K dos embrides de bovinos da raga Nelore e

taxa de erro apds a correcgao proveniente da imputagao
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Fisher et al. (2002) e Saadi et al. (2014) observaram que o call rate e
a taxa de erro dos gendtipos sdo negativamente correlacionados, além de serem
afetados pelo numero de células oriundas da bidpsia. Entre os problemas que podem
ocorrer durante o processo de pré-amplificacdo enzimatica, o mais comum € a perda
de heterozigosidade, ou seja, somente um dos alelos heterozigotos (paterno ou
materno) € pré-amplificado, levando a uma falsa leitura homozigética nesse locus;
além disso, a inser¢cao de alelos (ganho de heterozigosidade) e reversdo de
homozigose raramente ocorrem (MULLAARTE, WELLS, 2018). Contudo, no presente
estudo, os valores maximos observados de mudanga foram maiores para o ganho de
heterozigosidade (1,94%), seguido da reversdo homozigaética (0,50%) e pela perda de
heterozigosidade (0,40%).

Lauri et al. (2013) relataram call rate médio de 81,42% em seu estudo
e constataram que as taxas de perda alélica (provenientes da amplificacdo
desiquilibrada do loci heterozigoto) e a insergéo alélica (oriundas do aparecimento de
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novos alelos em Joci ndo polimorficos) foram maiores nas amostras que possuiam

baixo call rate.

Ap06s o nascimento, somente 10 bezerros foram genotipados com chip
de 50K. O call rate de 50K originais desse grupo foi em média 95% (minimo de 91%
e maximo de 98%), e, quando embrides, o call rate foi de 92% (minimo de 89% e
maximo de 94%) (Grafico 6). Observa-se no Grafico 6 que a heterozigosidade dos
embrides foi subestimada, provavelmente devido aos erros ocasionados pela

amplificacdo e genotipagem do DNA embrionario.

Grafico 6 — Call rate dos gendtipos 50K original e heterozigosidade dos embrides e

respectivos bezerros da raca Nelore
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O nivel de concordancia entre os gendtipos 50K dos pares embrido-
bezerros variou de 80,78% a 91,33%. Ja o nivel de concordéncia entre os genaotipos
imputados por HD variou de 97,22% a 99,78%. Fuijii et al. (2019) relataram taxa de
concordancia 100% entre os gendtipos de embrides biopsiados e os gendtipos dos

bezerros correspondentes.

Todos os embrides tiveram os valores genéticos gendmicos
estimados, além do indice de selegdo calculado de acordo com a metodologia
utilizada pelo programa de melhoramento genético do qual a fazenda faz parte. A
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meédia do indice de selecdo calculada para todos os embrides foi de 11,25, com

minima de 4,54 e maxima de 20,06.

Os dez embrides selecionados posteriormente como bezerros
apresentaram média do indice de 15,42, variando entre 8,91 e 20,89 (Grafico 7),
sendo a acuracia média de 58%. Para os respectivos bezerros, o indice médio foi de

15,56, com acuracia de 59%. A correlagdo observada entre os indices foi de 99,3%.

Grafico 7 — Comparacédo entre o indice genético gendmico estimados para os

embrides e respectivos bezerros da raca Nelore
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Saadi et al. (2014) também obtiveram correlagdo de 99% entre os
valores genéticos gendmicos estimados nas amostras de embrides e os valores
genéticos dos respectivos bezerros correspondentes. Assim, os resultados obtidos
pelos autores e os reportados no presente estudo sugerem que as informagdes
obtidas nos diferentes estagios de desenvolvimento estdo altamente associadas.

Mullaart e Wells (2018) verificaram que a correlagéo entre os valores
genéticos gendmicos, calculados a partir da genotipagem dos embrides, e os valores
genéticos correspondentes, determinados a partir de DNA de cada um dos bezerros
resultantes, foi alta (95%) quando utilizados apenas genoétipos com call rate igual ou

superior a 85%, considerando a caracteristica quilogramas de proteina do leite. No
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entanto, quando foram incluidos animais com call rate inferior, a correlagdo decresceu
para 71%. A menor correlagao para amostras com baixo call rate era esperada, uma
vez que menores taxas de leitura dos genoétipos estdo associadas a uma maior taxa
de erro (MULLART, WELLS, 2018).

Fujii et al. (2019) realizaram os calculos dos valores genéticos
gendmicos estimados (GEBVs) de 4.311 bovinos pretos japoneses para
caracteristicas de peso de carcaca, area de olho de lombo e marmoreio. As
genotipagens foram realizadas utilizando chips contendo de 7 a 50K SNPs e os dados
foram imputados, totalizando 34481 SNPs. Apenas amostras com call rate acima de
85% foram usadas para calculo de GEBV, sendo as amostras com valores menores
omitidas para evitar calculos imprecisos de GEBV. Os autores observaram variacoes
nos GEBVs para caracteristicas de carcaga entre embrides de irmaos completos, para
0s quais, em uma avaliagdo genética tradicional, se espera que individuos jovens e
sem informagdes fenotipicas apresentem os valores genéticos estimados proximos a
meédia dos valores estimados para seus pais, € que irmaos completos possuam
valores genéticos semelhantes. Para os autores, a possibilidade de distinguir a
habilidade genética entre embrides de irm&os completos, no estagio de pré-
implantagédo, por meio do uso de GEBVs, pode influir na eficiéncia produtiva de
bovinos de corte. Mullaart e Wells (2018) também relataram a possibilidade de
classificar os embrides provenientes de irmaos completos através dos valores
gendmicos estimados. Os autores observaram que uma amostra foi geneticamente

superior para o quilo de leite produzido, quando comparado aos seus outros irmaos.

De acordo com Mullaart e Wells (2018), a selecdo genémica promove
aceleracéo do progresso genético, aumentando ainda mais a intensidade de selegéo
e reduzindo o intervalo de geragdes, quando se utiliza animais jovens; ela também
proporciona a selegdo de embrides de maior mérito genético para serem transferidos,
otimizando o uso de receptoras disponiveis e proporcionando ainda vantagens
econdmicas para o sistema de criagdo. Nesse sentindo, novas possibilidades surgem
a partir da selegdo genémica de embrides.

Combinar tecnologias reprodutivas e genémicas é uma abordagem
promissora que permite selecionar bovinos reprodutores de alta qualidade no menor
tempo possivel (PANTIUKH et al., 2019). Mullaart e Wells (2018) afirmaram que as
empresas de reproducgédo estéo utilizando cada vez mais a genotipagem de embrides
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a fim de selecionar aqueles que possuem o maior mérito genético para transferéncia,

principalmente nos programas de melhoramento genético de bovinos leiteiros.

VanRaden (2020) relatou que o banco de dados proveniente do
desempenho de animais leiteiros nos Estados Unidos, pertencente ao Council on
Dairy Cattle Breeding, contém milhares de genoétipos de embrides, pois acredita-se
que a selegcdo na fase de pré-implantagdo pode melhorar as taxas de progresso
genético. Segundo o mesmo autor, os resultados gerados a partir dessas informagdes
proporcionaria alta intensidade de seleg¢ao, porque somente os embrides com maior
meérito genético seriam implantados. Entretanto, essa estratégia ainda n&o € acessivel
em rebanhos comerciais, em que os custos de transferéncia de embrides, perda de

fertilidade e genotipagem excedem os ganhos de selecdo (VANRADEN, 2020).

Umas das questdes do trabalho com embrides produzidos in vitro e
biopsiados refere-se a sua sobrevivéncia e éxito na taxa de concepg¢ao, apos a série
de manipulagdes para a producéo e genotipagem do material. No presente trabalho,
a taxa de prenhez proveniente dos embrides biopsiados foi de 31%, valor semelhante
ao do grupo controle (24%), indicando que a extracdo de DNA na fase embrionaria
nao reduziu a viabilidade do embrido, além de os processos e cuidados com o material

promoverem maior taxa de prenhez.

Andrade et al. (2012) avaliaram os fatores que afetam a taxa de
prenhez de receptoras de embrides bovinos produzidos in vitro e observaram que as
receptoras, novilhas mesticas, apresentaram taxa de prenhez de 39,1% para
embrides da raga Nelore. Sousa et al. (2017), ao compararem as taxas de prenhez
entre embrides biopsiados produzidos in vivo ou in vitro com embrides n&o biopsiados,
verificaram que nao houve diferenga significativa (P > 0,05) entre os procedimentos.
Os autores concluiram que a bidpsia ndo afetou a capacidade do embrido de se
desenvolver ou de se implantar normalmente nos bovinos leiteiros avaliados, sendo
considerados fatores essenciais para o sucesso do desenvolvimento embrionario o

meétodo e o estagio para realizagdo do procedimento.

Estudos relacionados com a qualidade e escolha dos embrides
bovinos produzidos in vitro e melhorias das taxas de concepg¢édo e nascimentos séao
discutidos (MONTIEL et al., 2006; SUGIMURA et al., 2012; MELLO et al., 2016;
HANSEN, 2020) e resultam em adequagdes a fim de tornar as técnicas mais seguras

e economicamente viaveis. Por exemplo, Silvestre et al. (2021) avaliaram a utilizagédo
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de teste genético pré-implantagdo para aneuploidia, apontando taxa de prenhez de
52,1% para embrides sem teste genético, 59,6% para embrides classificados como
eupldides e de 5,8% para embrides diagnosticados como cromossomicamente
anormais. Assim, a identificacdo de anormalidades cromossdmicas também refletiu

nas taxas nascimentos, colaborando para um sistema mais econémico.

CONCLUSAO

A genotipagem dos embrides biopsiados apresentou qualidade
satisfatoria, com 80% das amostras com call rate acima de 90%. O uso da imputagao
é recomendado para melhorar a qualidade da predicdo dos gendétipos dos embrides,
bem como aumentar a qualidade de todos os parametros avaliados.

Os valores dos indices de seleg¢ao calculados para os embrides e
respectivos bezerros apresentaram alta correlagdo, sugerindo a possibilidade de se

escolher os individuos geneticamente superiores ainda na fase embrionaria.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Com o desenvolvimento das biotécnicas reprodutivas e a crescente
contribuigdo proveniente das informagdes gendmicas, o melhoramento genético
animal torna-se uma ferramenta cada vez mais eficiente na identificacdo de individuos
jovens e com desempenho produtivo acima da meédia. A selegéo e uso desses animais
contribui para o aumento da variabilidade genética do rebanho, melhoria dos indices
produtivos e a redugdo com os custos de producao, que estao relacionados ao uso de
animais com baixo desempenho produtivo ou reprodutivo ou com avaliagbes de
caracteristicas de importancia econdmica mensuradas tardiamente.

Esse trabalho buscou contribuir para o melhoramento genético de
bovinos da ragca Nelore, utilizando informagdes derivadas dos marcadores
moleculares e das biotecnologias aplicadas na area da reprodugéo, por meio dos
estudos relacionados com a identificagao da paternidade dos animais e a avaliagao
genética gendmica de individuos, a partir de informacgdes coletadas ainda na fase
embrionaria. Assim, verificou-se que, por meio do acréscimo das informacdes
genotipicas, houve sucesso na identificacdo da paternidade a partir da inclusado de
206 marcadores ao painel ISAG existente. Além disso, atestou-se a possibilidade de
selecionar individuos geneticamente superiores, ainda na fase embrionaria.

Diante dos resultados, acredita-se que € possivel complementar as
duas pesquisas realizadas, atribuindo outras avaliagdes relacionadas ao impacto do
uso de diferentes painéis de marcadores moleculares para teste de paternidade, na
qualidade da avaliagdo genética dos animais, bem como na viabilidade de realizar a
imputacdo desses painéis para painéis de maiores densidade. Ademais, em ambos
os estudos é interessante aumentar o tamanho da amostra a ser avaliada,
principalmente na vertente de avaliagdo gendbmica de embrides biopsiados,
acompanhando um numero maior de embrides e seu respectivo desenvolvimento pds-
natal, para melhor representatividade da populacido Nelore e confiabilidade das

analises.



