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Programa do curso

* Selegao assistida por Marcadores

* Medidas de desequilibrio de ligagao

* Causas de desequilibrio de ligagdo em populagées de animais
* Controle de qualidade de dados genomicos

* Estudos de associacao do genoma global

* Principios da Sele¢ao gen6mica

* Selegao genémica em popula¢ées de animais domésticos.

* Meétodos de selecao gendmica

* Matriz de parentesco com informag¢6es gendmicas

* Imputagao de dados gen6micos e painéis de baixa densidade
* Estratégias de genotipagem para selecao genomica

* Variagoes estruturais: ROH e CNVs
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Conceitos basicos

A variagdo genética é devido a diferencas na sequéncia de DNA

* Os genes sdao uma sequéncia de DNA
— (ex: AGTCTAGGGATTAGA)

* As diferengas genéticas entre individuos sao causadas por
diferencas na sequéncia de DNA (polimorfismos) :

Animall AGTCTAG
Animal 2 AGTGTAG

* Nem sempre as diferengas em nivel genético (DNA) determinam
diferencas no fenétipo
— Depende se a variagdo estiver numa regido codificante
— Exon/Intron
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* Meiose (I e ll): um tipo especial de divisdo celular que ocorre no
processo de formac¢ao das gametas, através do qual uma célula tem
0 seu numero de cromossomos reduzido pela metade.

| Separacao das cromatides 2 [n] —> 4 [n] |

Separacao de homologos, [2n] —> 2 [n] |
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* Os cromossomos segregam de forma aleatéria (Meiose 1)

v

Replicagao
do ADN
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e “Crossing-over " ou recombinac3o: troca de segmentos
cromossOmicos entre homadlogos durante a meiose (Meiose l) .

Que é crossing-over?
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* Uma forte correlacdo entre a fragdo de recombinagdo e a
distancia em pares de bases

* O crossing-over ocorre quando existe troca de segmentos de
cromossomos homologos (ex, os cromossomos paternos e
maternos)
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DESEYUIIIONEENIESCA0)

Desequilibrio de ligagao(Linkage Disequilibrium) (LD)

Definigdo: Ocorre quando dois locos estdao suficientemente
préoximos no genoma que a recombinagao durante a meiose
entre eles é rara, e os segmentos do cromossomo s3o
conservados de uma geragao para a outra.

cromossomo
ancestral

Cromossomos Atuais
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Desequilibrio de ligacao LD

» E um conceito estatistico

— O desequilibrio de ligagdo é a medida estatistica da associagao
entre alelos de diferentes locos

* Descreve a associa¢ao nao-aleatoria de dois loci no mesmo
cromossoma

* LD diminui na medida que a distancia entre os loci aumenta
* Esta distribuido de maneira heterogénea pelo genoma

* LD é determinado pela historia da populagao e pela
densidade e tipo de marcadores

Desequilibrio de ligacao

LD muito variavel
ordBEA L +++ distancia curtas

(r?) Desequilibrio de ligagéo

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 ¢cM

Distancia entre 2 SNPs adjacentes
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Exemplo: caso bi-alelico

* Locoleloco?2, comalelosA, a, eB,b

AABB
aaBb
aabb
AABb
AABb

nhwnNR

* As frequéncias alélicas sao:

p(A)=0.6 p(a)=0.4
p(B)=0.5 p(b)=0.5

11

Exemplo: caso bi-alelico

* Se independente, p(AB)=0.3 e p(ab)=0.2 (HW)
* A proporcdo esperada é:

AB (0.3) aB(0.2)

b | Ab(03) Ab(0.2)
A

AB (0.4) aB(0.2)
b Ab(0.1) ab(0.3)

Na realidade:
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Definicoes de LD

Por que precisamos de definir e medir LD?

* Selecado genbmica e mapeamento exigem que
marcadores estejam em LD com QTL

* Determinar o nimero de marcadores necessarios para
mapeamento por LD e/ou sele¢do genOmica

* Parametro determinante do poder de mapeamento para
detectar QTL através de LD

* Acuracia dos valores genémicos (GEBV)

13

Melhoramento genético das
caracteristicas de interesse
econOmico
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Antecedentes

* Algumas caracteristicas sao controladas por poucos
genes (as vezes somente um)

— Cor da pelagem
— Algumas doencas genéticas
— Dupla musculatura

> Baixo teor de gordura na carcaga

» Alta eficiéncia alimentar. : ;anétiﬁp= Muscumu;a
H Aj¢ [ Gendtipo=fim
— Presenca de chifres 4 | "o

* A maioria das caracteristicas produtivas sao controladas
por varios genes e por efeitos ambientais

- Muitos genes + efeito ambiental
- Modelo infinitesimal (Fischer, 1918)
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Selecao em racas zebuinas
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2,046 kg/ano

«
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1,731 kg/ano

valor genético P378, kg
w
]

=
o

0,013 kg/ano

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Média P378,5,79/50 = 274 kg
NeC=0,005% da média/ano
NeS=0,63% da média/ano
NeT=0,75% da média/ano

Instituto de Zootecnia

http://www.iz.sp.gov.br/noticia.php?id=125
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Melhoramento Genético Tradicional

- Ndo sabemos que
Métodos genes estdo atuando
estatisticos - Estimamos o efeito
acumulativo dos genes

Valor genético aditivo (BLUP) .

#HGenes??

Mensagem |

e A selecdao depende da disponibilidade de
registros fenotipicos

* Dependendo da herdabilidade da
caracteristica, pode-se ter uma idéia ou nao
do valor genético aditivo do animal

* As informacgoes de parentesco genético aditivo
sao utilizadas para a estimacdao dos valores
geneéticos
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Limita¢Oes da sele¢ao tradicional

Selecao tradicional depende fortemente
registros fenotipicos e resposta muito baixa
para algumas caracteristicas:

— Caracteristicas de dificil mensuracao

— Caracteristicas que sao expressos tardiamente na vida
do animal

e AG =iXrxao,
— Caracteres limitados pelo sexo G

— Caracteristicas de baixa herdabilidade

Selecao assistida por marcadores

Este tipo de selecao utiliza a informagao molecular obtida a
partir dos marcadores em conjunto com os dados de produgao
fenotipicos e do pedigree para a selecao dos animais

I(

Produgdo de leite

Valor 3
Genético &=

Andlise de DNA
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Deteccdo de genes de efeito maior (QTL)

* Se temos informacao sobre a localizagao do
QTL no genoma podemos:

— Diminuir o intervalo de gerag¢oes

— Aumentar a acuracia (precisao) dos valores
genéticos

— Incrementar a resposta a sele¢ao

Como encontrar os QTL?
1. Mapeamento por ligagéo
2. Abordagem de genes candidatos

21

Podemos observar diretamente os genes (QTL)
gue afetam as caracteristicas quantitativas?

* Localizar os genes que tem efeito sobre o
Uso de fenétipo

I[N . |dentificar diferentes alelos destes genes

NIEGNEEIESII . permitem seguir ou rastrear a heranga dos
genes (ao longo das geragoes)

22
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InformacaciVielecuiar

Utilizacado de marcadores moleculares na
busca de QTL ou genes de efeito maior

QTL: regiao do ADN que
influencia uma caracteristica

quantitativa
QTL: Quantitative traiit loci

O que é um marcador molecular?

Sequéncias (fragmentos especificos) de nucleotideos
(bases, DNA) associados com urm ou mais genes

* Possuem heranca mendeliana

* Permite identificar a presenga ou a posi¢cdo de um gene de interesse

* Conhecendo a sua localizagio podemos identificar animais
geneticamente superiores

§ Na descendéncia, as caracteristicas de
interesse, seguiram normalmente ligadas a
marcadores moleculares.

Portanto, os individuos podem ser selecionados
com base na informac&o molecular, uma vez
que indica a presenca da caracteristica
desejada.
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Marcadores Genéticos

[ Segmento de DNA com localizagdao unica no
genoma e que varia suficientemente entre

individuos

0 Um marcador pode ou nao ser parte de um
gene

Marcadores genéticos

Um marcador genético (elementos capazes de diferenciar,
prever e caracterizar um individuo)

Marcadores genéticos que exploram a variabilidade do DNA

Sao caracterizados pela detecgdo de variagdes naturais nas
sequencias de DNA entre individuos

Diretamente ao nivel de nucleotideo P .
- TN r rcedores
C e _RNAproleina_~

— Indiretamente ao nivel de expresséo génica

Caixeta, 2009
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L ™ fMarcadores genéticos

* Morfoldgicos: cor, forma, resisténcia a patégenos, etc;
* Citologicos: bandeamento de cromossomos;
* Bioguimicos: isoenzimas;

* Moleculares: padrdes de DNA;

=%
X
{

& ¢ Marcadores genéticos

o Qualquer elementos capazes de diferenciar, prever e caracterizar
um individuo e que sejam reproduzidos na descendéncia.

Marcadores
morfologicos
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Marcadores Genéticos

Km 1000 Km 1000 Km 1000

Km 750 Km 750

Km 500

Km 450 H
Km 445 ! Km 443

Km 500

Km 250 Km 250

Marcadores Genéticos Usados

> Sistemas sanguineos

> Restriction Fragment Length (RFLPs)

> Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs)
> Sequence Tagged Sites (STS)

> Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLPs)
> Microssatélites (SSR)

Alguns problemas:
- grande quantidade de DNA requerida (RFLP)
- reprodutibilidade (RAPDs)

- custo por analise (RFLPs e AFLPs)
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Arranjos de
DNA

especifico

| N
=
| =
[
| 8
| N
-~

LT TS

| SCARISTS
ESI-SSR

Caixeta, 2009

Extracéo do DNA

Aplicagao de metodologia para visualizar o polimorfismo
do DNA (uso de diferentes técnicas de marcadores

moleculares)
Observacdo/visualizacdo do polimorfismo

Analise dos dados

Custos

Caixeta, 2009
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Aplicagdo dos MM

Caixeta, 2009

Visualizagéo do polimorfismo Analise dos dados

Caixeta, 2009
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Eletroforese em gel

Eletroforese em gel é a migracao de
particulas em um determinado gel (gelatina) de
acordo com seu tamanho e sua carga elétrica.

O DNA é colocado em pequenos pogos
de amostras que foram formados devido a um
pente colocado antes da gelatina secar.

NHa
N/”3 4
Base
0 =
I 0" ™y

"0—P— 0—CH: _oO
| 7 1
8} H i H
H

Fosfato OH

Moléculas de menor massa irdo migrar
mais rapidamente que moleculas de maior
massa. Isso permite a separagdo de moléculas
de DNA de diferentes tamanhos 11,

&
++ + +
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Evolucao dos marcadores

sofisticagao

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005
Caixeta, 2009

Os microssatélites...
~

- Simples
P alelo A gatocageaCACACACACACACACACACAcgliacgalcalg

- Automatizado alelo B gatccageaCACACACAC Aacghacgatcaty

- Heranga ol
Mendeliana > . o0 OO0

- Informativos — —_— ® -0
. A —

- Baixo custo de —— 195
genotipagem AIA- BB AB - e

Principios de Associacéo e Selecao Gendmica Aplicados ao Melhoramento Genético Animal
Fernando Baldi e Marcos Vinicius Barbosa da Silva

19



Workshop de Melhoramento Genético Animal
Projeto ALT-BiotechRerGen Recursos Genéticos Animais e Biotecnologias: projegdo para o futuro
Estacao Zootécnica Nacional — Fonte Boa, 17 de Dezembro de 2019

Busca de QTL

* O que necessitamos?

— Uma populacdo de animais com gendtipos dos
marcadores e os fendtipos para caracteristicas
relevantes

* Principios chaves na busca

— Encontrar marcadores associados com diferencas
nos fenotipos

— 0O marcador esta ligado com um QTL que
determina as diferencas de fendtipo

39

Progénie de touros testados agrupados por seu genoétipo para
um SNP particular

Genétipo do Producdo média de

marcador proteina
AA 20
AC 15
cC 10

Diferen¢cas fenotipicas devem ser causadas
por um QTL ligado ao marcador

40
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Cronologia genomica da carne

50K-enabled
customer tools

High-Density
50K Panel

56 markers O

(Feed Efficiency, 2010

S"' b Marbling, Breed-specific
Ge"e '*R Tenderness) Marker-assisted

breeding values

11 markers 2009
(Feed Efficiency,

7 markers Marbling, Mvp
1 marker (Marbling, Tenderness) O

(Marbling) Tenderness) ==
O O O Pfizer Animal
Genetics
1989 2004

Genotipagem em larga escala com

painéis de alta densidade

42
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Novas oportunidades!

% NIH NEWS RELEASE

National lastitutes of Health National Human Genome Rescarch Institute

Cowabunga!
Scientists to Start Bovine Genome Project

NHGRI Approves Cow Sequencing; Launch Contingent on Funding

BETHESDA, Md., March 4, 2003 - The National Human Genome Research Institute (NHGRI) today gave its
provisional go-ahead to the Cow Genome Project, a landmark sequencing effort expected to generate
widespread benefits for biology and agriculture.

In a declaration of intent, the NHGRI and the state of Texas have indicated
their plan to support the efforts of the Baylor College of Medicine and Texas
AZM University to sequence the bovine genome. The entire project will cost
$50 million. The genome institute will put up half the money if the remaining
425 million can be raised from other sources, said NHGRI Director Francis S.
Collins, M.D., Ph.D. Sequencing would start in September 2003 if the
additional funds can be raised.

To move funding for the research forward Texras Gov. Rick Perry announced

ke e A e ke 10 il A B I SRV

43

Genotipagem em larga escala

A sequéncia de DNA para bovinos foi
recentemente publicada (2009). E a sequéncia
de DNA da vaca raca Hereford Dominette:

r 1 The Genome Sequence of Taurine
Cattle: A Window to Ruminant
Biology and Evolution

The Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium,” Christine G. Elsik,"

Ross L. Tellam, Kim C. Worley’

T jology and evolution of ruminants, the cattle g sequenced to about sevenfold
coverage. The cattle genome contains a minimum of 22,000 genes, with a core set of 14,345 orthologs
shared among seven mammalian species of which 1217 are absent or undetected in noneutherian
(marsupial or monotreme) genomes. Cattle-specific evolutionary breakpoint regions in chromosomes
have a higher density of segmental duplications, enrichment of repetitive elements, and species-specific
\ariations in genes associated with lactation and immune responsiveness. Genes involved in metabolism
are generally highly conserved, although five metabolic genes are deleted or extensively diverged from

3 mi]hﬁes de pares de bases de DNA their human orthologs. The cattle genome sequence thus provides a resource for understanding

mammalian evolution and accelerating livestock genetic improvement for milk and meat production,

IONIDS  vZE TON  600Z THdY ¥Z

Bao Bewasousms mwm

http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/genome/guide/cow, ortal html
http://www.ensembl. org/Bos taurus ex.html,
enom http://genome.tcsc.edu/

http //bovmegenome org/
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Marcadores SNPs

* A Single Nucleotide Polymorphism, ou SNP
(llsnipll)

¢ Polimorfismo de nucleotideos de base Unica

* Variacdo numa base individual, ou seja, uma
base substituida por outra base

* Um SNP é que uma das letras (A, T, G, C)
diferente, por exemplo, um T no lugar A.

* SNPs muito frequente no genoma (> 3
bilhGes no genoma bovino)

45

Genotipagem em larga escala

Através do sequenciamento do genoma foram
descobertos milhares de polimorfismos de base
Unica (SNPs)

GTCAAAGATTCGA Os marcadores SNP tem
como base as alteragdes
mais elementares da
T— molécula de DNA

Y

\.GTCAAAGGTTCGA...

f\‘ f\\

£
,
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Descoberta dos SNPs

Hereford

Vaca Dominette L1

Norwegian Red

47
Matukumalli, 2007

Etapas do sequenciamento

DNA
DNA fragmentado
,.— -r'"
I7 AL
}m .,.‘/i #."% —~J ra;) /\)'\_’\:Z;/
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Montagem do Genoma

B8 clc_assembly_viewer
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Descoberta dos SNPs

TTACCTAGG

TTACCTAGGAGCTTTAAGCCATAC. ..
TTACCTAGGAGCTTTAAGCCATAC. ..
TTACCTAGGAGCTTTAAGCCATAC. ..

e Dominette data:
VAGCTTTRAAGCCATACCTTAGG
GCCATACCTTAGG
LAGCTTTRAAGCCATACCTTAGE.
. AGCTTTAAGCCATACCTTAGG
. JAGCTTTAAGCCATACCTTAGG
. . AGCTTTAAGCCATACCTTAGG
e Consensus:

.AGCTTTAAGCCATACCTTAGG

e Martha:

.AGCTTTAAGCCATACCTTAGG. TTACCTAGGAGCTTTAAGCCATAC. ..

L

TTACCTAGGAGCTTTAAGCCATAC. . .
TTACCTAGGAGCTTTAAGCCATAC. . .

TTACCTAGGAGCTTTAAGCCATAC. ..
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Uma revolucao na'tecnologia genetica molecular:

2.8 million SNPs#*

ingle
Nucleotide
Eroler Polymorphisms,

Layer

AAGCCTTGATAATT

High-through-put
4l SNP genotyping

50k Beadchip

Consorcios vem desenvolvendo painéis de
Genotipagem para varias espécies

Canine Bovine Equine Porcine Ovine Canine Maize Bovine
SNP20 SNP50 SNP50 SNP60 SNP50 HD SNP50 HD
b /4 ;
7 $o &
Nov Dec Jul Jan Jan Nov Q1 Q2
2007 2007 2008 2009 2009 2009 2010 2010
1% llumina
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Numero de SNPs em diferentes chips

Chip SNP (no.)
50K 54,001
50K v2 54,609
3K 1900

HD 1962
Affy 648,875
LD 1909
GGP 762
GHD 7,068

BovineHD BeadChip

O BovineHD beadchip possui mais
de 777 mil SNPs espacados em
todo o genoma bovino.

A leitura do Beadchip é realizada
através do iScan.

http://www.illumina.com/products/bovinehd_whole-genome_genotyping_krifls.ilmn
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Variagao do BovineHD Beadchip
Spacies Bread Samples Mean Madian
MAF MAF
Angus 4z 021 021
Blonde d'Aquitsine 5 020 020
Brown Swiss 2 019 o018
Crarolsis ar 023 024
Guernssy 2 020 019
Hareford 5 025 [
Holstein ) 022 om
Jersey ) 021 020
Lagunaira 5 013 000
Limousin 50 023 0z
Morboiard 5 019 020
N Dama ) 018 o
Normande 5 019 020
Norwagian Fed 7 022 021
Fiecmontase B 0z 024 SINPS)
Flad Anguss 10 021 020 c )
omagpts = oo o INTONMatVOSIER
Senapal 12 580,001 021 021 JJ‘JU};"H:'J ragasiel
Simmental 10 622,820 022 020
Wagy 13 527,210 019 018 Cruzasi
al 52 651,994 025 [T
Brshman a 501,834 018 014
Gir 27 298 015 009
Nelora a 453,361 015 o010
Bos taurs indicus Al 104 538,517 047 .13
Fybrid Bt x B Becimasier = 704,057 027 0z
Fybrid B x Bi Brangua 12 655334 024 03
Hybrid Bt x Bl Sania Gertrudis 2 683,588 05 0z
Hybrid Bt x B Sheka 16 617,445 0z 0z
b / Hybrid Bit x Bii A 8 730,448 X 0
Al A 639 40,577 0 o
Ouigroup™ Ouigroup™ 1 167215 08 00
WAF 008 56
* Ichades waler ufialo, yek, 2 guer http://www.illumina.com/products/bovinehd_whole-genome_genotyping_kits.ilmn
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IR IR SSAVARHOLOGO]

LG D D]

Q‘:"
-
il © Fragmant amplified DNA -

O rre
ncubate amplified DNA

*indicates stain in red channel
*®indicates stain in green channel

http://www.illumina.com/Documents/products/workflows/workflow_infinium_ii.pdf
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VistualizacaoiderdadosieranaliselGenomestudioy)

GenomeStudio™
Genotyping Module v1.0
User Guide

An Integrated Piatform for
Data Visualization and Analysis

FOR RESEARCH ONLY

http://medicine.yale.edu/keck/ycga/lmages/GenomeStudio_ GT _Module v1.0 UG 11319113 RevA tcm240-21464.pdf
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Formato dos arquivos fornecidos
pela lllumina

61

X
Data Sheet Affymetrix

Axiom™ Genome-Wide BOS 1 Array Plate

Highest gen

etic coverage for accur

electior

The Axiom"” Genome-Wide BOS 1 Array Plate
features the highest genetic coverage of 10
commercially important cattle breeds of any
microarray on the market, enabling accurate

merit evaluations, genome-wide association
studies to identify variations associated with
diseasa, drug response, and other aconomically
important traits, as well as biodiversity research
and linkage disequilibrium (LD) studies.

Benefits of the Axiom Genome-Wide BOS 1 Array
Plate:

* Up to 34 percent higher genetic coverage than
any array on the market

« The broadest coverage of beef and dairy breeds
* Designed and priced with breeders in mind

* Built from a database of 3 million validated
single nudeotide polymorphisms (SNPs) for
reliable results

* Developed in collsboration with 10 leading
bovine researchers

The array Is designed to maximize genetic and
physical SNP coverage of both 8os taurus and Bos
indicus breeds. The array covers more than 640,000
SNP markers representing the genetic diversity of
approximately 3 million SNPs from the Affymetrix* -
Bovine Genomic Database. -
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Axiom™ Analysis Suite v4.0.1

USER GUIDE Figure 18 Automated QC Mode Threshold Settings
pane example

Publication Number 703307
Select Threshald Configurations

Revision 7 Human (Defauit! © o o B

Figure 3 Main window (@) sample aC
Namc Secttings
oac 2 v pm a
QC call_rate. > v |97
Percent of passing sempl... |2~ |95
Average call rate for pass... |2~ (385
(®)sNPQC
Hame Settings.
P type Hum:
((((((( i 2 95
Fld-cutoff > v|[36 -
het-se-cuteff r v |01 "
het-s0-KChr-cutoff s v |01
het-so-ctv. cutoff v 03
ham-ro-1-cutaff x v D6
ham-ro-2-cutaff > ~ |03
hom-ro-3-cuteff > [0 P
ham-ro true i)
hor trus
o e it D e — e

hap-1-MTChi-c.. |2~ (04 -
horm-ro-hap-2-XChr-cut., (2~ 005 “

hom-ro-hap-2-MTChi-c |2~ [02

aat-XChr-cit < v[oxw
Fl-XChi-cut o8
amAd-XChr-cut > +|[6s
nemd-YChr-cut : ~[65 -

Aplicacao dos polimorfismos de base tnica (SNPs)

* Uso de painéis de alta densidade de SNP para o
melhoramento de animais e plantas:
— Estrutura genética de diferentes populagdes

— Estimar o grau de diversidade e divergéncia genética
entre e dentro de populagdes

— Identificar e localizar regides no genoma sujeitas a
selecao

— Mapeamento do genoma amplo (estudo de associa¢ado)

— Estimar o valor genético dos animais a partir de dados
gendmicos (selecdo genémica)

64

Principios de Associacéo e Selecao Gendmica Aplicados ao Melhoramento Genético Animal
Fernando Baldi e Marcos Vinicius Barbosa da Silva



Workshop de Melhoramento Genético Animal
Projeto ALT-BiotechRerGen Recursos Genéticos Animais e Biotecnologias: projegdo para o futuro
Estacao Zootécnica Nacional — Fonte Boa, 17 de Dezembro de 2019

Em definitivo ....

Maior proporg¢ao do genoma é coberta:
Numero suficiente de marcadores

Maior desequilibrio de ligacdo entre os marcadores

Maiores chances de encontrar QTL associados as
caracteristicas produtivas.

Maior proporcdao da variancia genética é explicada pelos
marcadores SNPs

O desequilibrio de ligacdo é importante nos estudos de
associacao ampla e selecao gendmica

(CONSIOENACOESHINGIS

* A utilizagdo das informagdes moleculares através da
genotipagem em larga escala, utilizando painéis de
marcadores (SNPs) de alta densidade, para o
melhoramento genético de espécies de animais
domeésticos é uma realidade em muitos paises

* O atual nivel desequilibrio de ligagao na populagao é
consequéncia de varios fatores que atuaram sobre a
populacao ao longo das geragdes

* O desequilibrio de ligagdo entre os marcadores é
fundamental nos estudos de associacdo ampla e sele¢ao
gendmica
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