RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
sera disponibilizado somente a partir

de 28/07/2021.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

SCANING OF SELECTION SIGNATURES IN DAIRY
BUFFALO (Bubalus bubalis)

André Vieira do Nascimento

Biotecnologista

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

SCANING OF SELECTION SIGNATURES IN DAIRY
BUFFALO (Bubalus bubalis)

André Vieira do Nascimento
Orientador: Prof. Dr. Humberto Tonhati

Coorientador: Dr. Diercles Francisco Cardoso

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — UNESP, Campus de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para a obtencao do titulo de Doutor
em Genética e Melhoramento Animal.

2020



Nascimento, André Vieira do

N244s Scaning of selection signatures in dairy buffalo (Bubalus bubalis) /
André Vieira do Nascimento. -- Jaboticabal, 2020
85 f.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal

Orientador: Humberto Tonhati

Coorientador: Diercles Francisco Cardoso

1. Autozigosidade. 2. Bufalo. 3. Depressdo endogamica. 4.
Integrated Haplotype Score. 5. Runs of homozygosity. I. Titulo.

Sistema de geracédo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: SCANING OF SELECTION SIGNATURES IN DAIRY BUFFALO (Bubalus bubalis)

AUTOR: ANDRE VIEIRA DO NASCIMENTO
ORIENTADOR: HUMBERTO TONHATI
COORIENTADOR: DIERCLES FRANCISCO CARDOSO

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutor em GENETICA E
MELHORAMENTO ANIMAL, pela Comissdo Examinadora:

L
UMBERTO TONHATI

D/>art meWma / F}‘/AV / UNESP - Jaboticabal

ez /44
/Profa. Dé LUCIA CALAD BE ALBUQUERQUE
Departame?’de oot

r)%}; V/l Unesp - Jaboticabal
iy /7/”, ;;‘L' /
4squ16/a’ao :

r

Depa me tod 00 i ’ INESP -\Jaboticabal
rof DRI GONDRO ,

Michig nS/tate njyersn

6}// -/V/
tor NE CRISTINA BECKER SCALEZ
De arme t of Aniprial Biosciences - University of Guelph / Ontario/Canada

Jaboticabal, 28 de julho de 2020

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castellane, s/n, 14884900, Jaboticabal - Sao Paulo
htips://www.fcav.unesp.br/#!/pos-graduacao/programas-pg/genetica-e-melhoramento-animalCNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

ANDRE VIEIRA DO NASCIMENTO - nascido na cidade de Sousa — PB na
data de 27 de marco de 1990, filho de Antonio Vieira do Nascimento e Licia Gomes
do Nascimento. No ano de 2010 ingressou no curso de graduacao em Biotecnologia
na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), obtendo o titulo de
Biotecnologista em marco de 2014. E marco de 2014, ingressou no mestrado pelo
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Geral/Bioprospeccdo da Faculdade de
Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados, sob
a orientacdo da Profa. Dra. Alexeia Barufatti Grisolia. Foi Bolsista da Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) durante o mestrado e obteve
o titulo de Mestre em Biologia Geral/Bioprospec¢cdo em 28 de julho de 2016. Em
agosto de 2016, ingressou no doutorado pelo Programa de P6s-graduacédo em Genética
e Melhoramento Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, sob a orientagdo do Prof. Dr.
Humberto Tonhati. Inicialmente foi bolsista da CAPES e posteriormente passou a ser
bolsista da Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP). Realizou
estagio “Sandwich” na Michigan State University, Estados Unidos, sob supervisao do Prof.
Dr. Cedric Gondro pelo periodo de um ano, entre 2019 e 2020.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, especialmente a minha mée Licia, minha irma
Amanda e meus sobrinhos Caué e Leonardo, por sempre acreditarem em mim e me
apoiarem.

A minha incrivel namorada Andrea por todo o carinho, amor, incentivo e
companheirismo. Além da contribuicao direta por dias e noites na constru¢do deste
trabalho.

Aos amigos de departamento, em especial ao Andres, Daiane, Danielly, Diego,
Lucio, Sirlene e Willian, por todo o conhecimento adquirido, crescimento profissional,
amizade e companheirismo. Admiro muito vocés, sdo exemplos de profissionais.

Ao Prof. orientador Humberto Tonhati pela orientacdo e oportunidade de
conviver e aprender constantemente. E em todos esses anos se mostrou uma pessoa
cada vez mais incrivel.

Ao meu coorientador Dr. Diercles Francisco Cardoso pelo incentivo,
ensinamentos, ideias, colaboragao e ndo menos importante, pela amizade. Que fique
registrado minha admiracao e gratidao por sua pessoa.

Ao Prof. Cedric Gondro e sua esposa Simone, sua fantastica equipe (Beatriz,
Rodrigo, Hanna, Kenneth e Yasir) e a Michigan State University, que me acolheram,
dedicaram tempo e conhecimentos que considero inestimaveis, que me fizeram
evoluir em diferentes aspectos. E a todos os amigos que fiz no meu periodo de estagio
no exterior em East Lansing-EUA.

A Universidade Estadual Paulista-FCAV pela oportunidade de cursar o
doutorado pelo programa de pos-graduacdo em Genética e Melhoramento Animal. E
a todos os professores do programa pela dedicacdo e valorosos conhecimentos
transmitidos.

Aos 6rgaos de fomento FAPESP (Processos 2017/10542-6 e 2018/25725-1) e
CAPES, pelo apoio financeiro a pesquisa e concessao de bolsa de pés-graduacéo.

A todos que nao citei, mas que de alguma forma contribuiram para o meu
desenvolvimento académico e possibilitou a realizagéo deste trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.



SUMARIO
CAPITULO 1 - CONSIAEIAGHES GEIAIS. ... ...ecveiveeeeeieeeieieeseeeteseeeeeste s seeseee e sreesessnens 1
1.1, INETOTUGEO ... 1
1.2, ODJELVOS ... 2
1.3, ReVISA0 de lIteratura ........ccoeeeieeeeee e 3
1.3.1. Montagem do genoma Bubalino .............ccoovvriiiiiiii e, 4
1.3.2. ASSINAtura de SElECAOD ........ccoeiiiieeeeee e 6
S ST (=T €= o = LSRR 7

CHAPTER 2 - Updating the Axiom buffalo genotyping array map and mapping cattle

guantitative trait loci to the new water buffalo genome............ccccviiiieii e, 11
/220 R 01 1 To [ T £ o 11
2.2.  Material and Methods.............uuuiiiiiiiie e 12

2.2.1. Mapping unmapped ABG SNP markers to buffalo genome................. 12
2.2.2.  Autozygosity estimates with a new and conventional map .................. 14
2.2.3. Mapping cattle QTL to buffalo assembly...........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 14
2.3, RESUIS e 15
2.3.1. Mapping unmapped ABG SNP markers to buffalo genome................. 15
2.3.2.  Selection signatures with a new and conventional map....................... 17
2.3.3. Mapping cattle QTL to buffalo assembly...........ccccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 17
22 @7 T 1113 [ o U 18
2.5, RETEIENCES... ..o 18
2.6.  Supplementary Material ............ccooooiieiiiiiiiii e 20

CHAPTER 3 - Inbreeding coefficients and runs of homozygosity islands in Brazilian

L2 L= G 0 101 = 101 RPN 21
G 200 O [ 0T [ {1 o] o 22
3.2.  Material and Methods............uuuiiii i 23

3.2.1. Samples and Genotypic Information ...............cccoeeveiiiiiiiiiiiiiieee, 23
3.2.2. Identification Of ROH..........coiiiiiiiiiiiieic e 24
3.2.3.  Estimation of Inbreeding CoeffiCientsS...............uuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines 24
3.2.4. lIdentification of Signatures of Selection..........cccccoooovviiiiiiiiiie, 25

3.2.5. Exploring Regions in Signatures of Selection ..........cccccooeevvviiiiieeninnnnnn. 25



G R TR L= {1 ]| £ 25
3.3 1. INBrEEAING ..coviiii i ——————— 26
3.3.2.  Signatures of SEIECHON ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 28

I S I 1o U= (o R 31

G T o o1 013 (o] 1S 35

LG T = U= (=7 ] [ 36

3.7.  Supplementary Material ................uuuueumumimmiiiiiiiiiiiiiiii e 42

CHAPTER 4 - Identification of footprints of ongoing selection in dairy Murrah buffaloes
.................................................................................................................................. 57

vt O [ 11 0T [T 1 57

4.2.  Material and MethodS...........oiiiii i e e eaenes 58
4.2.1. Samples and Genotypic INfOrmMation .................eueeemmimimiimiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 59
4.2.2. Imputation and Phasing ..........coeuuiiiiiiiiieceeeeeiis e 59
4.2.3. Identification of Signatures of Selection.............c.coooovviiiiiiiiieeeeeeenn, 59
4.2.4. Exploring Regions in Signatures of Selection .............cccccccvvviiiiiinnnnnns 60

4.3.  ReSUItS aNd DiSCUSSION ......uuuiiiiieiiiiiiiiiiiie e e e e e e e ettt e e e e e e e eeeasann e e e e eeeeennnns 61
e R |11 G PPRPRP 62
4.3.2. HeaIth ..o 63
V200G T0C TR = 1Y o] o To [1 11 1] o PR 63

SO0 od 1] o] g SRR 65

T L= (=T =] Vo RPN 65

4.6. Supplementary Material .............cooooriiiiiiii e 70



DETECCAO DE ASSINATURAS DE SELECAO EM BUFALOS LEITEIROS
(Bubalus bubalis)

RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi aperfeicoar o mapa do painel
Axiom Buffalo Genotyping (ABG) com mapeamento de SNPs com posicao indefinida
SNPs e predizer a localizagcdo gendmica de QTL (Quantitative Trait Loci) bovinos no
genoma bubalino por meio de alinhamento local. Além de identificar assinaturas de
selecdo em rebanho da raca Murrah, buscando genes e QTL relacionados a aspectos
raciais e produtivos da espécie. Foram utilizados 865 animais genotipados com o
painel ABG. Todas as sequéncias das sondas (123.040) foram realinhadas contra o
genoma bubalino (UOA_WB_1) usando o BLAST, ja as sequencias dos QTL bovinos
foram alinhadas com o genoma do bufalo usando o Burrows-Wheeler Aligner. O
controle de qualidade dos genotipos foi realizado com a remocédo de marcadores néo
autossdmicos, duplicados, com Call ratesne e Call rateamostra inferiores a 0,95 e 0,90
respectivamente. Para a identificacdo de assinaturas de selecdo por ROH (Runs of
homozygosity), 0os seguintes parametros foram utilizados: regido gendmica com
comprimento homozigoto maior que 1Mb; minimo de 30 SNP em homozigose; ao
menos 1 SNP por 100 kb; intervalo méximo entre dois SNPs de até 500 kb; e no
maximo 1 locus heterozigoto por segmento. A andlise de iHS (Integrated Haplotype
Score) foi realizada com o software SELSCAN. As médias de |iHS| foram estimadas
em janelas de 500 kb, com 250 kb de sobreposicdo. Sendo consideradas assinaturas
de selecdo as janelas com valores médios de |iHS| superior a 2,36 (0,1% superior).
Foram estimados os niveis de endogamia, onde os coeficientes de endogamia foram
calculados a partir da matriz de parentesco genémico (Fcrwm), pedigree (Frep) e ROH
(Fron). O numero de SNP mapeados aumentou de 106.778 no mapa ABG para
116.708 em nosso mapa. As assinaturas de selecdo foram identificadas usando o
Novo mapa e o mapa ABG. Houve intensificacdo dos picos de autozigosidade e
surgimento de novos no BBUS e BBU11 quando todos os marcadores no novo mapa
foram utilizados. Apds alinhamento e controle de qualidade, 63.995 QTL bovinos
foram mapeados com sucesso para o genoma do bufalo. Assim, o novo mapa de SNP
pode melhorar os resultados das anéalises genémicas, por meio do aumento de 9.930
SNPs e reducao do espacamento médio do marcador em ~2kb. Devido a homologia
entre bovinos e bufalos, as coordenadas dos QTL apresentados neste trabalho,
podem ser consideradas potenciais QTL em bufalos, levando a apresentacdo do
primeiro banco de dados de QTL de bufalos. Do total de animais, 350 tiveram ROHs
superiores a 10 Mb e comprimento médio por animal de 4,28 + 1,85 Mb. Coeficiente
de endogamia utilizando informacdo de pedigree teve baixa correlacdo com
estimativas gendmicas. As estimativas de Fcrm foram maiores que as obtidas por meio
do Frep e Fron. Andlises baseadas em ROH identificaram assinaturas de sele¢éo nos
cromossomos autossémicos 1, 2, 3, 5, 16 e 18, enquanto iHS identificou regides em
assinatura de selecédo localizadas nos cromossomos 1, 6, 7, 9, 14 e 23. Ambas
analises abrangeram genes e QTL previamente relacionados a caracteristicas de
producéo de leite, reproducéo, morfologica e resposta imune. Os niveis de endogamia
nessa populagdo ainda séo baixos, mas devem ser gerenciados para evitar perdas
futuras devido a depressao por endogamia.

Palavras-chave: Autozigosidade; Murrah; endogamia



SCANING OF SELECTION SIGNATURES IN DAIRY BUFFALO (Bubalus bubalis)

ABSTRACT - The aim of the present work was to improve the map of Axiom
Buffalo Genotyping array with determining the positions of ~10 thousand SNPs and to
predict the genomic location of QTL (Quantitative Trait Loci) cattle in the buffalo
genome using local alignment. In addition to identifying signature of selection in a
Murrah breed herd, looking for genes and QTL related to racial and productive aspects
of the specie. A population of 865 animals genotyped with the Axiom Buffalo
Genotyping (ABG) panel was used. All probe sequences (123,040) have been
realigned with buffalo genome (UOA_WB_1) using BLAST, however the sequences of
bovine QTL were aligned with the buffalo genome using the Burrows-Wheeler Aligner.
The quality control of the genotypes was carried out with the removal of duplicate non-
autosomal markers, with call ratesne and call ratesample less than 0.95 and 0.90
respectively. For the detection of signature of selection by ROH (Runs of
homozygosity), the following parameters were used: genomic region with homozygous
length greater than 1Mb; minimum of 30 SNP in homozygosis; at least 1 SNP per 100
kb; maximum interval between two SNPs up to 500 kb; and no more than 1
heterozygous locus per segment. Integrated Haplotype Score (iHS) analysis was
performed with the SELSCAN software. The averages of |iIHS| were estimated in 500
kb windows, with 250 kb of overlap allowed. Where selection signatures were the
windows with mean values of [iHS| greater than 2.36 (top 0.1%). The inbreeding of
coefficients were calculated from the genomic relationship matrix (Ferm), pedigree
(Freo) and ROH (Frow). The number of SNP mapped increased from 106,778 in ABG
map to 116,708 in our map. We identified signatures of selection using the new map
and the ABG map. There was an intensification of peaks of autozygosity and the
appearance of new ones in the BBU5 and BBU11 when we used all the markers on
the new map were. After alignment and quality control, 63,995 cattle QTL were
successfully mapped to the buffalo genome. Thus, the new SNP map can improve the
results of genomic analyzes, by increasing 9,930 SNPs and reducing the average
marker spacing by ~ 2kb. Due to the homology between cattle and buffaloes, the
coordinates of the QTL presented in this work can be considered potential buffalo
QTLs, leading to the presentation of the first buffalo QTL database. Of the total
animals, 350 had ROHSs greater than 10 Mb and average length per animal of 4.28 +
1.85 Mb. Inbreeding estimates of the pedigree had a low correlation with genomic
estimates. The estimates of Ferm Were higher compared to Frep and Fron. Analysis of
selection signatures based on ROH highlighted regions on autosomal chromosomes
1, 2, 3,5, 16 and 18, while iHS identified regions located on chromosomes 1, 6, 7, 9,
14 and 23. The regions of both analyzes were in overlap with genes and QTL
previously related to traits of milk production, reproduction, morphology and immune
response. Inbreeding levels in this population are still low, but must be managed to
avoid future losses due to inbreeding depression.

Keywords: Autozygosity; Murrah; inbreeding



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1.1. Introducéo

Embora a bubalinocultura seja relativamente recente no Brasil, € considerada
promissora na pecuaria leiteira. Isto ocorre devido a combinacao do bom desempenho
produtivo e rusticidade, conferindo aos bufalos maior resisténcia a doencas
parasitarias e adaptacao as condi¢des climaticas brasileiras (Bernardes, 2007a).

A composicgéo fisico-quimica do leite de bufala favorece a sua conversdo em
derivados lacteos, como a mozzarela, devido ao maior teor de rendimento e valor
agregado (Bernardes, 2013; Seno et al., 2007). Assim, contribuindo para a cadeia da
industria brasileira de leite, que teve no ano de 2019 um faturamento de
aproximadamente R$ 33 bilhdes (MAPA, 2019).

Apesar da producéo leiteira de origem bubalina ser uma atividade de interesse
para industria, praticas de melhoramento genético visando aumentar a produtividade
ainda ndo alcancam proporcdes como as aplicadas a rebanhos bovinos (BORGHESE;
MAZZI, 2005). Este cenario comegou a mudar com surgimento de programas de
controle leiteiro, avaliacdo genética e uso de indices de sele¢cédo (Seno et al., 2007).
Atualmente as técnicas de selecéo tradicionais podem ser aliadas a informacoes
gendmicas. Nesse sentido, o lancamento do painel de genotipagem para bufalos
possibilitou a obtencdo de gendtipos para 90.000 marcadores, proporcionando que
estudos gendmicos se tornem tendéncia para essa espécie (Ghoreishifar et al., 2018;
lamartino et al., 2017).

Devido a baixa qualidade da montagem do genoma bubalino da versao lancada
em 2013 (Williams et al., 2017), o mapa dos SNPs do painel bubalino foi desenvolvido
com base no genoma de referéncia bovino (UMD v3.1). Isto acarretou em dificuldades
para analises dependentes do posicionamento dos marcadores no genoma (Zimin et
al., 2009). Em 2018 um novo genoma de referéncia do bufalo foi publicado, o que
possibilitou a atualizacdo das posicbes dos marcadores para a espécie (Low et al.,
2019). Entretanto, com a atualizacdo do mapa, SNPs que antes possuiam posicoes
definidas, passaram a ter coordenada desconhecida para o genoma bubalino,

ocasionando perda de densidade e consequentemente menor cobertura do gendémica.



Entre as analises genbmicas que podem se beneficiar da atualizacdo do
assembly bubalino, esta a identificacdo de assinaturas de selecdo. Analises de
assinaturas de selecdo permitem identificar regiées que foram afetadas em reposta a
domesticacdo, adaptacdo e caracteristicas produtivas devido a reducdo de
diversidade genética em localidades genbmicas especificas, afetadas pela selecéo
(Ghoreishifar et al., 2018; Kim et al., 2013; Zavarez et al., 2015; Zhang et al., 2015).
Essas informacbes podem contribuir para o planejamento de esquemas mais

eficientes de programas de melhoramento genético (Mokhber et al., 2018).

1.2. Objetivos

Aperfeicoar o mapa do painel Axiom Buffalo Genotyping com a determinagao
das posicoes de SNPs ndo mapeados e predizer a localizagdo gendmica de QTL
(Quantitative Trait Loci) bovinos no genoma bubalino por meio de alinhamento local.
Além de identificar assinaturas de selecdo em rebanho da raca Murrah, buscando

genes e QTL relacionados a aspectos raciais e produtivos da espécie.
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4.4. Conclusions

The methodology used was able to identify genomic regions potentially affected
by selection in at buffalo population. The presence of genes and QTL related to
characteristics of economic importance such as milk production, milk components and
reproduction, suggests that these differentiated genomic patterns have been
established due to contemporary selection for productive improvements in the studied

population.
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