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ASSINATURAS DE SELECAO EM BOVINOS DA RACA CANCHIM

RESUMO - Recentes avancos tecnologicos em genética permitiram a genotipagem
de espécies de interesse zootécnico, como 0s bovinos. Foram desenvolvidos painéis
de genotipagem com diferentes densidades de marcadores do tipo polimorfismos de
nucleotideo Uunico (“single nucleotide polymorphism” - SNP). Painéis de alta
densidade permitiram maior cobertura do genoma e possibilitaram sua aplicacdo em
diferentes tipos de estudos, como a identificacdo de regibes do genoma
conservadas devido a selecdo. Tais regibes sdo denominadas assinaturas de
selecdo (AS). As AS sdo detectaveis por diferentes metodologias, como a
Homozigose do Haplotipo Estendido (“extended haplotype homozygosity” — EHH) e o
Escore de Integracdo dos Haplotipos (“integrated haplotype score” - iHS), sendo esta
ultima derivada da EHH. O objetivo desse trabalho foi identificar regibes de AS em
bovinos de corte da raca Canchim, genotipados com painel de alta densidade,
visando futuras aplicagbes no melhoramento genético animal. O pacote rehh do
programa R foi utilizado para identificacdo de AS por meio da metodologia iHS.
Foram utilizados registros de 285 animais da raca Canchim, 114 do grupo genético
MA e um da raca Charolés. Todos os animais (amostras) foram genotipados com o
painel lllumina BovineHD BeadChip (786.799 SNPs) e provenientes da base de
dados da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP. O controle de qualidade de
genotipos (CQ) foi realizado por meio do pacote snpStats, do R. Apés o CQ,
restaram 687.655 marcadores SNP e 396 amostras. Foi utilizado o programa
BEAGLE para a inferéncia das fases de ligacdo e constru¢do dos haplétipos, etapa
necesséria para utilizacdo da iHS. A estatistica iHS para cada um dos marcadores
foi transformada em p;ys para conveniéncia da andlise dos resultados. Valores de
pins = 5 foram observados nos cromossomos BTA (Bos taurus) 5 e 14, com 39 e
nove SNPs estatisticamente significativos (P<0,00001), respectivamente. Para
auxiliar na delimitacdo de regibes de AS, foram construidas janelas em cada
cromossomo, em intervalos de um milhdo de pares de base. Dentro de cada janela
foi analisada a regido candidata entre a posicdo do primeiro e Uultimo SNP
significativo (P<0,00001), em busca de genes e loci de caracteres quantitativos
(QTL). Os QTL encontrados em regides candidatas com maior densidade de SNPs
estavam associados, de maneira geral, a caracteristicas de imunidade, de qualidade
de carne e carcaca e caracteristicas produtivas e reprodutivas. Os SNPs
significativos (P<0,00001) foram inspecionados quanto a localizagédo, se dentro ou
proxima de genes. Os genes encontrados desempenham papéis no metabolismo de
compostos, biossintese da melanina (pigmentacdo), desenvolvimento embrionario e
0sseo, entre outras funcdes. A identificacdo de AS recente evidencia que o0s
processos de selecdo conduzidos na raga Canchim e suas formadoras, como o
Charolés, estdo conservando regides gendmicas especificas, principalmente nos
BTA 5 e 14. Tais regides podem estar associadas a caracterizacao do Canchim,
sendo assim regides de grande importancia para a manutencdo e melhoramento da
raca. Os resultados podem auxiliar futuros estudos de associacdo e selecao
genbmica ampla, fornecendo suporte para o avanco na area de melhoramento
genético animal em bovinos de corte.

Palavras-chave: bovinos de corte, EHH, iHS, raca sintética, SNP



SELECTION SIGNATURES IN THE CATTLE CANCHIM BREED

ABSTRACT - Recent technological advances in genetics have allowed the
genotyping of livestock species such as cattle, by means of single nucleotide
polymorphism (SNP) chip panels. High-density SNP panels have allowed greater
coverage of the genome and its application in different studies, such as the
identification of conserved regions of the genome due to selection. Such regions are
known as selection signatures (SS). The SS are detectable by various methods, such
as the extended haplotype homozygosity (EHH); and the integrated haplotype score
(iHS), which is derived from the HHE. The aim of this study was to identify regions of
SS in Canchim beef cattle, genotyped with high-density SNP panel, and evaluate its
future application in animal breeding. The rehh package of the R software was used
for identification of SS through the iIHS methodology. Data on 285 Canchim animals,
114 “MA” genetic group (cross between Charolais sires and Canchim-zebu dams),
and one Charolais breed individual were used. The database used in this study was
provided by Embrapa Cattle Southeast (S&o Carlos, SP, Brazil), which contains
animals (samples) genotyped with the lllumina BovineHD BeadChip panel (786,799
SNPs). The quality control of genotypes (QC) was performed through snpStats
package present in R. After the QC, a total of 687,655 SNP markers and 396
samples remained for SS analysis. The BEAGLE software was used to infer the
linkage phase and to construct the haplotypes. The iHS statistic for each marker was
transformed into piHS for better understanding of the results. On the Bos taurus
(BTA) chromosomes 5 and 14 were observed piHS = 5 (P <0.00001), with 39 and
nine statistically significant SNPs, respectively. Windows of one million base pairs
each were built to assist in the delimitation of SS regions. Within each window we
analyzed the candidate region between the position of the first and last statistically
significant SNP in order to search genes and quantitative trait loci (QTL). QTL for
immunity, meat and carcass quality, and productive and reproductive traits were
found in candidate regions. The statistically significant SNPs were surveyed to its
corresponding gene or to surrounding genes. We have found genes that play
important role on metabolism of compounds, biosynthesis of melanin (pigmentation),
and embryonic and bone development, among other functions. The observation of
recent SS indicates that the selection processes conducted in Canchim, as well as in
the founder breeds (i.e. Charolais), are maintaining specific genomic regions,
particularly in BTA 5 and 14. Such regions may be associated with the
characterization of Canchim breed, thus these regions are of great importance for the
maintenance and breeding of Canchim cattle. Our results provide support for cattle
breeding and may aid in future association studies and genome-wide selection in
Canchim breed.

Keywords: beef cattle, EHH, iIHS, SNP, synthetic breed



1. INTRODUCAO

A populacdo mundial é estimada em 7,2 bilhdes de pessoas, logo a demanda
por alimentos € extremamente grande (SILVA, 2013). A carne bovina € uma das
principais fontes de proteina para a alimentacdo humana e, no ano de 2013, o Brasil
ocupou as posi¢coes de maior produtor mundial e de maior exportador deste alimento
(USDA, 2014). Informacgbes divulgadas recentemente indicam que as perspectivas
sdao de aumento desta producdo para o ano subsequente (ABIEC, 2014).
Atualmente, o rebanho bovino brasileiro é formado por aproximadamente 208
milhdes de cabecas e constituido principalmente por racas de origem zebuina
(ABIEC, 2014). As racas zebuinas apresentam grande adaptabilidade ao clima e
manejo predominantes no Brasil (clima tropical e manejo extensivo em regime de
pastagens), assim como resisténcia aos principais parasitas aqui existentes. Por
isso, sdo muito utilizadas no pais, tanto as racas zebuinas puras, como as cruzadas
e sintéticas originarias destas. O Canchim € uma destas racas sintéticas (proporcéo
aproximada de genes 5/8 Charolés e 3/8 Zebu), a qual apresentou na sua formagéao
gualidade e rendimento de carne e adaptabilidade satisfatéria ao clima brasileiro.
Tais caracteristicas resultaram do efeito de complementaridade entre as racas
utilizadas na constituicdo do Canchim (ALENCAR, 1988).

Considerando a demanda mundial por alimentos cada vez maior e a
dimenséo e importancia da bovinocultura de corte para o Brasil e para o mundo, faz-
se necessario desenvolver metodologias e técnicas para aumentar a producéo e a
produtividade dessa atividade. Pesquisas em diversas areas podem contribuir para
esse aumento, sendo as areas de nutricdo, sanidade, manejo e genética,
fundamentais para alcancar esse objetivo. Estas areas de estudo estdo em
constante evolucdo e sdo suscetiveis a mudancas e melhorias. Em genética, por
exemplo, pesquisas na area genbmica permitiram o sequenciamento do genoma
bovino (Bos taurus taurus) (THE BOVINE GENOME SEQUENCING AND ANALYSIS
CONSORTIUM, 2009), além da construcdo dos haplétipos nesta espécie (THE
BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009). Estes resultados possibilitaram o



desenvolvimento dos chips de genotipagem de alta densidade, por meio dos quais
estdo sendo realizadas inimeras pesquisas de grande impacto na producdo animal.

Dentro da producdo animal, o melhoramento genético € uma ferramenta
utilizada para direcionar o desempenho produtivo de um rebanho, no qual se
objetiva a permanéncia de alelos favoraveis para determinada caracteristica na
populacdo. O sequenciamento e a genotipagem tém revolucionado o melhoramento
genético animal, pois estudos que utilizam estas ferramentas permitem a
caracterizacdo de individuos, a analise de diferencas encontradas entre estes,
associacdo de gendtipos e fendtipos, estimacdo de valores genéticos gendmicos,
entre outros resultados que, em geral, possibilitam ganhos genéticos maiores e mais
acurados em relacdo a selecdo tradicional, que utiliza apenas informacoes
fenotipicas e de parentesco. Atualmente, devido ao menor custo em relacdo ao
seqguenciamento, a genotipagem vem sendo utilizada com maior frequéncia em
pesquisas agropecuarias, principalmente a genotipagem com chips de alta
densidade, que possui maior cobertura do genoma.

A genotipagem com chips de alta densidade baseia-se em marcadores
genéticos tais como os polimorfismos de nucleotideo Unico (“single nucleotide
polymorphism” - SNP), que sdo caracterizados pela alteragdo de um nucleotideo em
uma unica posi¢cado do genoma e que permitem a identificacdo, em cada animal, de
grande numero de marcadores moleculares. Para dimensionar a importancia e a
abrangéncia de trabalhos com esses marcadores, estudos como 0s de associacao
gendmica ampla (“genome wide association studies” - GWAS) e a selegao utilizando
dados genbmicos, conhecida como selecdo genbmica ampla (“‘genome wide
selection” - GWS) (MEUWISSEN; GODDARD; HAYES, 2001), podem ser
conduzidos com o auxilio da genotipagem com chips SNP de alta densidade em
animais de producéo.

Estudos com marcadores SNP também permitem identificar regibes do
genoma gque sdo mantidas de geracdo para geracdo devido a selecdo, ou seja,
regides conservadas, as quais presumivelmente possuem os alelos associados as
caracteristicas de interesse. Tais regides sdo denominadas assinaturas de selecao,
e sdo detectaveis por diferentes tipos de metodologias. Atualmente, destacam-se

algumas metodologias especificas para identificacdo de assinaturas de selecéo



recente, como a Homozigose do Haplétipo Estendido (“extended haplotype
homozygosity” — EHH) (SABETI et al.,, 2002) e o Escore de Integracdo dos
Haplotipos (“integrated haplotype score” - iHS), sendo esta Ultima proposta por
Voight et al. (2006) e derivada da EHH.

Quando se trabalha com dados de genotipagem em alta densidade, ou seja,
com grande numero de informacdes, faz-se necessario o uso de equipamentos
computacionais de grande poder de processamento (“hardware”) e programas
especificos (“software”), de acordo com o objetivo do estudo. Dentre os diversos
programas existentes para estudos académicos, o programa estatistico R (R CORE
TEAM, 2013) tem se destacado por ser gratuito, de cddigo aberto, no qual
pesquisadores e estudantes podem utilizar e desenvolver pacotes de propdsitos
especificos em diversas areas, incluindo a genética e a genémica. Dentre os varios
pacotes existentes para genémica, ha um que permite a identificacdo de assinaturas
de selecdo pela metodologia iHS, o rehh (GAUTIER; VITALIS, 2012). Além deste
pacote do R, existem outros programas com 0 mesmo objetivo, porém com
metodologias diferentes, como por exemplo, o sweep (SABETI et al.,, 2002), que
utiliza a EHH e o Genepop (ROUSSET, 2008) que utiliza a estatistica F, a qual
evidencia a distancia genética entre individuos ou populagbes para facilitar a
identificac&o de regides selecionadas (WEIR et al., 2005).

A identificacdo de regides de assinaturas de selecdo em um rebanho de
bovinos de corte da raca Canchim, a qual apresenta boa adaptabilidade ao clima e
tipo de manejo predominantes no pais, permite que se estude genes ou loci de
caracteristicas quantitativas (“quantitative trait” loci - QTL) presentes nestas regides
e sua relacdo com os fenoétipos utilizados nos critérios de selecédo da populacéo. Isto
permite  melhor compreensdo dos processos biolégicos envolvidos nas
manifestagBes fenotipicas e pode fornecer subsidios para estudos futuros de
associacao e selecao genémica ampla. Por isso, 0 estudo de regides de assinaturas
de selecdo é de grande importancia para o melhoramento genético animal e, em

particular, para a ragca Canchim.



2. OBJETIVOS

Identificar e caracterizar assinaturas de selecéo por meio da analise de um banco
de dados de bovinos de corte da raca Canchim genotipados com painéis de alta

densidade, visando futuras aplicagbes no melhoramento genético animal.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A Raca Canchim

O Canchim é uma raca sintética de bovinos de corte desenvolvida no Brasil
pelo Médico Veterindrio e Zootecnista Dr. Antonio Teixeira Vianna. Os estudos para
o desenvolvimento desta raca tiveram inicio em 1940, na Fazenda de Criacdo de
Sao Carlos, também conhecida por Fazenda Canchim, atualmente unidade da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), com designacdo Embrapa
Pecuaria Sudeste. Véarios esquemas de acasalamento foram utilizados durante os
estudos e, na época, 0s animais que apresentaram melhor desempenho possuiam
composicdo génica aproximada de 5/8 Charolés e 3/8 Zebu, tendo precocidade para
caracteristicas de crescimento e reprodutivas e boa conformacdo para corte
(caracteristicas da raca Charolés), resisténcia ao calor e a parasitas (caracteristicas
dos zebuinos) e uniformidade de pelagem (ALENCAR, 1988). De acordo com a
Associacdo Brasileira de Criadores de Canchim (ABCCAN), o rebanho bovino
brasileiro da raca Canchim estava estimado em 30 mil cabecas em 2008, sendo que
a populacdo de animais meio-sangue somava 3% do rebanho bovino total, algo em
torno de 4,8 milhGes de cabecas (ABCCAN, 2008). Atualmente, o plantel de matrizes
Canchim registradas é da ordem de 10 mil cabec¢as, com criadores nos Estados do
Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul (ABCCAN, 2013a).

Diferentes linhagens de Canchim podem ser obtidas de acordo com o sistema
de cruzamento utilizado, sendo que nestes séo utilizados animais puros de racas

zebuinas e da raca Charolés, além de animais cruzados entre essas ragas, como



por exemplo, o grupo genético MA, que sao filhos de touros Charolés com fémeas
cruzadas % Canchim X % Nelore (ALENCAR, 1988). Atualmente, a raca zebuina
mais utilizada é a Nelore, e para o Charolés, muitos criadores tém optado pelo
Charolés americano, que, embora de menor porte do que O europeu € mais
adaptado a criacdo em pastagens, sendo mais rustico e mais fértil. A raga Canchim,
por ser sintética, permite, por meio do desenvolvimento de novos sistemas de
acasalamento, usar a selecdo ocorrida nas suas racas formadoras, além da selecéo
na propria raca, como fator importante para o seu desenvolvimento (ABCCAN,
2013b).

A avaliacdo genética da raca Canchim é realizada desde 1999, em parceria
entre a ABCCAN e a Embrapa, por meio do programa de melhoramento genético
animal Geneplus. As caracteristicas utilizadas na avaliacdo genética incluem os
pesos ao nascimento, aos 210 (desmama) e 420 (sobreano) dias de idade,
perimetro escrotal e conformacéo frigorifica a desmama e ao sobreano, peso da
vaca a desmama do bezerro, idades ao primeiro e ao segundo parto e 0s escores de

gualidade de pelagem e de umbigo a desmama.

3.2. Selecdo e Gendmica no Melhoramento Genético Animal

Profissionais da producédo animal utilizam conhecimentos de diversas areas
para melhorar a producdo e produtividade de suas atividades, mantendo-as
economicamente viaveis. Varias ferramentas, resultantes de diversos estudos,
podem ser utilizadas para direcionar os objetivos produtivos como, por exemplo, a
selecdo, uma das principais ferramentas do melhoramento genético animal. A
selecéo consiste na escolha dos pais da préxima geracdo, baseada geralmente na
DEP (Diferenca Esperada na Progénie) dos animais, a qual é calculada utilizando
dados fenotipicos e de parentesco da populagdo. Por meio da selecdo artificial, o
produtor mantém alelos desejaveis no seu rebanho, os quais, em sincronismo com
as demais areas (nutricdo, manejo e sanidade animal), podem resultar em
desempenho fenotipico satisfatorio.

Os estudos dentro da genética animal avancam em diferentes sentidos, com o

objetivo de compreender a expressao e interacdo génica e os efeitos da interacéo



gendtipo-ambiente. A gendmica possibilita o estudo do conteddo do DNA e tem se
desenvolvido e se tornado uma ferramenta Util em estudos genéticos de diferentes
tipos de populacdes e espécies. Na producdo animal, a principal contribuicdo da
genbmica para a bovinocultura ocorreu com o sequenciamento do genoma bovino, o
gual forneceu valiosos recursos para a compreensédo da evolucao dos mamiferos e o
avanco da genética pecuaria para producdo de leite e carne (THE BOVINE
GENOME SEQUENCING AND ANALYSIS CONSORTIUM, 2009).

A evolucdo nos estudos de genética e melhoramento animal ndo teria
alcancado o patamar atual se ndo fosse pela utilizagdo de marcadores moleculares.
Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) estdo entre os marcadores
moleculares mais utilizados nestes estudos. Os SNPs se baseiam na deteccéo de
polimorfismos resultantes da alteracdo de unico nucleotideo na molécula de DNA,
sdo abundantes e distribuidos por todo o genoma, sendo a forma de variacdo mais
frequente no DNA. Em contraste com os marcadores mais polimorficos, como
microssatélites, os SNPs tém baixa taxa de mutacao recorrente e sua genotipagem é
passivel de alto rendimento, de acordo com a metodologia utilizada (THE
INTERNATIONAL SNP MAP WORKING GROUP, 2001). Com o desenvolvimento de
painéis de alta densidade para genotipagem baseada em marcadores SNP (THE
BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009), estudos de GWAS tornaram-se
ferramentas extremamente importantes em estudos genéticos.

Lande e Thompson (1990) sugeriram o procedimento conhecido como
selecéo assistida por marcadores (“marker-assisted selection” - MAS) para aumentar
a eficiéncia da selecao genética. A MAS é baseada na deteccdo, mapeamento e uso
de Loci de Caracteristicas Quantitativas (“quantitative trait” loci - QTL), que s&o
regides do genoma associadas estatisticamente a determinada caracteristica
guantitativa alvo (FALCONER; MACKAY, 1996). Porém, esta metodologia apresenta
diversos aspectos que tornam sua implantagdo limitada, como o estabelecimento de
associacfes marcadores-QTL para cada familia em avaliacdo, sendo necessario um
tamanho de familias avaliadas e genotipadas da ordem de 500 ou mais, e 0s ganhos
de eficiéncia muito reduzidos quando colocado em pratica (DEKKERS, 2004).
Meuwissen, Goddard e Hayes (2001) propuseram a incorporagdo de informagao

genbmica no processo denominado selecdo gendémica ampla (GWS), a qual é



baseada no valor gendmico dos animais (“genomic estimated breeding values” -
GEBYV), predito a partir de marcadores moleculares de alta densidade presentes ao
longo de todo o genoma. Este valor pode possuir maior acuracia que a DEP
tradicional, e também pode ser obtido precocemente, o que auxilia na diminuicdo do
intervalo de geracdo e aumenta o ganho genético anual na populacdo sob selecao.
A GWS e a GWAS sédo amplas porque abrangem todo o genoma, devido ao uso de
painéis de alta densidade, o que permite capturar grande parte dos genes que

afetam um carater quantitativo.

3.3. Assinaturas de Selecao

A selecdo em uma populacdo pode ocorrer de maneira natural ou artificial,
sendo esta Ultima a que ocorre com base nos métodos de melhoramento genético.
Quando a selecéo positiva acontece em uma populacao, tanto de maneira natural
como artificial, alguns loci adjacentes as mutac¢des favoraveis em um cromossomo
sdo transmitidos através das geracdes e segregam de forma dependente, com
frequéncias alélicas altas e ndo esperadas em situagdes ao acaso, ou seja, estdo
em desequilibrio de ligacdo (“linkage disequilibrium” - LD) com a mutacao favoravel
(GODDARD et al., 2009). Esses loci adjacentes, denominados haplétipos, que séo
transmitidos em conjunto com o0s genes selecionados definem o que se
convencionou chamar de assinaturas de selecdo. A selecdo positiva recente é
caracterizada pelo aumento do LD e diminuicdo da variabilidade genética na
populacdo (WIENER et al., 2003), a qual é ocasionada pela rapida fixacdo das
mutacdes favoraveis as caracteristicas selecionadas (KIM; NIELSEN, 2004).

Assinaturas de selecdo recente sdo regibes estendidas presentes em alta
densidade no genoma de uma populacao sob selecdo natural ou artificial, nas quais
presume-se que estejam os alelos favorecidos na selecdo e, consequentemente,
existam genes responsaveis por expressar caracteristicas fenotipicas selecionadas.
Como exemplo, em uma populacdo sob selecdo natural, uma nova mutacao
favoravel aumentarda sua frequéncia ao longo das geracdes. Quando o alelo
positivamente selecionado alcanca alta frequéncia, verifica-se que os alelos nas

proximidades ligados a ele também aumentaram sua frequéncia (efeito carona -



“hitchhike”), devido ao LD, conservando nédo so6 o alelo favoravel, mas uma regiédo do
genoma anexa a ele (efeito “selective sweep” ou arrasto seletivo), caracterizando tal
regido como uma assinatura ou indicio de selecao (Figura 1).

Em estudos gendmicos, as assinaturas de selecdo podem ser estimadas em
uma populagéo selecionada (natural ou artificialmente) e genotipada utilizando chips
de marcadores SNP de alta densidade, por meio da varredura dos gendtipos. A
identificacdo de assinaturas de selecdo pode tanto auxiliar na identificacdo de
regides do genoma que controlam caracteristicas quantitativas que estdo sob
selecdo (QTL), quanto possibilitar a identificacdo de genes associados as variagdes
fenotipicas dessas caracteristicas de interesse na populacdo, permitindo maior
compreensao da evolucao e biologia envolvidas nas manifestacdes de um fenaotipo e
fornecendo ferramentas para aumentar a eficiéncia de selecéo. Varios metodos tém
sido desenvolvidos para a deteccdo de assinaturas de selecdo por analises
genOmicas, que sdo, em geral, baseados em comparacOes entre as distribuicdes
das frequéncias alélicas entre populacdes (STELLA et al., 2010). As Tabelas 1 e 2,
adaptadas de Vitti, Grossman e Sabeti (2013), classificam as diversas metodologias
para deteccéo de selecéo, considerando a abordagem de cada uma, embasamento
tedrico e o teste utilizado para a deteccdo das assinaturas de selecdo. Na Tabela 1
sdo apresentados os métodos frequentemente utilizados para detectar eventos de
selecdo ocorridos no passado distante, os quais refletem as tendéncias
macroevolutivas, que ocorrem como resultado da selecdo entre e dentro de uma
espécie. Na Tabela 2 sdo apresentados os métodos que identificam eventos de

selec@o microevolutivos, mais recentes, dentro de uma espécie.
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Figura 1. Esquema demonstrando a criagdo da “selective sweep”, ou arrasto
seletivo. Observam-se os alelos ao longo do cromossomo de diferentes
individuos, incluindo o alelo selecionado (em vermelho), antes e apos a
selecdo. Os alelos ancestrais (originados de ancestral comum) estdo em
cinza e os derivados (originados por mutacdo ou fluxo génico) em azul.
ApoOs a selecdo, o alelo favoravel (vermelho) alcanca alta frequéncia, os
alelos nas proximidades, ligados a ele, também aumentam sua frequéncia
(efeito carona - “hitchhike”), devido ao desequilibrio de ligacédo entre eles,
conservando uma regidao do genoma (“selective sweep”) e criando uma
assinatura de selecdo. Adaptada de Schaffner e Sabeti (2008)
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As pesquisas pioneiras na identificacdo de regides de assinaturas de selecéo
sao principalmente com humanos, em que se busca maior entendimento da
evolucao genética de uma populacdo como resposta a determinado ambiente, como
por exemplo, quais alteracfes a selecao natural ocasiona no genoma de populacdes
resistentes a algum tipo de enfermidade. Gradativamente, devido a diminuicdo dos
custos de sequenciamento e genotipagem e expansao dos estudos genémicos para
espécies de producéo, trabalhos com assinaturas de selecdo em bovinos surgem
ano apos ano, utilizando principalmente dados de genotipagem com marcadores
SNP (QANBARI et al., 2010; GAUTIER; NAVES, 2011; SOMAVILLA et al., 2012;
UTSUNOMIYA et al., 2013; KEMPER et al., 2014). Para definir a metodologia a ser
utiizada em estudos de deteccdo de assinaturas de selecdo, devem ser
consideradas as varias particularidades de cada um dos métodos e testes citados
nas Tabelas 1 e 2, baseando-se na espécie que sera estudada, no banco de dados,
na infraestrutura computacional (analises com dados genbmicos requerem
infraestrutura computacional robusta, tanto em relacdo a “software” como a
“hardware”), na hipétese e no resultado esperado.

Metodologias como a Homozigose do Haplotipo Estendido (‘extended
haplotype homozygosity” - EHH) (SABETI et al., 2002) e algumas derivagdes desta,
como o Escore de Integracdo dos Haplotipos (“integrated haplotype score” — iHS;
VOIGHT et al.,, 2006), podem ser utilizadas na identificacdo de assinaturas de
selecdo em espécies com dados genotipados e possuem programas especificos
gratuitos. A EHH, também conhecida por teste do haplétipo de longo alcance (“long-
range haplotype” — LRH), se baseia na relacdo entre a frequéncia de um alelo e a
extensdo do LD ao redor deste, sem necessidade de comparagcdo com outra
populacdo ou de informacfes de alelos ancestrais. Enquanto que o iHS é uma
abordagem que fornece a medida de quao incomum séo os haplétipos ao redor de
determinado SNP, em relacdo ao genoma como um todo, necessitando da
especificacdo de quais alelos sao ancestrais (THE BOVINE HAPMAP
CONSORTIUM, 2009). Ambas utilizam principios semelhantes, porém o iHS
necessita da especificacdo completa do estado dos alelos dos marcadores, se
ancestrais (originados de ancestral comum) ou derivados (originados por mutacéo

ou fluxo génico).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricao dos dados e infraestrutura computacional (“hardware” e

“software”)

Foram utilizados registros de 285 animais da raca Canchim, 114 do grupo
genético MA e um da ragca Charolés nascidos de 1999 a 2005. O grupo genético MA
€ constituido por progénies do cruzamento entre fémeas %2 Canchim X ¥2 Zebu com
touros da raca Charolés. Todos os 400 animais foram genotipados com o painel
lllumina BovineHD BeadChip, sendo provenientes da base de dados gendmicos da
Embrapa Pecuéaria Sudeste, Sdo Carlos, SP. Este conjunto de dados possui 205
fémeas e 195 machos, dos quais 192 animais s&o oriundos da fazenda da Embrapa
Pecuéria Sudeste com origem em 17 touros, sendo 184 animais Canchim e oito do
grupo genético MA. O restante das amostras pertencem a fazendas do Estado de
Sao Paulo (38 animais Canchim e nove animais MA) e de Goias (60 animais
Canchim e 95 animais MA), e seis touros (cinco Canchim e um Charolés). Este
conjunto de dados foi anteriormente utilizado em estudos de associacdo gendémica
ampla para avaliacdo das caracteristicas espessura de gordura subcutanea
(MOKRY et al.,, 2013) e pesos ao nascimento, a desmama e ao sobreano
(BUZANSKAS et al., 2014).

Para as analises, além de laboratorios e computadores da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp Jaboticabal, também foram
utilizadas as dependéncias da unidade da Embrapa com sede em Campinas — SP,
designada Embrapa Informética Agropecuaria, assim como seu aparato
computacional. Na FCAYV foi utilizado o servidor do grupo de estudos em Estatistica
aplicada a Genética e ao Melhoramento Animal, com processador i7-3930k com 12
nacleos de 3.20GHz cada e memoéria RAM de 64 Gb, e na Embrapa Informatica
Agropecuaria foram utilizados dois servidores IBM System x3850 X5, do Laboratério
Multiusuério de Bioinformética, com oito processadores Xeon 6-core E7540 2.00GHz

HT e 512 GB de memodria RAM cada um. Os programas utilizados e pacotes
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adicionais, divididos por etapas das andlises, estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Etapas e respectivos programas utilizados na realizacdo das analises

Etapas Programas utilizados (“software”)
Formatacao e converséo Programa estatistico R versédo 3.0.1 (16-05-2013) —
de arquivos de entrada e “Good Sport” (R CORE TEAM, 2013); Pacote
de saida snpStatsWriter (WALLACE, 2013) do R
Controle de qualidade Pacote snpStats (CLAYTON, 2012) do R

Inferéncia das fases de
ligacdo e construcéo dos
haplétipos

Programa BEAGLE versao 3.3.2 (31-10-2011)
(BROWNING; BROWNING, 2007)

Identificacédo de
assinaturas de selecéao Pacote rehh (GAUTIER; VITALIS, 2012) do R
recente

4.2. Controle de qualidade

O controle de qualidade (CQ) € essencial em analises envolvendo dados
genbmicos, pois, embora as plataformas de genotipagem comerciais disponham de
certa margem de seguranca, problemas de leitura de gendtipos por equipamentos
ou ainda problemas com contaminacdo de amostras podem ocorrer. O CQ foi
realizado utilizando o pacote snpStats (CLAYTON, 2012), do programa estatistico R,
versao 3.0.1 (16-05-2013) — “Good Sport” (R CORE TEAM, 2013). Para realizar o
CQ foi necessério estabelecer alguns parametros e limiares de qualidade para o
banco de dados de SNPs, sendo os principais a frequéncia do alelo menos
frequente (“minor allele frequency” - MAF), porcentagens de SNPs validos por animal
e em toda a populacdo (“call rate”) e escore de qualidade de genotipagem de cada
SNP (“genotype calling score” — GC score). Os parametros de CQ dependem
principalmente do objetivo do trabalho e do banco de dados disponivel, portanto os
parametros de referéncia iniciais (Tabela 4) aplicados aos dados foram encontrados
na literatura, em dois trabalhos recentes que buscaram identificar assinaturas de
selecdo em bovinos (SOMAVILLA, 2012; UTSUNOMIYA et al., 2013).
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Tabela 4. Valores dos parametros de controle de qualidade iniciais de referéncia
encontrados em estudos sobre assinaturas de selecéo.

“Call rate” “call rate”
Autores EHW * MAF **
SNP amostra
Utsunomiya et al., 2013 1 x 10° 0,03 90 % 90 %
Somavilla, 2012 - 0,01 95 % 90 %

* Equilibrio de Hardy-Weinberg
** “Minor allele frequency” — Frequéncia do alelo menos frequente

Para leitura do arquivo de gendtipos original foi utilizado a funcao
read.snps.long(), do R/snpStats, o qual carrega o arquivo de gendétipos no formato
disponibilizado pela lllumina. Os SNPs com escores de qualidade de genotipagem
("“GC score”) abaixo de 0,20 foram considerados como pouco confiaveis e
codificados como gendtipos ausentes, conforme os critérios observados na literatura.
Foram excluidos os SNPs localizados em cromossomos ndo autossomicos
(cromossomos X e Y, mitocondrial e SNPs sem identificagcdo de cromossomo) e sem
informacdes de posicdo ou ambiguos. Conforme os parametros de CQ observados
da literatura e ap6s a aplicacdo de cada um deles ao banco de dados, foram
utilizados os seguintes valores:

e MAF: 0,01;
e “Call rate” SNP: 95%;
e “Call rate” amostra: 90%.

Optou-se por ndo realizar o controle para equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW), pois de acordo com Chan, Hawken e Reverter (2008), porcentagem
consideravel (13,6% a 23,6%) dos SNPs desviam do EHW, além de que os filtros de
“call rate” e MAF ja proporcionam controle de qualidade que resulta em dados
suficientemente acurados (TEO, 2008). Ap6s o processo completo de controle de
qualidade, os arquivos de saida foram convertidos utilizando outro pacote do R, o
snpStatsWriter (WALLACE, 2013), por meio da funcdo write.beagle(), para
transformar os objetos criados em arquivos que pudessem ser carregados pelo
BEAGLE, para construcao dos haplétipos.
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4.3. Inferéncia das fases de ligacéo e construcao dos haplétipos

A estatistica iIHS, metodologia escolhida para identificacdo das assinaturas de
selecéo, requer que sejam feitas a inferéncia das fases de ligacdo dos SNPs e a
construcdo dos haplotipos, que sd@o combinagBes alélicas em um mesmo
cromossomo. Foi utilizado o programa BEAGLE versao 3.3.2 para realizacdo desta
etapa, o qual possui aspectos favoraveis importantes como eficiéncia computacional,
facilidade para uso e disponibilidade gratuita. O BEAGLE é um programa escrito em
Java e pode ser executado na maioria das plataformas computacionais (Windows,
Unix, Linux, Solaris e Mac), sendo utilizado para imputacao de genétipos, inferéncia
de fases de ligacdo, construcéo de haplétipos, entre outras funcdes. Este programa
utiliza a metodologia de clusters para haplotipos localizados (“haplotype cluster
models”) para inferir as fases de ligacdo e os gendtipos faltantes (BROWNING;
BROWNING, 2007).

No sistema operacional instalado nos equipamentos disponiveis (Linux), o
BEAGLE requer apenas uma linha de comando para iniciar sua execuc¢do. Para
imputacdo de marcadores desconhecidos (gendtipos faltantes), inferéncia das fases
de ligacdo e construcdo dos haplétipos para cada um dos cromossomos foi utilizada
a seguinte linha de comando, na qual se substituia a letra N maiuscula pelo nimero

do cromossomo correspondente:

java —=Xmx5000m —jar beagle.jar unphased=geno.chrN.txt missing=?

out=hap_chrN
Em que:

e java: comando para indicar uso de programa Java,

e -Xmx5000m: parametro que determina o uso de memoéria RAM durante
a execucao (em “megabytes” - MB), neste caso 5.000 MB;

e beagle.jar: nome e extensao do programa a ser executado (BEAGLE);

e unphased: informa o arquivo de entrada com os genétipos para 0s
quais seréo inferidas as fases de ligacao;

e missing: informa qual caractere do arquivo de entrada indica dado

perdido;
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e out: prefixo acrescentado aos nomes dos arquivos de entrada para
nomear os de saida;
e geno.chrN.txt: nome dos arquivos de entrada, sendo N o niamero do

Cromossomao.

Os arquivos de saida do BEAGLE, com os hapldtipos, foram carregados no R

e formatados para serem utilizados na identificacao de assinaturas de selecgéo.

4.4. Identificacdo das assinaturas de selecao

Para identificacdo das assinaturas de selecédo, foi utilizado o Escore de
Integracdo dos Haplétipos (“integrated haplotype score” - iHS), metodologia
estatistica proposta por Voight et al. (2006), derivada da metodologia da
Homozigose do Haploétipo Estendido (“extended haplotype homozygosity” - EHH)
(SABETI et al., 2002). A metodologia EHH, também conhecida por teste de haplétipo
de longo alcance (‘long-range haplotype” - LRH), proporciona uma maneira de
detectar selec¢des positivas recentes por meio da analise da estrutura dos haplotipos
de individuos de uma populacdo. O método relaciona as frequéncias dos alelos e a
extensdo do LD ao redor destes. O LD refere-se a associacédo entre alelos em dois
loci e, na metodologia EHH, o0 mesmo ¢€ utilizado para medir a associacdo entre um
anico alelo nudcleo, em um locus, com multiplos loci em diferentes distancias.
Considerando o decaimento do LD ao se distanciar do alelo nucleo testado, a EHH
decresce, e ao construir a curva entre a EHH e a distancia da regido nucleo, a area
sob esta sera maior tanto quanto mais extenso for a homozigose dos hapl6tipos ao
redor do alelo ndcleo testado.

Para a obtencdo da estatistica iHS sao utilizadas as integrais da estatistica
EHH (“integrated” EHH - iHH) para os alelos derivados e ancestrais dos marcadores,
0 gue resulta na area sob a curva da EHH, na qual a distancia entre os alelos esta
no eixo x e a EHH no eixo y. Os alelos ancestrais sdo os considerados idénticos por
descendéncia (“identity by descent” - IBD), presentes em ancestrais comuns da raca,
sendo os derivados, os demais alelos com origem desconhecida na populacdo
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(mutacéo ou fluxo génico). Por esse motivo, o uso da iHS requer a especificacédo de
quais alelos sdo ancestrais para cada um dos marcadores (THE BOVINE HAPMAP

CONSORTIUM, 2009). As formulas para cada uma das estatisticas estdo descritas

abaixo:
a) Homozigose do Haplétipo Estendido (“extended haplotype
homozygosity” - EHH) (SABETI et al., 2002)
EHH, = Ziea(3)
(%)
Em que:

EHH; : homozigose do haplétipo estendido de um SNP nucleo testado (t);
C: : nimero de amostras de um haplétipo nucleo particular (em teste);
et : humero de amostras de cada haplétipo estendido presente no bloco;

s : é o numero de haplétipos estendidos do bloco.

b) Integral da EHH (“integrated” EHH - iHH) (VOIGHT et al., 2006)

iHH, = f EHH,

Em que:
EHH; : homozigose do haplétipo estendido de um SNP nucleo testado (t);

iHH; : integral da EHH do SNP ndcleo testado (t).

c) Escore de Integracdo dos Hapl6tipos ndo padronizado (“integrated
haplotype score” - iHS) (VOIGHT et al., 2006)

iHHA>

[ HS na dronizado = 1 <
iHS nao padronizado n THH,

Em que:
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iHH,A : integral da EHH de alelos ancestrais, em relagdo a um SNP ndcleo

testado;

iHHp : integral da EHH de alelos derivados, em relacdo a um SNP nucleo

testado.
d) Escore de Integracdo dos Haplotipos (“integrated haplotype
score” - iHS) (VOIGHT et al., 2006)
() - g, ()
sD, [In (%)]
Em que:

iHH,A : integral da EHH de alelos ancestrais, em relacdo a um SNP ndcleo

testado;

iHHp : integral da EHH de alelos derivados, em relacdo a um SNP nucleo

testado;

E, e SD, : esperanga e desvio-padrdo de In (%) estimados a partir da
D

distribuicdo empirica de SNP cuja frequéncia do alelo derivado p corresponda a

frequéncia no SNP nucleo.

A estatistica iHS foi construida para ter distribuicdo proxima da normal padrao
(IHS~N(0,1)), portanto os valores de iHS de diferentes SNPs no genoma s&o
diretamente comparaveis, independentemente das frequéncias alélicas destes
marcadores. Uma vez que a estatistica iIHS é padronizada usando distribuicdes
empiricas do genoma, a mesma fornece a ideia de quao incomum séo os haplétipos
em torno de um dado SNP, em relacdo ao genoma como um todo, ou seja, de quao
diferente aquela regido selecionada é em relacdo a uma regido sujeita ao
acasalamento ao acaso. Valores de iHS préximos ou iguais a zero indicam taxas de
declinio da EHH similares para alelos nlcleos ancestrais e derivados, valores
negativos indicam longos haplétipos ao redor de um alelo nucleo derivado e valores
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positivos indicam longos haplétipos ao redor de um alelo nucleo ancestral. Ambos
valores extremos de iHS séo interessantes e indicam regides conservadas, tanto
devido a selecao direta em alelos derivados, como pelo efeito “hitchhike” (carona,
em inglés), ocasionado pelo desequilibrio de ligacdo entre alelos ancestrais com
regides selecionadas (VOIGHT et al., 2006).

Foi utilizado o pacote rehh (GAUTIER; VITALIS, 2012), do programa
estatistico R, para calcular a iHS para cada um dos alelos (ancestral e derivado) dos
SNPs. Como fonte de informacdo sobre qual alelo do SNP seria considerado
ancestral, utilizou-se o banco de dados disponivel online no material suplementar de
Utsunomiya et al. (2013). Segundo os autores, os alelos ancestrais foram definidos
utilizando dados genotipados de algumas espécies (Bos gaurus, Bubalus bubalis,
Bos grunniens) consideradas fundadoras comuns das espécies Bovinae existentes,
em que os alelos fixados em um SNP (MAF igual a zero) foram considerados
ancestrais. Ainda, segundo os mesmos autores, SNPs com MAF de valores baixos,
ou seja, com alelos proximos a fixacdo, ndo sdo uteis para a metodologia iHS, pois
esta permite a identificacdo de selecdo recente, sendo que SNPs fixados ou
proximos a fixagdo remontam a sele¢éo antiga. Assim, somente SNPs com valores
de MAF maiores ou iguais a 0,05 foram plotados na exibicdo dos graficos.

Apdés a obtencdo dos valores de iHS para cada um dos SNPs, foram
construidas, em cada cromossomo que apresentou SNPs estatisticamente
significativos, janelas de um milh&o de pares de bases aproximadamente (1 Mb —
mega bases), a partir da posicdo do primeiro marcador, sem sobreposicdo de
janelas, facilitando a visualizacdo e identificacdo de um longo trecho com alta
densidade de SNPs significativos. Todos os “scripts” criados para realizar as
analises estao descritos no Apéndice 1. Inicialmente foi realizada busca por QTL nas
regibes candidatas no “Animal QTL database” (Animal QTLdb -
<http://www.animalgenome.org/cgibin/QTLdb/index>), por meio da ferramenta
GBrowse. Posteriormente, todas as regifes candidatas e os SNPs estatisticamente
significativos foram inspecionados na base de dados National Center for
Biotechnology Information (NCBI) para identificagdo de genes. As bases de dados
do NCBI e Universal Protein Resource (UniProt) foram utilizadas para estudo de vias

metabolicas, funcdes moleculares e processos bioldgicos dos genes identificados.
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5. RESULTADOS

O arquivo original de gendtipos possuia 400 animais (amostras) e 786.799
marcadores SNP por animal, a partir dos quais, utilizando parametros de controle de
gualidade encontrados na literatura para estudos semelhantes, foram obtidos os

resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Numero de SNPs restantes apos os controles de qualidade (CQ), quando
aplicados CQ 1 (UTSUNOMIYA et al., 2013) e CQ 2 (SOMAVILLA, 2012).

“Call rate” *“Call rate” N° SNPs N° SNPs

o .
Criterio MAF SNP amostra antes CQ** apds CQ **
CQ1 0,03 90 % 90 % 742.851 682.951
CQ2 0,01 95 % 90 % 742.851 687.655

* “Minor allele frequency” — Frequéncia do alelo menos frequente
** SNPs localizados em cromossomos autossdmicos

Apds o CQ restaram 396 animais para ambos os critérios de controle de
gualidade. Foram eliminados 59.900 e 55.196 SNPs, respectivamente para CQ 1 e
CQ 2. O numero de SNPs excluidos foi similar e os SNPs restantes foram
considerados em densidade suficiente para prosseguir com o estudo. Devido a isso,
foram escolhidos os parametros de controle de qualidade do CQ 2, sendo estes
rigorosos, ao mesmo tempo que preservaram maior quantidade de SNPs para a
analise seguinte. Maior densidade de SNPs é desejavel para a inferéncia das fases
de ligacdo e imputacdo de gendtipos faltantes, etapas realizadas no BEAGLE.
Painéis com muitos SNPs apresentam forte desequilibrio de ligagcdo entre os
marcadores e reduzem os erros de imputacdo (HICKEY et al., 2012). O nimero de
SNPs com alelos fixados na populacao foi de 3.270, os quais foram excluidos das
analises quando utilizado o parametro MAF de 0,01. Encontra-se na Tabela 6 o
namero de SNPs restantes ap6s o CQ 2, por cromossomo autossémico (Bos taurus -
BTA).
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Tabela 6. Numero de marcadores do tipo polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP)
restantes apO0s o controle de qualidade escolhido (CQ 2 - SOMAVILLA,
2012), por cromossomo autossémico (Bos taurus - BTA).

BTA N° SNPs
1 43.343
2 37.551
3 33.225
4 32.809
5 32.556
6 33.416
7 30.914
8 31.132
9 29.261

10 28.826
11 29.963
12 24.298
13 21.656
14 22.938
15 22.971
16 22.668
17 20.981
18 18.153
19 17.723
20 20.230
21 19.708
22 17.058
23 14.332
24 17.443
25 12.055
26 14.266
27 12.275
28 12.228
29 13.676
TOTAL 687.655
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Tabela 7. Tempo de execucdo (hh:mm:ss), por cromossomo autossémico (Bos
taurus - BTA), das analises de inferéncia das fases de ligacdo e construcao

dos haplétipos no programa BEAGLE.

BTA Tempo
1 00:43:19
2 00:37:03
3 00:33:37
4 00:32:25
5 00:30:33
6 00:33:38
7 00:30:59
8 00:31:11
9 00:29:25
10 00:29:32
11 00:26:15
12 00:20:13
13 00:18:57
14 00:18:58
15 00:18:39
16 00:19:29
17 00:17:23
18 00:15:16
19 00:14:51
20 00:17:42
21 00:14:32
22 00:12:37
23 00:10:18
24 00:12:18
25 00:09:11
26 00:10:47
27 00:08:20
28 00:08:39
29 00:09:20

TOTAL 10:15:27
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Os tempos de execucdo (hh:mm:ss) para construcdo dos haplotipos para
cada cromossomo, por inferéncia das fases de ligacdo, realizada no BEAGLE
(BROWNING; BROWNING, 2007), estao descritos na Tabela 7. Este processo levou
em média 21 minutos e 13 segundos por cromossomo. O tempo total real de
processamento da analise foi menor do que o somatério, pois as andlises foram
realizadas em paralelo no servidor (dez cromossomos por vez). Este resultado ilustra
a necessidade de uso de equipamentos computacionais robustos para realizacao de
analises genbémicas.

Na Figura 2 encontram-se os graficos obtidos apds as andlises no pacote
rehh. Na Figura 2A se observa a relagcédo entre a sequéncia do posicionamento fisico
dos marcadores nos cromossomos e a dispersédo dos valores de iHS, calculados
para cada um dos marcadores. A distribuicdo iHS €& aproximadamente normal, com
média zero e variancia um (iHS~N(0, 1)), como verificada na Figura 3, sendo assim,
0S marcadores e cromossomos podem ser comparados entre si. Na Figura 2B, os
valores da estatistica iHS foram transformados em p;ys = —log,o[1 — 2|®;5s — 0,5]],
sendo &,y a funcdo de distribuicAdo acumulada Gaussiana de iHS. Esta
transformacao possibilita a melhor visualizagdo e comparacdo das regibes com

assinaturas de selecdo (GAUTIER; NAVES, 2011). Assumindo que as estatisticas
iHS sdo normalmente distribuidas, p;ys pode assim ser interpretado como log;, % em

gue P é o P-value associado a hipétese de nulidade (ndo h& selecdo). Valores de
Piys iguais ou superiores a cinco foram considerados estatisticamente significativos
(P<0,00001), rejeitando-se nestes casos a hipétese de nulidade.

Os BTA 5 e 14 apresentaram regifes estatisticamente significativas
(P<0,00001) (Figura 2B), com valores de iHS e p;ys elevados e, consequente alta
EHH. Observa-se picos de concentracdo que representam regifes altamente
conservadas ao longo das geracdes recentes da populacéo estudada, que estdo sob
selecéo (assinaturas de selecao) (Figura 2B). Na Figura 4 sao apresentados os BTA
5 e 14, com os valores de p;ys NO €ixo y e a posicdo dos marcadores no eixo X, e 0S
SNPs significativos (P<0,00001) em destaque. Na Tabela 8 estdo os SNPs
significativos (P<0,00001), dos quais 39 SNPs localizam-se no BTA 5 e nove SNPs
no BTA 14. O nivel de significancia foi rigoroso (p;ys =5 (P<0,00001)), para

identificar as regides com maior conservacdo na populacdo sob selecdo e, como
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consequéncia, aumentar as probabilidades de serem regifes de assinaturas de
selecdo e de estarem associadas a alguma das caracteristicas utilizadas na selecéo.

Os SNPs que apresentaram p;ys maiores ou iguais a quatro sao apresentados
no Apéndice 2. Com este nivel de significancia (P<0,0001), foram observados 296
SNPs estatisticamente significativos (P<0,0001), abrangendo 24, trés, duas, cinco e
uma janelas nos BTA 5, 6, 8, 14 e 16, respectivamente. Nas regides candidatas
(entre o primeiro e o ultimo SNP significativo (P<0,0001)) destas 35 janelas,
verificou-se 171 genes ou pseudogenes anotados. Foram encontrados 161 genes ou
pseudogenes nas regides candidatas do BTA 5, cinco nas regides do BTA 8, quatro
nas regides do BTA 14 e um na regido do BTA 16. Devido ao grande numero de
informagdes encontradas, optou-se por discutir apenas as regidbes de maior
significancia estatistica (p;ys >= 5 (P<0,00001)), ou seja, SNPs e regides candidatas

apresentados nas Tabelas 8 e 10, respectivamente.
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HS -BTAS

HE - BTA 14

Figura 4. Valores de p;ys para cada SNP dos cromossomos autossémicos (Bos
taurus - BTA) 5 e 14, os quais apresentaram regides estatisticamente
significativas (P<0,00001), pelas suas respectivas posi¢cdes em pares de
base (pb) nos cromossomos citados e o0s SNPs estatisticamente
significativos (P<0,00001) destacados.
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Na Figura 5 sdo apresentados no eixo x as janelas de 1 Mb e no y os valores
de p;ys, para observar a regidao de concentracdo de conservacdo gendomica nos BTA
5 e 14, os quais apresentaram SNPs estatisticamente significativos (P<0,00001). Os
marcadores para o BTA 5, apesar de se distribuirem em nove janelas, estdo
concentrados em uma regido delimitada (entre as posicdes 54.155.228 pb e
72.410.862 pb) de 18.255.634 pares de bases (15 % do tamanho total do
cromossomo). No BTA 14, todos os SNPs significativos (P<0,00001) concentraram-
se na janela 25. Na Tabela 9 sdo apresentadas estatisticas descritivas dos BTA 5 e

14, em relacdo ao numero de SNPs e as janelas construidas.

Tabela 9. Valores informativos e algumas estatisticas descritivas relacionadas aos
cromossomos autossémicos (Bos taurus — BTA) 5 e 14 e as janelas
construidas.

Cromossomo
BTAS5 BTA 14
Comprimento (pb) 121.151.689 84.034.538
N° Total de SNPs 30.702 21.745
N° SNPs estatisticamente significativos 39 9
(P<0,00001)
N° de janelas 121 84
Média de SNPs/janela 253,75 258,87
N° de SNPs nqjanela mais densa 386 (119) 366 (80)
(janela)
N° de SNPs na janela menos densa 94 (60) 51 (1)

(janela)
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Os SNPs estatisticamente significativos (P<0,00001) foram estudados
individualmente, sendo suas respectivas localizagdes no genoma analisadas em
busca de genes (Tabela 8). Nas janelas 54, 55, 58, 59, 60, 63, 66 e 68 do BTA 5
foram observados 35 SNPs significativos (P<0,00001), dentre os quais 17
encontram-se localizados em regides de introns, promotoras ou terminadoras e em
NcRNA (“non-coding” RNA), enquanto que 18 SNPs estdo localizados em regides
intergénicas. As regifes das janelas descritas acima estdo localizadas no contig
NW_003103925.1. Na janela 73 do BTA 5 foram observados quatro SNPs em
regides de introns e localizados no contig NW_003103927.1. Foram observados
nove SNPs na janela 25 do BTA 14, dentre os quais trés (rs137267491, rs41627946
e rs134846474) localizam-se no contig NW_003104393.1 e seis (rs137748068,
rs42299083, rs42299080, rs136141080, rs133252286 e rs134567839) no contig
NW_003104394.1.

Na posicdo dos SNPs das janelas 54, 55, 58, 59, 60, 66 e 68 localizadas no
BTA 5 (Tabela 8), foram observados os genes SLC16A7 (solute carrier family 16,
member 7), LOC101907737 (uncharacterized LOC101907737), LOC101907694
(uncharacterized LOC101907694), RPS26 (ribosomal protein S26), IKZF4 (IKAROS
family zinc finger 4), SUOX (sulfite oxidase), RAB5B (RAB5B, member RAS
oncogene family), DGKA (diacylglycerol kinase, alpha 80kDa), WIBG (within bgcn
homolog (Drosophila)), TESPAL (thymocyte expressed, positive selection associated
1) e TXNRD1 (thioredoxin reductase 1), e também foram identificados SNPs
proximos (distancia igual ou menor que 125.000 pb) aos genes LOC101907520
(uncharacterized LOC101907520), LOC785991 (anaphase promoting complex
subunit 11 pseudogene), LOC782296 (olfactory receptor, family 6, subfamily C,
member 2-like) e SPIC (Spi-C transcription factor (Spi-1/PU.1 related)).

Além da andlise individual dos marcadores, as janelas com maior densidade
de SNPs estatisticamente significativos (P<0,00001) (janelas 55 e 58 no BTA 5 e
janela 25 no BTA 14, com 11, 13 e nove SNPs, respectivamente) foram estudadas
em busca de QTL. Foram delimitadas regides candidatas entre as posi¢cdes dos
primeiros e ultimos SNPs significativos (P<0,00001) dentro de cada janela e, dentro
de cada regidao foram realizadas buscas por QTL descritos na literatura. As regioes
candidatas do BTA 5 foram delimitadas entre as posi¢cdes 54.272.467 e 55.199.380
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pb e as posicoes 57.606.624 e 57.741.701 pb. Nestas duas regides candidatas
foram encontrados os mesmos QTL, associados a caracteristicas como resisténcia a
carrapatos, contagem de células somaticas, espessura de gordura, marmoreio, peso
corporal ao nascimento e ao sobreano, ganho meédio diario, ganho médio diario pré-
desmame, facilidade de parto, quantidade de FSH no sangue a castracdo; dentre
outras (CASAS et al., 2000; CASAS et al., 2003; KIM et al., 2003; ASHWELL et al.,
2004; CASAS; LUNSTRA; STONE, 2004; LI et al., 2004a; LI et al.,, 2004b;
GASPARIN et al., 2007; MCCLURE et al., 2010). Na regido candidata do BTA 14,
situada na janela 25 e delimitada entre as posi¢bes 25.505.663 e 25.877.586 pb,
foram encontrados QTL associados principalmente as caracteristicas: resisténcia a
carrapatos, mastite clinica e contagem de células somaticas, peso de carcaca,
espessura de gordura e area de olho de lombo, peso corporal ao nascimento e peso
corporal médio, ganho médio diario pré-desmame, facilidade de parto, duracdo da
gestacdo; dentre outras (RUPP; BOICHARD, 2003; KNEELAND et al., 2004,
MIZOSHITA et al., 2004; SCHULMAN et al., 2004; MIZOSHITA et al., 2005;
GASPARIN et al., 2007; MALTECCA et al., 2008; MCCLURE et al., 2010).

Todas as regifes candidatas foram analisadas em busca de genes, sendo a
varredura realizada dentro de cada uma destas regides. Na Tabela 10 observam-se
as regifes candidatas, delimitadas entre SNPs estatisticamente significativos
(P<0,00001) da mesma janela, janela, SNPs estatisticamente significativos
(P<0,00001) e genes presentes em cada regidao. Foram delimitadas seis regides
candidatas, nas quais se identificou 18 genes ou pseudogenes anotados. A maior
regido candidata foi localizada na Janela 55 do BTA 5, com tamanho de 926.913 pb
e com a presenca de 11 SNPs significativos (P<0,00001) e seis genes ou
pseudogenes anotados. A menor regido candidata também se encontrou no BTA 5,
totalizando 7.180 pb e com a presenca de um gene anotado. A regido com o0 maior
namero (13) de SNPs significativos (P<0,00001) foi dentro da Janela 58, também no
BTA 5, entre as posicbes 57.606.624 e 57.741.701 pb, totalizando 135.077 pb.
Nesta regido foram encontrados anotados oito genes. Nota-se assim a grande
relevancia do BTA 5 nos processos de sele¢céo da raga Canchim e suas formadoras,
dado a maior quantidade de assinaturas de selecdo encontradas e a alta

significAncia considerada nas analises.
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6. DISCUSSAO

Inicialmente, consultou-se a literatura em buscas de informacgdes gerais sobre
0S Ccromossomos que apresentaram regibes estatisticamente significativas
(P<0,00001) no estudo (BTA 5 e 14). Foram encontrados trabalhos que relataram
QTL em varias regibes dos BTA 5 e 14. Gasparin et al. (2007) verificaram QTL
associados a resisténcia a carrapatos no BTA 5 em bovinos de corte, enquanto
Machado et al. (2003) observaram QTL associados ao peso ao nascimento e ao ano
no mesmo cromossomo em bovinos Canchim. Também na raca Canchim,
Buzanskas (2013) observou associacdes com perimetro escrotal mensurado ao
sobreano (caracteristica considerada no indice de selecdo da raca Canchim) nos
BTA 5 (45.247.118 a 45.354.729 pb) e 14 (41.985.381 a 78.593.987 pb), em que
alguns dos genes identificados referem-se a producdo de gordura, processos
hormonais e desenvolvimento embrionario. Em estudo com bovinos de corte
coreanos da raca Hanwoo, Choi et al. (2006) utilizaram marcadores microssatélites e
observaram regifes associadas com caracteristicas de carcagca no BTA 14. Wibowo
et al. (2008) afirmaram que o BTA 14 de bovinos tem sido amplamente explorado em
busca de regibes e genes relacionados com caracteristicas de importancia
econdmica, em racas destinadas tanto a corte como para leite.

Presume-se que as regides que possuiram alta conservacdo na populacao
estdo sendo mantidas por serem favoraveis a populacdo. Esta populacao esta sob
efeito de selecdo artificial, sendo esta bastante intensa, pelo uso de programa de
avaliacdo genética. Os QTL encontrados nestas regides conservadas (assinaturas
de selecdo) corroboram com as caracteristicas da avaliacdo genética submetida
sobre a populacgéo, para a qual séo utilizadas caracteristicas produtivas, como pesos
ao nascimento, a desmama (210 dias de idade) e ao sobreano (420 dias de idade),
caracteristicas de conformacéo frigorifica, podendo estas influenciar as medidas de
caracteristicas de rendimento de carne e carcaca, dentre outras caracteristicas. A
metodologia IHS permite identificar assinaturas de selecdo positiva recente que

aconteceram a até 1200 geracfes (UTSUNOMIYA et al., 2013), portanto as regides
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de maior conservagdo encontradas também remetem a selecdo ocorrida nas racas
formadoras do Canchim, como na raca Charolés.

Kemper et al. (2014) utilizaram metodologias baseadas na homozigose do
haplétipo e encontraram indicios de selecdo nas regibes dos BTA 5, 14 e 16 em
bovinos Charolés, que corroboram com os resultados encontrados no presente
estudo. No BTA 5, os autores encontraram assinaturas de selecéo entre as posi¢oes
52,8 e 64,75 Mpb (Mega pares de bases), enquanto que os resultados em Canchim
para 0 mesmo cromossomo identificou alta homozigose dos haplotipos entre as
regides 54,15 e 72,41 Mpb, sendo que a regido com maior concentracdo de SNPs
estatisticamente significativos (P<0,00001) se localizou entre as posi¢coes 54,27 e
57,74 Mpb. Para o BTA 14, os autores encontraram indicios de selecao entre as
posicdes 19,75 e 29,55 Mpb, e no presente trabalho, a regido de assinaturas de
sele¢cédo neste cromossomo posicionou-se entre 25,50 e 25,87 Mpb.

Os resultados demonstram que a selecdo na raga Canchim tem transmitido
ao longo das geracdes regides que eram conservadas ainda na sua raca formadora,
nas quais podem existir genes importantes para caracterizacdes similares destas
duas racas. Utsunomiya et al. (2013) utilizaram metodologia de multiplos testes,
incluindo a iHS, para analisar animais Nelore genotipados com painéis lllumina SNP
de alta densidade e encontraram regides de assinaturas de selecdo recente nos
BTA 1, 2 e 18. Pode-se supor que, pelo fato da composicéo racial do Canchim ser
em maior proporcdo de genes originarios da raca Charolés, exista certa coeréncia
entre os resultados observados em ambas as racas, em detrimento as racas
zebuinas. De acordo com Porto-Neto, Kijas e Reverter (2014), o desequilibrio de
ligacdo em bovinos taurinos € maior do que em zebuinos. Isto reforca os resultados
observados neste estudo, pois loci adjacentes em maior desequilibrio de ligacdo
(provavelmente provenientes da contribuicdo da raca Charolés) proporcionam
hapl6tipos mais estendidos e, aparentemente, mais conservados entre animais
Canchim e Charolés.

Na regido candidata da janela 58, localizada no BTA 5 entre as posicdes
57.669.157 e 57.677.989 pb, observou-se a presengca do gene PMEL
(premelanosome protein) (Tabela 10). O PMEL estd envolvido no processo de

biossintese da melanina, cuja principal funcéo é a pigmentacéo de pelos, pele, olhos
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e mucosas e protecao contra radiagdo solar. De acordo com Gutiérrez-Gil, Wiener e
Williams (2007), mutagBes neste gene sdo, em parte, responsaveis pela diluicdo da
pigmentacao no pelo em bovinos da raca Charolés, resultando na coloracédo branca
para pelagem nesta raca. Animais da raca Charolés tém como importante
caracteristica racial a pelagem branca, e no Canchim, busca-se manter este padréo
racial, por meio da sele¢do de animais com pelagem clara. A cor de pelagem clara
sendo utilizada como forma de caracterizacao racial, pode ter conservado a mutacéo
para diluicdo da pigmentacao, acarretando em selecéo de alelos presentes no gene
PMEL e a conservacao estendida em regides circunvizinhas a este gene, devido ao
desequilibrio de ligacao.

O gene SLC16A7 (ou MCT2), presente na janela 54, participa da via
metabolica de transporte de glicose e outros acucares, sais da bile e acidos
organicos e de ions de metal e compostos amina. De acordo com Halestrap e
Meredith (2004), genes da familia SLC16 possuem funcéo de catélise e transporte
de monocarboxilatos (lactato, piruvato e cetonas). Em estudo com camundongos,
Harding et al. (1999) observaram que os genes MCTs sdo importantes na fase de
desenvolvimento inicial do embri&do. Nao foram observadas na literatura e nos
bancos de dados consultados informagbes a respeito dos pseudogenes
LOC101907520, LOC101907737 e LOC101907694, localizados na janela 55.

Na janela 58, o gene RPS26 possui funcéo estrutural do ribossomo, e o gene
IKZF4 funcdo molecular na ligacdo de ions zinco e de acidos nucléicos (MOLNAR;
GEORGOPOQULOS, 1994). O zinco atua como importante fator de transcricdo e esta
envolvido no metabolismo de proteinas, carboidratos, lipideos e &cidos nucléicos
(MAFRA; COZZOLINO, 2004). O gene SUOX participa do metabolismo de
aminoacidos e do enxofre e tem funcdo molecular na ligacdo de ions de molibdénio.
O molibdénio desempenha papel importante na manutencdo 6éssea, mas em
excesso (por origem hereditaria ou nutricional) pode levar a deformidades 6sseas
(BUITKAMP; SEMMER; GOTZ, 2011). Mutac¢des no gene SUOX estédo associadas a
sindrome de aracnomelia (DROGEMULLER et al., 2010). Na literatura foram
observados casos de aracnomelia nas racas Simental (BUITKAMP et al., 2008),
Pardo-Suico (DROGEMULLER et al., 2009) e Fleckvieh (SEICHTER et al., 2011),

todas de origem taurina, em que os bezerros foram natimortos e com pernas longas
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e finas. Em bovinos das ragas Charolés, Nelore e Canchim ndo existem relatos na
literatura quanto a casos de aracnomelia em bezerros.

Os genes RAB5B, DGKA, WIBG e LOC782296 participam de vias
metabolicas relacionadas a endocitose, metabolismo de glicerolipidios e
fosfolipidios, transporte de RNA e transducdo olfativa, respectivamente. O gene
RAB5B pertence a familia RAS (“rat sarcoma”) e sao fatores oncogénicos comuns
em humanos. Genes desta familia estdo envolvidos no crescimento, diferenciacéo e
sobrevivéncia celular, no entanto, mutacdes podem levar a hiperativacdo do
crescimento celular, levando ao aparecimento do céancer (BOS, 1989). Nao foram
observadas na literatura consultada informagdes a respeito do pseudogene
LOC785991.

Os genes TESPAl e SPIC, nas janelas 60 e 66, participam das vias
metabdlicas de regulacdo positiva em células T e desenvolvimento do blastdcito,
respectivamente. O gene TXNRD1, na janela 68, estad presente em 17 vias
metabolicas, dentre estas se destaca o metabolismo de acidos graxos, triacilglicerol,
lipidios e lipoproteinas e resposta celular ao estresse. Na janela 73 foram
observados SNPs localizados no gene LARGE (like-glycosyltransferase), que
participa na biossintese de glicoproteinas e homeostase de células musculares em
camundongos (GUMERSON et al., 2013). No BTA 14, o gene IMPAD1 (inositol
monophosphatase domain containing 1), localizado na janela 25, participa do
metabolismo do enxofre e do fosfato de inositol. Em estudo de associacdo gendémica
ampla, Fortes et al. (2012) observaram associagcdo estatisticamente significativa
(P<0,0001) de SNPs presentes neste gene com idade a deteccdo do primeiro corpo

liteo e perimetro escrotal em bovinos da raca Brahman.

7. CONCLUSAO

Foram encontradas regifes de assinatura de selecdo recente nos bovinos da
raca Canchim, o que sugere que 0s processos de selecdo conduzidos nesta raca e
suas formadoras levaram a conservacdo gendmica em algumas regides dos BTA5 e

14. Estas regides de assinaturas de selecdo podem estar associadas a
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caracterizacdo da raca Canchim, na qual buscou-se unir caracteristicas desejaveis
de zebuinos e taurinos, dado que foram observados QTL associados a
caracteristicas como resisténcia a carrapatos, facilidade de parto, peso e qualidade
da carcaca, espessura de gordura, peso corporal, dentre outras. A identificacdo de
assinaturas de selegdo similares em Canchim e Charolés também evidencia a
associacao destas regides com caracteristicas comuns e desejaveis em ambas as
racas, como por exemplo, a pelagem clara. Sendo assim, as regides de assinatura
de selecdo sdo de grande importancia para a caracterizacdo, manutencdo e
melhoramento genético do Canchim. Os genes identificados nas regifes de
assinatura de selecdo desempenham, de maneira geral, papéis no metabolismo de
compostos (lipidios, glicerolipidios, elementos quimicos, entre outros), biossintese
da melanina (pigmentacdo), desenvolvimento embrionario e 6sseo, entre outras
funcdes. Estes resultados podem servir para direcionar futuros estudos de
associagao e selecdo gendmica ampla na raga Canchim, fornecendo suporte para o

avanco na area de melhoramento genético animal em bovinos de corte.
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Apéndice 1. “Scripts” de todas as andlises realizadas no R e nos seus pacotes.

LR R R R R R R ARy
§

# Controle de gqualidade para SPN Map, SNF & amostras doz gendtipos (caminhos
proprios para rodar no servidor, alterar conforme necessa&rio)

'

R e e R et

| Adaptado de Roberto Carvalheiro e Haroldo Neves

BEppdaEes Alrerando GC Score

148 Lendo arquivos originals para alterar GC Score

m(list=13())

library(snpStats)

setwd (" /hone/{ smaelu/R")

load("indatal.RData")

length(animids) # identificagho do= 400 animais (1848 & o Charclés=)
length(snpids) # identificagho doa 78E&.79% SNPa

filename <= "/projects/Canchin Mudadu/higa/canchim/data/Simone Bovine HD
10aug2010 FinalFeport.txt™ #§ Arquive original de genétipos

animids <= as.character (animids)

genoQ3G <-read.onps. long(file=filename, # arquive original
sample. id=animids,
snp. id=snpids,
diploid=NULL,
fields=c (samples.,anp=.,allelel=’ allelel=", confidence="),
codessc ("A",""8"),
threshold=0, 20, # GC =core, alterar conforme necessArio
lower=TRUE,
akip=11,
map=" 1",
verbose=TRUE,
in.order=FALSE,
every=|000)

f Estatisticas dos SNP
#np. ge<=col. summary (gencQ3G)
head (anp.qc)

$ Estatisticas das amostras
sample. qe-row. summary (genoQ3G)
head (sample. gv)

f Carregando o mapa dos SNPy
¢ VariAvel map € o mapa original do= SNP=
map <- read.table("/home/1mma=lu/daca/SNP Map, txt",skipsl)

head (map)
names (map) <= c("inclex”, "name","cromossome”, Yposicac”, "gen score”, "anp”
"1lmn strand”,"c strand”,"norm 1d")

# Varidvel mapa & o mapa dos SNP com informagdes de nome, cromossomo € posigdo apenas
mapa <- data.frame (SNP.name=map$name, chr=map§cromossomo, pos=map$posicac)

head (mapa)

table (mapa$chr)

dim(mapa)
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§# Filtrando apenas autossomos

auto <= which(!is.na(match(mapa$chr, i:2%)))
mapa <= mapalauto, ]

table (mapa$chr)

dim(mapa)

# Ordenanco por cromozsomo e poxiglo

ordena <- order (as.numeric (mapa$chr),mapa$pos)
mapa <~ mapafordena, )

head (mapa)

tall (mapa)

f Removenclo SHPs com me=ma posigio

dupli <= which(duplicated(data. frame (napa$chr, mapa$pos=)))
mapa [dupli, ]

mapa <- mapa[-dupli, ]

dim(mapa)

¢ Filtrando SNP2 no gendtipo

dim(genoQ3G)

anp. ok <= match(mapa$SNE.name, colnames (genoQ3G))
genotipo <~ genoQ3G[,snp.ok]

dim(genotipo)

# Definir parAmetros para QC dom SNP=
maf, thr<=0.01

callsnp. thr<=0, &5

hwe. thr<=

f Dafiniy parAmstros para QC das amostras
callsamp.thr<=2o. =0

f Cbjeto que ir&4 armazenar o3 genétipos apés QC
genoQC <= genotipo

4 Numero cde iteragdes para QT

niter <= °

CARRRORNRNNNN C
for (iter in |:niter) {
¢ NP O
n=nps=. old<-dim (genoQC) [ ]
snp. qe<=col. summary (genoQC)
cols.ok<=which((snp.qc$MAF > maf.thr) & (snp.qc§Call.rate > callsnp.thr) &
((i=pnorm(aba (snp.qc§=.HWE) ) ) > hwe. thr))
genoQC<~-genoQC [, cols.ok]
nanp. new<=dim (genoQC) [ ]
if (nunps.new==nunps.old) {break) # para o proce==o, =e nho houver nenhum corte
de SNPx
§ sample QC
sample.qc<~rov. summary (genoQC)
rows.ok<-which (sample.qc§Call.rate > callsamp. thr)
gonoQC<L=-genoQC [rows, ok, ]
}
dim(genotipo) # Gendtipos sem QC
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dim(genoQC) # Genotipos péx QC
ggppeespssgss

# Conferindo QC

anp, go<~col. summary (genotipo)

sample.gc<~row. summary (genotipo)

summary (data. frame (snp.qe$Call.rate, snp. qeSMAF, snp. qe§z. HWE) )
summary (sample.qc§Call.rate)

fsnp.qe<=col. summary (genoQC)

faample. qo<-row, summary (genoQC)

summary (data. frame (fanp. qc§Call.rate, fanp. qc$MAF, fanp. qo$z , HWE) )
summary (f=ample. gc$Call. rate)

$# salvar objeto com gendtipos apds QC (Backup)
save (genoQC, files"genopoaQll .EData")
print(cbject.size(genoQC), units="10")

LR R ]

¥

t Filtrando o SNP_Map apéx o QC, deixando apenaa o3 SNPa que passaram pelo contrele
<

LR R R R R R R R R R N R RN ]
cdim(mapa)

dim(genoQC)

mapa.ok <= match(colnames(genoQC), mapa$SNE.name)

mapapse <= mapa(mapa.ok,] # filtrando os SNP cdo SNP Map apés o QC especi-fico para
o SHP_Ma

dim(mapa)

dim(genoQC)

dim(mapapqc)

L R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R

o

# Salvando o» gendtipos por cromossomo e JA no formato para o Beagle, utilizando o
pacote anpStatsWriter

.

BRI RO NN AR RO RR AR RI NN TR ROy

library({snpStataWriter)
setwd("”/home/labic/Documentos/ Embvapa/Analises/beagle/data®)

for (L in 1::7) {
mapatemp <- NULL
anp.ok.temp <- NULL
mapatemp <= mapapqc[which(mapapqce$chr == 1), ]
anp. ok.temp <= match(mapatemp(, ! ], colnanes (genoQC))
nsnpsgeno <~ length (snp. ok, temp)
genoQCtemp <- genoQC[, snp.ok.temp)
write.beagle (genoQCtemp, al=rep("1", nenpagenc), al=rep("2",nasnpagenc), bp =
mapatemp$pos, gfile = paste("geno.chr™, i, ".rxt", sep = ""), mfile = paste(
"ped.geno.chr", 4, ".txt", sap s ""))
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R R e it

"

f Adicionando informagdes de quais alelos s4c considerados ancestrais ou derivados
para cada SNP

§

SRR RN RN AR A TR RRRARRRRRRn

# Carregando o mapa doz SNP para filtragem & acréscimo da coluna de alelc ancestral
setwd("/hame/labic/Documentos/ Embrapa/Anal tses/R/")
load (" genopoaQC, KData")

f Vari&vel map é o mapa original do= SNFPFs

map <= read. table("/home/labic/Documentos/Enbrapas/Analizes/data/SNP Map. txt",skip=l)
head (map)

names(map) <- c("index", "name®,"cromossomo”, "pamxicac”, "gen accre®, “anp”,

"ilun atrand”, "c_strand”,"norn_1d")

# Variavel mapa é o mapa dos SNP3 com informagdes de nome, cromossomo e posiclo
apenas

mapa <= data.frame (SNP.namesmap$name, chr=map$cromossomo, possmap$posican)

head (mapa)

table (mapa$chr)

f Filtranco apenas autossomos

auto <~ which(!is, na(match(mapa$chr, i:29)))
mapa <- maralauto, ]

table (mapa$chr)

# Ovdenandc por cromomsomo = posiglo

ordena <- order (as,numeric (mapaSchr),mapaspos)
mapa <= mapa[ordena, ]

head (mapa)

tail (mapa)

4 Pemovendo SNP com masma posiglo

dupli <= which(duplicated(data.frame (mapa$chr, mapa$po=)))
mapa[cdupld, ]

mapa <= mapa[=-dupli, ]

# Filtrando SNF do SNP Hap, deixando moments om que passaram pelo QU de gendédtipos
cim(mapa)

dim(genoQC)

mapa,ok <= match(colnames(genoQC), mapa$SNP.name)

mapapqe <~ mapa(mapa.ok,] § filtrando os SNP do SNP Map apés o QC ezpecifico para o
SNE Map

dim(mapa)

dim(genoQC)

dim(mapapgce)

BARR RN ARRA RN R AR R R TRTRR IR TR R TRRTR R RIRTRR R RRRiain
"

f lendo arquive com ax informagdes de ancestrais doas SNP

'



L R R R R R R R R L Y
setwd(" /homa/labic/Documenton/Embrapa/Analissa/#/")

anc <=~ read. table("/home/labic/Documentos/Enbrapa/Anal izes/data/ancestral, tav", sep=
", header=TRUE, stringsAsFactors=FALSE)

mapaanc <= anc[,c(1,3,4,14)]
name=(mapaanc) <= c("SHP.name","chr","poa","ancentral")
table (mapaanc§chr)

§ Filtramle apenas autoszomos

auto <~ which(!is.na(match(mapaanc$chr, :2%)))
mapaanc <= mapaanc[auto, ]

table (mapaanc$chr)

f COrdenando por cromossomo e pomigéo

ordena <= order (as.numeric (mapaanc$chr), mapaanc$pos)
mapaanc <= mapaanc[ordena, ]

head (mapaanc)

talil (mapaanc)

f Verificande gquaiz SHP est&o no mapaanc € no mapa € inverinde a informagdo de
ancestral no mapa

dim(mapapgc)

dim(mapaanc)

mapaanc <- rbind(mapaanc, o("0","0","0",NA)) # Linha inserida no final doc mapa de
ancestrais para caso o alelo néio for encontracdo neste retornar o nimero da linha
rque remete NA

anp, ok <~ match(mapapqe(, ! ], mapaanc(, 1], nomatchsnrow(mapaanc))
mapaa <= cbind(mapapqc, mapaanc({snp.ok,4])

dim (mapapqc)

dim(mapaa) # Mapa com o= meuz dados @ com a coluna de qual & ancestral
head (mapaa)

nanes (mapaa) <= <¢("SHF.name", "che", "poa®, "ancestral™)

table (mapaa$ancestral, exclude=NULL)

# Subsatituindo a coluna de ancestrails em mapas, substituindoe A por I, B por 2 e NA
por 0 (padrdes para leitura do pacote rehh)

cif €= as.character (mapaal, 1])

table(df, exclude=NULL)

df [df=="a"] <= |

df {df=="E5"] <= I

df [which(is.na(df))] <= U

table(df, exclude=NULL)

mapaal,4] <= df

# Inverindo uma seguncda coluna com alelo derivado (o pacote rshh exige duas
colunas, uma com informag&o de qual alelo & ancestral (no caso, 1 (A} ou 2 (B)),
gendo a sequrda o alelo restante (alelo derivado))

# No cazo de desconhecido (NA), insere 0 para ambas a% colunas |(alelo ancestral e
derivado)

temp <= which(mapaal,i] = )
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mapaaltemp,*] <= ©

temp <= which(mapaal,i] = 1)
mapaaltemp, -] <=

temp <~ vhich(mapaal,:] = _)
mapaaltemp, ] <= |

name=(mapaa) <- c("SNP.name", "chr", "poa", "anceaztral, "derivado")

# Salvando o SHP Map por cromossomo
setwel("/homs/lmmaslu/otimizando/SHP Hap anc/") # Alterar conforme necesszirio

for (L im 1:29) {
mapatemp <= NULL
mapatemp <- mapaa[which(mapaa$chr == 1),])
write.table(mapatemp, file = paste("map chr", 1, ".inp", mep = ""), quote = FALSE
vy Sep =" ", row.names = FALSE, col.names = FALSE) | Salvando os mapas por
cromossomos diretamente

}

ERRRepeiesiesesiieceinenepaeeasassacatsasopeasaraasaaseectensepesapisges

L

# Lenclo as saldas co Beagle, com o2 haplotipos para =alvar em um formato que o
pacote rehh consiga ler

# (transformar am colunas &m linhas e excluir a primeira coluna e a id dom anpn)
R e e R R s

# Fazer para cada cromossomo alterando apenas o2 nomes doz arquivos de entraca
thap_chrl, guno.chrl.txt.phased.gz) e satda (btal can.hap)
setwd("/homa/labic/Nocumenton/ Embrapa/Anal ines/R/") # Alterar conforme necassario

for (i im 1:29) ¢
temp <~ read.table(paste(
"/home/labic/Documenton/Embrapa/Anal izes/rehn/data/haplotipos/hap chr", 4,
“.geno.che®, 1, Y. txt,phased.gz", sep = “"), header = FALSE, sep =" ")
dim(temp)
temp <= temp[,-1]
temp <= templ,=1]
dim(temp)
ttemp <= t(temp)
ttemp <= ttempf,=-.]
row.names(ttemp) <- c(l:inrow(ttemp))
dim(ttemp)
write.table(ttemp, file = paste(
"/home/labic/Documentos/Enbrapa/Analizes/rehh/data/hap input/bta", 4, " can.hap",
sep = "), quotesFALSE, =ep=" ", row.names=TRUE, col.names=FALSE)
print(paste("CHR", 1))
m(list=ln())

BARR RN ARRA RN R AR R R TRTRR IR TR R TRRTR R RIRTRR R RRRiain
"

f Aplicando metodologia 1HS através do pacote rehh

'
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LR R R R R R

# Carregando arquivos de mapa [map_chr_.inp) e fasea de ligagAo com o3 hapldétipoa
{bta__can. hap)

par (mfrowsc(2, 1)) # para construir o grAfico em duas linhas & uma coluna
setwd(" /home/labic/Documentos/Enbirapa/Anal ises/rehh/data/hap imput /")
library(rehh)

# Lendo & calculando IHH para todos os SNP, =alvando o resultado para todos os
cromossomos na variavel wg.res
for (idm 1: %) {
data <~ dataZhaplohh(hap_file = paste("bta", 1, " can.bap", sep = ""), map file =
paste("map _ohr", £, ".inp", sep = ""), chr.name = i)
res <= scan_hh(data)
azsign(paste ("ihh.chr", 1, sep=""), res)
if (i==!) { wg.res <- rea } else { wg.reas <- rbind(wg.res, res)}

ihs.can <= ihh2ihs(wg.res) § Calculando o score 1HS para todos os cromossomos & SNP
j& salvos no objeto wg.rea

head (1hs.canSres.ihs)
head (ihs.can$summary.claas)

pat (mfrow = c(2, 1))
ihsplot(ihs.can$res. ihs, plot.pval = TRUE, ylim.scan = 5, main = “1HZ (CAN cattle
brasd) ")

distribplot (ihs.can§res.ihs[, '])

L R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R
"
Identificaglo de regides candidatas, utilizando o valor transformado piHS

Passon:

1* Serado construidas janelas ce 1 Mb (1 milhao de basos)#f 0BS: Eu ndo utilizei
sobrepozigaods janelas

# 2% Dentro de cada janela merdo smomado= oxs SNPa significatives (com valores de
piHS > 5 (P<0,00001))

f 3* Serac anali=adas as janelas candidatas (com o maior numero de SNP com piHS > 5)
f 4% Estas janelas candidatas serfo analisadas individualmente

LR R R R R R R R R RN RN R R R R RN R RN RN Y

rm(lintsin())
library (enpStats)
library (rehh)

setwd("C:/Uzera/Clisnte/Mestrado/B8KP -~ Immael Embrapa/Analises/Analises Funciomaia/")
load("C: /Unsera/Cliente/Hostrado/SEP — Izmael Enmbrapa/Analizes/rehh/rehh.FData™)

colnames (1hw.canres, 1hs)
dim(iths.can([!]]))
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ihs. temp <= ihs.can[[1]]
dim(iha. temp)

ihs, temp <= as.data. frame(ihs. temp)

is(Lhs. temp)
head (ihs, temp)
dim(ihs=. temp)
colnames (1h2. temp)

f Separar em variAveis diferentes AFPENAS os cromossomos que apresentaram algum SNP
com piHS > 5 (ne estudo foram o¥ cromossomon 5 & 14)

chr5,windows <- ihs, temp[which(ihs.temp§CHR == 1), ]

chrid.windows <= i{hs.temp(which(ihs. temp$CHR == 14),]

$# Ordenando o= SHP por posigéo

ordena <= order (chrS5.windows$POSITION)
chrS.windows <= chrbS.windows[ordena, ]

ordena <= order (chrl4.windows$POSITION)
chrl4.windows <~ chrl4.windowa[ordena, ]

# Construimclo gra&fices para visualizar SHPs si¢gnificativos

plot (chr5. windows$§ POSITION, chr5.windows$§Pvalue, pch = 10, colsifelass (chrS.windowa$
Bvalued=t, "black", "ar«y"), xlab = "Posigho", ylab = expression({italic(P) ¢
scriptstyle(italic(iHS))), main = "i1HZ - Cromosacmo 5% )

plot (chrld.windows$POSITION, chrld.windows$Pvalue, pch = 1, col=ifelse(chrlq.windows
$Pvalueds", "bLlack”, "gray™), xlab = "FouigaAs", ylab = sxpression(italic(P) ¢
scriptatyle(italic(iHS))), main = "iHI - Cromossomo 14")

# Construinco as janelas

for (i in 1:) (
if (i = 1) { chr,temp <~ chr5.windows; chrS.window=[, ] <~ U; colnam=a(
¢hrS.windows) <= c("CHR", "POSITIQN", "iHB", “Pvalue", "WINDOWS"™) }
if (4 == ) { chr.temp <- chrld.wirdows; chrld.windows([, "] <= 0 colnames(
chrl4.windows) <=~ c{"OUHR", "POSITIGN™, ™iHS", "PFvalue", "WINDOWS™) }

P <
nr <= nrow(chr.temp)
¥v<=0
while( p < nr) {
pi <~ chr.temp[p,-]
pf <= pi + 1000001
1 <= which(chr.temp$POSITION >= pi & chr.temp$POSITION < pf)
W< w4+
p <= p + length(l)
if (1 = 1) { chrS.window=[l1l,"] <~ w )
if (i == ") { chrld.windows[l,’] <= w }
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# Descobrinde ¢ tamanho de cada cromossomo em pares de bases # em cuantas janelas
cada cromossomo foi dividido

#4 tc = tamanho do cromossomo em pares de basea (sm relagldo aos SNPs)

teS <= chrS.windows[nrow(chrS.windows), ] = chrS.windows([l, ]

teld <= chrld.windows[nrow(chrld.windows), '] = chrld.windows|., ]

#4 qipc = quantidade de janelas
q3S <= chrS.windows[nrow(chrS.windows), ]
q1l4 <= chrld.windowa[nrow(chrld.windows), °]

f Construglo de gra&ficos para visualizagéo das janelas

plot (chrd, windows$WINDOWS, chrS.windows$Pvalue, col=ifelse (chri.windows§Pvalued=",
Yred","black™))

plot (chrld.windows$WINDOWS, chrld.windows$Pvalue, col=ifelse(chrld.windows§Pvalued=’
oTrod”,"black"))

par(mat = cfd4,4,-,v.5), mfrowsc(l,!))

plot (chr5. windowsSWINDOWS, chrS5.windows$Pvalue, peh = 15, col=ifelse (chr5.windows$
Pvaluedsl, "bilack", "graey™), xlab = NA, ylab = exprassion(italic(P) * scriptstyle(
italic(iHS))), main = "Janselas - Cromossomo 57, , xlim = c(1,171))

plot (chrld4. windows$WINDOWS, chrld.windows$Evalue, pch = |, col=ifelaze (chrld, windows
$Pvalued=3, "black", "grey”), xlab = "Janslas (1 Mb coda)”, ylab = expression(italic(P
) * scriptatyle(italic(iHS))), main = “"Janelas - Cromossomo 14" )

length (unique (chr5.windows [which(chr5.windows$§Pvalued==),%]))
length{unique (chrl4,windows[which(chrld, windowa$§Pvalued>=:),5]))

f Calculando a média por janela
mean$ <- tapply(chrb.windows$Pvalue, chrb.windows$WINDOWS, mean)
plot (means)

meanld <~ tapply(chrl4.windowsz§FPvalue, chrl4.windowaSWINDOWS, mean)
plot (meanld)

# Numero de SNP= por janela
table (chr5.window=$WINDOWS)
table (chrld. windows§WINDCOWS)

$# E=ztatisticas por janela

§i# Tabela com a= janelas & o nimero de SNFa em cada uma delas
table (chrS. windows$WINDOWS)

table (chrld. windows$§WINDOWS)

#1 Hédia de SNPs por janela
mean (table (chr5. windows$WINDOWS) )
mean (table (chr14. windows$WINDOWS) )

1 NOmero de SHPs na janela com o maior numero de SNPs
max(table (chr5.,windowa$SWINDOWS))
max(table (chrl4. windowa$WINDOWS))

1 Nimero de SNP2 na janela com o menor nimero de SNPs
min(table (chr5.windows$WINDOWS) )
min(table (chrl4, windows§WINDOWS) )



Conatrugéo de graficos posiglo no eixo x e Pvalue no y para oa cromossomos 5 e 14

plot (chr5. windowa§ POSITION, chr5.windows$Pvalue, col=ifelse(chr5.windows§Pvalued=",

"red", "black"”))

par (mfrow = c(_, 1))
ihsplott (ihs.can$res.ihs, plot.pval = TRUE, ylim.scan = 5, main = "iH3")

ihsplott <- funection (data, plot.pval = "TRUE", ylim.=can = _, pch = |,

{

}

main = "iHE")

tmp_chr = unique (data[, 1])
col chr = l:length(tmp chr)
names (col_chr) = top chr
po=_chr = rep(y, length(tmp_chr))
tmp nmrk = table (data(, 1[])
po=_mrk = cumsum(tmp nmrk)
pos_chrll] <= floor(pos_mrk[1]/2)
if (length(tmp_chr) > 1) {
for (i in _:lenagth(tmp chr)) {
pos_chr[i] = pos mrk{i = 1] + floor((tmp nmrk[i]/7))
}
}
plot(dataf, ], pch = pch, las = |, col = col chr(as.character (dataf,
11)], xaxt =
"n", xlab =
"Craomoaaamo”,
ylab = "iyg",
main = main)
abline (h = ylim,scan, lty = [)
ablineth = -1 * ylim scan, lty = )
axis(l, at = pos_chr, labels = tmp chr, las = |, cex.axis = 0.7)
if (plot.pval) (
plot (dataf, 1], pch = pch, las = i, col = col_chrlas,character (dataf,
11)], xaxt =

“u", xlab = "Cromossono", main = expression(italic(P) * =criptstyle (italic(iHS))),

ylab = expresaion("-" ¢ log[i0] & " [" « "1.2|" »
Phi[scriptstyle(italic(iHS))] ¢ "-0,5(" ~ "|™))

abline (h = ylim.scan, lty = )

abline(h = = * ylim.scan, lty = )

axis (!, at = pos chr, labels = tmp chr, las = |, cex.axis = 0.7)
ablins (h = ylim.scan, lty = )

abline(h = =. * ylim.scan, 1lty = )

}

par(mfrow = c(i, 1))
distribplott (1hs.can$res.ihs(, °])

distribplott <- function (data, col = c("blu=", "red"), main = "Distribuigho 1HS",

{

xlab = "iHs")

plot.density (density (data, na.rm = T), main = main, xlab = "1H3", ylab =
"Densidacda”,
col = col(l])
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curve (dnorm, col = col[l], add = T)
smartlegend("right", "top', c("Obzervadoa", "Gaussiana"), fill = col)

1

f Pegando ¢ =alvando os ENPs significativos de cada um dos cromossomos (S e 14)
and <~ chr5.windows[which(chr3.windows$§Pvalued="), ]

asl4 <~ chrld.windows[which(chrl4.,windowa$bvalued="),]

#1 Salvando efses dois arquives

write.table(as5, file="and txt")

write,table(asld, files"asld, rxt")
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